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Resumen

El cadmio (Cd**), es un elemento no esencial, a bajas concentraciones puede ser toxico
para todos los seres vivos ya que puede acumularse en los organismos, transferirse de un
nivel tréfico al siguiente y multiplicar su concentracion a lo largo de las cadenas tréficas.
La absorcién de Cd** por parte de las plantas depende tanto de su biodisponibiliad como
de su concentracion en el suelo. En México, industrias como la quimica, la petrolera, la
del acero y la automotriz, asi como la de la produccion de fertilizantes son fuentes de
contaminacién por Cd* en agua y suelo. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
del Cd?" sobre el crecimiento, contenido idnico, concentracion de pigmentos fotosintéticos

y la actividad fotosintética en plantas de Phaseolus vulgaris L. varidad Jamapa.

Las plantas de Phaseolus vulgaris L. fueron expuestas a Cd** (0 (testigo), 10, 20 y 30
mg/L) durante 14 dias. Transcurrido el tiempo, se cuantificé el area foliar y el peso seco
de la planta para determinar los siguientes parametros: Tasa media de crecimiento
relativo, tasa de asimilacién neta e indice de area foliar. Se cuantifico el contenido de Cd?*
en los distintos 6rganos de la planta asi como el contenido de iones Ca**, Mg*'y K*. Se
evaluaron algunos parametros fisiolégicos tal como: conductancia estomatica,
transpiracion, contenido interno y asimilacion de CO, a través de un analizador infrarrojo
de gases portatil (IRGA). La concentracion de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b, y
carotenoides totales) se determinaron por espectrofotometria visible. La actividad
fotosintética se determind por oximetria, como liberacién de oxigeno y la emision de

fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il (PSII).

Los resultados mostraron que conforme aumenté el Cd?* en el suelo, disminuyé la tasa
media de crecimiento relativo, la tasa de asimilacion neta y el indice de area foliar. La
cuantificacién de Cd?** en los distintos 6rganos de la planta mostré que la raiz juega un
papel importante en la retencién del ion ya que el contenido de Cd** en tallos y hojas fue
menor. La conductancia estomatica y la tasa de asimilacion de CO, disminuyen conforme
aumenta el contenido de Cd®* en el suelo. De igual forma la liberacién de oxigeno
disminuye con el aumento de la concentracion de Cd®*. La concentracién de pigmentos
fotosintéticos aumentd por unidad de area foliar, sin embargo, no se encontraron
diferencias en la actividad fotoquimica primaria, ni en el transporte electrénico in vivo.

Estos resultados muestran que la restriccion en el crecimiento de la planta se debe a
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alteraciones en el funcionamiento de los estomas limitando la difusion de CO, al
cloroplasto y probablemente a la interaccién del Cd** con algunas enzimas del ciclo de
Calvin-Benson. Sin embargo, en términos generales la planta es capaz de tolerar las
concentraciones de Cd** probadas, ya que, aun cuando hubo un crecimiento modesto, la
actividad fotoquimica por unidad de area foliar se mantiene, lo que indica que la energia
transformada y el carbono fijado no se utilizan para el crecimiento sino para el control de

la condiciéon estresante.



1. Introduccion

1.1 Metales pesados

El termino metal pesado se asocia a un grupo de metales y metaloides que tienen una
densidad de entre 3 y 5 g/cm®. Aunque es una definicién muy vaga es ampliamente
reconocida y aplicada a los contaminantes del suelo y agua (Saghir et al., 2011).
Estrictamente, y desde el punto de vista quimico, los metales pesados estan constituidos
por elementos de transicion y post-transicion incluyendo algunos metaloides como el
arsénico y selenio. Estos elementos tienen una gravedad especifica significativamente

superior a la del sodio, calcio, y otros metales ligeros (INECC, 2009).

Estos metales se encuentran de forma natural en suelos, rocas, sedimentos, cuerpos de
agua y en los organismos en concentraciones muy bajas. Por lo que su persistencia en el
medio y la toxicidad para los organismos vivos, los situa entre los contaminantes mas

peligrosos (Saghir et al., 2011).
1.2 Fuentes de emisidon y contaminacion

Los metales pesados se encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Estos se
pueden convertir en contaminantes si su distribucion en el ambiente se altera a través de
la actividad humana. En general esto puede ocurrir durante la extraccion minera, el
refinamiento de productos mineros o por la liberacién al ambiente de efluentes industriales
y emisiones vehiculares. Ademas, la inadecuada disposicion de residuos metalicos
también ha ocasionado la contaminacién del suelo, agua superficial y subterranea y de

ambientes acuaticos (Sherameti y Varma, 2010).

Tanto las fuentes naturales como antropogénicas pueden contribuir de forma importante a
la emisién de elementos metalicos a la atmdsfera. Cabe sefialar que al comparar las
emisiones globales, la emision de elementos como selenio, mercurio y manganeso se
realizan en su mayoria por fuentes naturales; sin embargo, en el plano regional las
fuentes antropogénicas pueden contribuir de manera importante y estos metales se

convierten en contaminantes en la escala local (INECC, 2009).
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1.3 Cadmio

Caracteristicas generales

El cadmio es un catién divalente que pertenece al grupo IIB de la tabla periddica de los
elementos. Es un elemento blanco, ductil, maleable y resistente a la corrosién. Tiene una
densidad de 8.642 g/cm®. A temperatura ambiente y en seco es estable, pero se oxida
lentamente en presencia de humedad ambiental. Las sales que suele formar son de

caracter toxico (Sigel et al., 2013).

Es un elemento poco abundante en la corteza terrestre, sin embargo se encuentra
ampliamente distribuido en una concentracion promedio de 0.1 mg/kg, pero puede
alcanzar una concentracion de 3 mg/kg, que depende del tipo de suelo y la roca madre
(Op. Cit.). Naturalmente, el Cd*" se introduce en el medio ambiente como resultado del
intemperismo de las rocas que lo contienen, por otro lado la actividad volcanica es la
mayor fuente natural de liberacién de Cd** a la atmosfera (Rodriguez et al., 2008), sin
embargo, la principal fuente de contaminacién por Cd** en agua y suelo se debe a la
actividad humana y a los procesos industriales en los cuales esta involucrado (Estévez et
al., 2000).

Al ser un elemento mévil pude llegar al suelo y combinarse con otros elementos y formar
diversos compuestos tales como cloruros, 6xidos y sulfuros, los cuales se unen
fuertemente a las particulas del suelo donde permanecen por muchos afios (Pernia et al.,
2008).

El cadmio y los suelos agricolas de México

En los ultimos anos, y en las condiciones actuales en las que se han desarrollado las
actividades agricolas en México, pueden apreciarse diversas fuentes de contaminacion
que, con el paso del tiempo, tienden a provocar la alteracion del suelo y a repercutir en la
produccién de los cultivos. Esto se debe a la adicion de diversas sustancias, como:
fertilizantes, aguas negras y lodos residuales de origen industrial y doméstico (Balderas et
al., 2003).

Entre los elementos presentes en este tipo de sustancias se encuentran los metales
pesados, en particular el cadmio (Cd?*). La contaminacién de los suelos agricolas

mexicanos por este se ha incrementado considerablemente, como consecuencia del riego
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con aguas residuales y el empleo intensivo de fertilizantes fosfatados (Méndez et al.,
2000).

El uso agricola de aguas residuales ocurre, generalmente, en las zonas agricolas
cercanas a las grandes urbes, en donde los volimenes de aguas residuales industriales y
municipales que se generan, son cada vez mayores (Op. cit.). Segun datos del INEGI
estados como Jalisco, Michoacan, México, Veracruz y Chiapas tienen cada uno mas de
100 puntos de descarga de aguas residuales sin tratamiento en rios y arroyos,
concentrando el 49% del total nacional (INEGI, 2013). El Instituto Nacional de Ecologia
(INE), a principios de los 90°s estimé que alrededor del 44.3% de las aguas residuales
generadas en México, se utilizaban en la agricultura sin tener un tratamiento previo
(SEDESOL/INE, 1993). La Comisién Nacional del Agua (CNA) estimé que en el pais se
regaban alrededor de 350,000 ha con un volumen de 160 m%seg de aguas de origen
municipal, algunas mezcladas con aguas residuales industriales o con aguas superficiales
o de pozo (CNA, 1993). Actualmente en México, existen mas de 30 zonas importantes
donde se cultiva maiz (Zea mays), alfalfa (Medicago sativa), frijol (Phaseolus vulgaris),
cebada (Hordeum vulgare) donde la irrigacidon agricola depende de las aguas residuales,
en la mayoria de los casos no hay vigilancia ni control sanitario alguno para el reuso de

este recurso (Garza, 2000).

Con relacién a los fertilizantes fosfatados, la principal materia prima de éstos es la roca
fosforica, constituida principalmente por apatita, que, ademas de P, contiene Cd?' en
cantidades que varian entre 8 y 500 mg/kg, esta concentracion depende principalmente
del origen de la roca (Laegreid et al., 1999). Se ha calculado que los fertilizantes
procedentes de Africa occidental contienen entre 160 y 225 gramos de Cd** por tonelada
de pentdxido de fosforo, en tanto que la concentracién de Cd?* en los fertilizantes
procedentes de EE. UU., es de 36 g/ton, siendo este ultimo pais el mayor productor a
nivel mundial de este tipo de fertilizantes con 28.1%. Esto significa un aumento del 1% en
el nivel de Cd?*" en el suelo superficial en donde se apliquen los fertilizantes de EE.UU
(PUMA, 2010).

El consumo aparente de fertilizantes en México reporté una fuerte reduccién entre 1996 y
2002, periodo en el cual ocurrié un fuerte descenso en la produccion nacional de estos

insumos agricolas. Sin embargo, a partir de 2003 se observé una tendencia creciente en
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el consumo, abastecido principalmente a través de las importaciones (Gaucin y Torres,
2011). Asi México se convirtio en el segundo consumidor de América latina de fertilizantes
con 10 % y un incremento promedio anual en su consumo de 5.4%. (FAO, 2005). Durante
el 2010, cinco fertilizantes concentraron el 71.2% del volumen importado, ocupando el
18.3% de la importacién los fertilizantes fosfatados. Las importaciones de fosforo

provinieron principalmente de Estados Unidos con 88.2% (Gaucin y Torres, 2011).

Normatividad mexicana

El uso de sustancias tales como agroquimicos y aguas residuales en la agricultura, al
igual que oftras practicas con implicaciones ambientales, no se ha analizado
detalladamente en la legislacién ambiental mexicana. Cabe mencionar que la Unica norma
que toca esta tematica es la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, que establece los
criterios para determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados por
arsénico, bario, berilio, cadmio, cromo hexavalente, mercurio, niquel, plata, selenio, talio
y/o vanadio. En el caso del cadmio se estipula que cuando el suelo que se presume
contaminado tiene una superficie menor o igual a 1000 m? el responsable procedera a
remediar a las concentraciones de referencia totales, en este caso 37mg de Cd?*/kg de

suelo.

De manera que, cuando se trata de diagnosticar el grado de acumulacién de los
elementos traza en los suelos de México, se usan indices establecidos para otros paises
como criterios de comparacion, como por ejemplo del Environmental Protection Agency
(U.S. EPA), que establece como limite maximo permisible para suelos agricolas la
concentracién de 20 mg Cd** kg™ de suelo (EPA, 1993), pero este umbral aumenta
continuamente debido a la modificacion del suelo y el uso intensivo de fertilizantes

fosfatados, agua y lodos residuales (Singh et al., 2012).

Si se quisiera recomendar o regular el uso racional de residuos contaminantes y mantener
un minimo riesgo de exposicion de los humanos a contaminantes presentes en productos
agricolas, el primer problema que se enfrenta es la ausencia de limites permisibles de

concentracion en suelos (Vazquez et al., 2005).

13



Toxicidad en humanos

Las plantas durante el crecimiento pueden acumular Cd*, principalmente en las partes
comestibles, poniendo asi en peligro el rendimiento y la calidad de los cultivos, de este
modo se convierte en un peligro potencial para la salud humana y animal. Este metal
pesado ocupa el puesto 7 entre los 20 agentes toxicos mas peligrosos. La Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Cancer ha clasificado al Cd** como un
carcindgeno y se ha informado que las plantas son la principal fuente para los seres
humanos (Singh et al., 2012).

El Cd** se acumula en el organismo humano, fundamentalmente en los rifiones, causando
hipertensién arterial. La absorcién pulmonar es mayor que la intestinal, por lo cual, el

riesgo es mayor cuando el cadmio es aspirado (INECC, 2009).

La concentracion critica en la corteza renal, que da lugar a una prevalencia de 10% de
proteinuria de bajo peso molecular en la poblaciéon en general, es aproximadamente de
200 mg/kg y se alcanza con una ingestion alimentaria diaria de unos 175 ug por persona
durante 50 afios. Partiendo de una tasa de absorcién de Cd?* via los alimentos de 5% y
de una tasa diaria de excrecion de 0.005% de la carga corporal se establecié un nivel de

ingestion semanal tolerable provisional de 7 pg/kg (Op. cit.).

En la ciudad de Toyama, en Japdn, ocurrié un brote epidémico de intoxicacién (sindrome
de ltai-ltai), ocasionado por la ingestién de arroz contaminado con Cd**, el cual era
irrigado con agua contaminada por jales mineros. Las personas afectadas, principalmente
mujeres post-menopdausicas, sufrieron deformacion de los huesos, acompanada de
intenso dolor y fracturas, ademas de proteinuria y glaucoma. Se considera que estas
alteraciones, se produjeron favorecidas por factores dietéticos, como deficiencia en
vitamina D (Sigel et al., 2013).

1.4 Efecto del cadmio en plantas

Funcién

El Cd** es uno de los metales pesados mas téxico para la mayoria de los seres vivos y no
tiene ninguna funcién bioldgica descrita. Aunque no es esencial para el crecimiento de las
plantas, es facilmente absorbido por las raices (Pagliano et al., 2006) de esta manera se

puede acumular en las plantas, transferir de un nivel tréfico al siguiente y multiplicar su
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concentracién a lo largo de la cadena tréfica. La absorcién de Cd** por parte de las
plantas depende tanto de su biodisponibiliad como de su concentracion en el suelo, de la

presencia de materia organica, el pH y el potencial redox (Rodriguez et al., 2008).

Toxicidad

Se ha observado que el Cd* afecta la actividad fisiolégica y metabdlica en distintos
compartimientos celulares de la planta. Estos efectos incluyen la inhibicién del
crecimiento, alteracion de la nutricion mineral, el balance hidrico y el intercambio gaseoso,
reduccion del contenido de clorofila, azucares solubles y proteinas, alteracion de la
actividad fotosintética, cambios en el contenido de fenoles, especies reactivas de oxigeno

(ROS) y enzimas relacionadas (Ci et al., 2010).

Mecanismos de absorcion

Al ser un metal no esencial se asume que no existen transportadores especificos de
entrada en la raiz para el Cd*. Se cree que entre las proteinas responsables de la
entrada de Cd** a la célula se encuentran la proteina IRT1 y ZIP, que pertenecen a la
familia de transportadores de Zn, Fe y otros cationes divalentes (Flores et al., 2009).
También se ha descrito que la proteina LCT1, que transporta Ca?* esta implicada en la
absorciéon de Cd** (Rodriguez et al., 2008).

En las plantas superiores la raiz es el primer 6rgano que entra en contacto con los iones
metalicos, por lo tanto el primer efecto del Cd** se da en este 6rgano, puede causar
diversos sintomas como oscurecimiento de las puntas, inhibicion de la elongacién y
acumulacién moderada de la biomasa (Ekmekci et al., 2008; Mohamed et al., 2012). Por
otro lado se ha observado que el Cd** reduce la absorcién y translocacién de nutrientes
esenciales por competencia como Fe?, Mg®*, Mn%, Zn* y Ca?*, también reduce la
asimilacion de agua a través del tonoplasto y las acuaporinas ya que provoca cambios

estructurales en la célula (Nedjimi y Daoud, 2009)

Efecto sobre la fotosintesis

Uno de los principales efectos del Cd** que se ha observado en la mayoria de las plantas
estudiadas, es la inhibicién de la fotosintesis. Dicha inhibicion se atribuye a dos efectos,
un efecto indirecto, principalmente sobre el balance hidrico, la conductancia estomatica y

la absorcién de CO, (Pagliano et al., 2006). En el primero y segundo caso el efecto puede
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deberse a alteraciones en la absorcién de agua y a mecanismos de tolerancia a estrés
hidrico que implica ajustes osmaéticos con acumulacién de solutos organicos. Por otra
parte la disminucion de la asimilacion de CO, puede estar relacionada con los
mecanismos de tolerancia a estrés hidrico y con la reduccidon de la actividad de las
enzimas carboxilicas como la ribulosa 1, 5-bifosfato carboxilasa/oxidasa (RUBISCO), y
otras enzimas que participan en el Ciclo de Calvin-Benson (Ci et al., 2010) como la
aldolasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa, NADP+-gliceraldehido - 3 - fosfato deshidrogenasa y

la anhidrasa carbonica (Ying et al., 2010).

Los efectos directos se centran sobre la estructura, composicién y funcionalidad del
fotosistema Il (PSIl) y fotosistema | (PSI), siendo el PSIl mas sensible a la presencia del
Cd?" (Tang et al., 2013). Se sabe que el Cd** es capaz de afectar tanto el lado donador
como el aceptor del PSIl e inhibir o alterar la funcién del LHCII al sustituir el centro activo
de la clorofila (Mg?*) e inhibir la actividad de las enzimas que sintetizan esta molécula. Del
lado donador el efecto se lleva a cabo en el complejo liberador de oxigeno (CLO), ya que
el Cd* puede sustituir al Ca*" por competencia en el cluster de Mn,OsCa (Faller et al.,
2005). También puede alterar o inhibir la funcion del centro de reaccién del PSIl (P680).
En el sitio aceptor el Cd** interfiere con el paso de electrones entre Q, y Qg, este
proceso reduce algunos parametros de fluorescencia, como la eficiencia cuantica maxima

de la fotoquimica primaria del PSIl (Fv/Fm) (Franco et al., 1999).

La interaccion del Cd?* con los grupos sulfhidrilo (-SH) funcionales de las proteinas ha
sido considerado como un posible mecanismo de accién (Op. cit.). Sin embargo, diversos
estudios in vitro indican que la inhibicion de la fotosintesis no puede ser atribuida
totalmente a la interferencia directa del metal con las reacciones fotoquimicas, si no que
empieza desde la inhibicion de la fijacion de CO,, en ocasiones sin provocar ningun efecto
perceptible sobre las reacciones fotoquimicas en cloroplastos. Esto aparentemente
implica que el Cd?* limita la tasa de fotosintesis a través de efectos deletéreos en la fase

oscura del proceso fotosintético (Chugh y Sawhney,1999).
Estrés oxidativo

El Cd?* casi siempre adopta un solo estado de oxidacién, que es como catidn divalente. A

diferencia de metales activamente redox como el Cu®, Fe**, Mg®*, Mn?*, Ca®*" y Zn?, el
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Cd?* no es capaz de inducir la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a

través de la reaccion de Fenton (Smeets et al., 2005).

Dependiendo de la especie de la planta y la concentracion del Cd?*, este puede generar
estrés oxidativo a través de mecanismos indirectos como la inhibicion o estimulacion de la
actividad de varias enzimas antioxidantes y a través de la interrupcién de la cadena
transportadora de electrones antes de que aparezcan sintomas visibles de toxicidad. Las
ROS pueden reaccionar con los lipidos, proteinas, pigmentos, y el acido nucleico, lo cual
puede provocar dafios de la membrana y la inactivacion de las enzimas, lo que afecta a la
viabilidad celular (Qui et al., 2008).

Por otra parte, las células vegetales han desarrollado un sistema de defensa antioxidante
para contrarrestar los radicales libres con el fin de protegerse del estrés oxidativo, este
sistema de defensa opera con la accién secuencial y simultanea de enzimas antioxidantes
tales como superédxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT),
peroxidasa (POD) y glutation reductasa (GR) (Zhang et al., 2009); y de componentes no
enzimaticos, tales como ascorbato (ASC), glutatién (GSH), a—tocoferol y f—carotenos (Qui
et al., 2008). La respuesta de las enzimas antioxidantes puede variar entre las especies y

entre los diferentes tejidos.

El super oxido (O,) producido en las células se convierten en peroxido de hidrogeno
(H20,) por la accion de la SOD. La acumulacion de H,O,, un oxidante fuerte, se elimina en
la célula, ya sea por la CAT o por el ciclo ascorbato-glutatién, donde el APX lo reduce a
H,O. EI ASC y el GSH, suelen aumentar su concentracion significativamente bajo
condiciones de estrés oxidativo (Ranieri et al., 2005). EI GSH, en la forma reducida,
protege a los grupos tiol de muchas enzimas en condiciones oxidativas. Por esta razon,
su concentracion es controlada por un mecanismo homeostatico complejo en el que la
disponibilidad de azufre parece ser necesario (lannelli et al., 2002). Sin embargo la
acumulacién de ROS puede ser la consecuencia de una interrupcion en el equilibrio entre

su produccion y la actividad del sistema antioxidante. (Zhang et al., 2009).

Mecanismos de tolerancia
El GSH es un tiol tripéptidico con un elevado porcentaje de cisteina y residuos sulfhidrilos,

su forma reducida es y-Glu-Cys-Gly y juega un papel muy importante en las plantas

17



expuestas a Cd* ya que aparte de participar como antioxidante es monémero de la
molécula fitoquelatina (PCs) (Mohamed et al., 2012), con propiedades similares a las de la

glutation-S-transferasa (lannelli et al., 2002).

Las PC son los principales péptidos que forman complejos con los metales pesados en
plantas y comprenden una familia de péptidos con la estructura general (y-Glu-Cys),-Gly,
donde n es el numero de veces que se repite la unidad (y-Glu-Cys)-Gly, que puede variar
de 2 a 11. Las PCs se sintetizan por la accion de la enzima y-glutamilcisteina
transpeptidasa dipeptidil, también llamada fitoquelatina sintasa (PCS). La enzima se
expresa constitutivamente, pero puede ser regulada a nivel transcripcional y traduccional
por la presencia de metales y metaloides (Mishra et al., 2006). Las PCs reducen la
concentracion del metal libre en el citosol mediante la unién y transporte a
compartimentos especificos, principalmente la vacuola y la pared celular (Mohamed et al.,
2012). La capacidad quelante de las PCs reside en el alto porcentaje de residuos
sulfhidrilo presentes en la cisteina que se unen a los iones metalicos formando complejos
estables (Srivastava et al., 2004). Las PCs pueden transportar los iones metalicos de la
raiz a otros sitios y por lo tanto la cuantificacion del metal en diferentes partes de la planta
puede correlacionar la produccion de PC con la acumulacidon de metales y su transporte
(Mishra et al., 2006).

1.5 Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris es una planta perteneciente a la familia Fabacea, del orden Fabales.
Es una planta dicotileddnea, anual, herbacea y es cultivada intensamente desde la zona
tropical hasta las templadas. Cuenta con foliolos de tres hojas y flores con distintas
tonalidades, como blancas, rosas, lilas y violetas. Sus semillas, lo que conocemos como
frijol propiamente, tiene forma de rifdn y crecen en una vaina comestible como legumbre
(ejotes, del nahuatl exotl). Dentro del grupo de las especies leguminosas, el frijol comun
es una de las mas importantes y es originaria de Ameérica. En el mundo se conocen
alrededor de 150 especies, de las cuales 70 se encuentran en México con gran variedad

de tamarios, colores y requerimientos ecoldgicos (Financiera Rural, 2011).

Entre las especies mas importantes cultivadas en México, que por practicas agricolas

pudiera estar expuesto al Cd*" se encuentra el frijol comun, Phaseolus vulgaris L. El frijol
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es un cultivo que ocupa el segundo lugar por superficie cultivada y el sexto por valor de la
produccién, su importancia es ancestral y es la base de la alimentacién y fuente de
nutrientes desde la época prehispanica (Financiera Nacional de Desarrollo, 2014). En
consecuencia, el uso agricola de estos suelos contaminados por Cd?, aparentemente,
produce cultivos normales, pero potencialmente peligrosos para el consumo humano vy
animal (Balderas et al., 2003). Por lo anterior, es de importancia econdmica y toxicoldgica,

la caracterizacion fisioldgica y metabdlica de los efectos del Cd®* en las plantas de frijol.

2. Antecedentes

2.1 Efecto del cadmio sobre la fotosintesis

Muchos metales pesados inhiben las reacciones de transferencia de electrones en el
fotosistema 1l (PSIl). Se sabe que el Cd?* tiene una alta afinidad con el clister de
MnsOsCa y es capaz de sustituir al Ca®* en una reaccion lenta. Esto resulta en la
inhibicion de la evolucién de oxigeno fotosintético. Sigfridsson y colaboradores en 2004
estudiaron la interferencia del Cd?* en las reacciones de transporte de electrones del PSI|
en tiempos de incubacion cortos. Observaron varios efectos: 1) la inhibicién de la
transferencia de electrones de la tirosina al centro de reaccion P680 del PSII, un efecto
similar al del Cu?*; 2) disminucion del transporte de electrones hacia Qg lo que indica que
el Cd?* tiene un punto de unidén mas cerca de Qg que de Q,; 3) la evolucién de oxigeno en
estado estacionario disminuye, esta inhibicién abarca solo el 20% de los centros de

reaccion del PSII.

Por otro lado, en 2006, Pagliano y colaboradores estudiaron el efecto del Cd** (7.5 a 75
MM) en plantas de arroz, observando una disminucién en el contenido de pigmentos
fotosintéticos, en el nimero de tilacoides, en la evolucién de oxigeno vy la proporciéon de
Fv/Fm. Sin embargo las proteinas del centro de reaccién y las del complejo antena del
PSII no se vieron afectadas, indicando que el Cd** no altera la organizacion estructural de

este fotosistema.

En plantulas de guisante (Pisum sativum L. cv. Bonneville) Chugh y Sawhney, en 1999,

observaron una disminuciéon progresiva dependiente del aumento de la concentracion de
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Ccd? (2.5, 5, 7.5 y 10 mM durante 12 dias) de la tasa de fotosintesis, el contenido de
clorofila, la actividad del PSI y PSII, reportaron un efecto mas pronunciado en este ultimo
complejo en los primeros 6 dias de tratamiento, y la actividad de algunas enzimas de la
fase oscura de la fotosintesis, como la Rubisco, NADP-gliceraldehido-3-fosfato, fructosa-
1,6-bisfosfatasa y deshidrogenasa NADP-malato. También observaron que el efecto en las
enzimas fotosintéticas podria reducir la regeneracién de la RUBP provocando la reduccion

de la actividad fotosintética de las plantas.

Singh y colaboradores en el 2012, en plantas de Lepidium sativum L. expuestas a estrés
por Cd®* (0, 25, 50 y 100 mg/kg de suelo) reportaron la reduccion del area foliar y el peso
seco asi como una disminucion significativa de la tasa neta de la fotosintesis (PN),
conductancia estomatica (gs), concentracion intercelular de CO, (Ci), clorofila ay b y de
algunas enzimas de la fijacion del CO, como la anhidrasa carbonica, alterando de esta
forma la maquinaria fotosintética y perturbando el crecimiento de las plantas expuestas a
Cd?*. Por otro lado observaron un aumento en la actividad de la ATP-S y el contenido de
azufre (S), lo que sugiere una sobre regulacion de la via de asimilacién de S para una

posible tolerancia a Cd®" a partir de la actividad de las enzimas antioxidantes y la GSH.

En el 2010 Ying y colaboradores, en plantas de P.divaricata expuestas a estrés por Cd*
(5, 10, 25 y 50 uM) reportaron que a medida que aumentaba la concentracién el contenido
de agua en las hojas, la concentracion de clorofila a y b y la concentracion de
carotenoides se mantuvo sin alteraciones. Sin embargo, la conductancia estomatica, la
transpiracion, la tasa neta de fotosintesis y la concentracién intercelular de CO, se vieron
afectadas significativamente. Por otro lado, observaron que algunas enzimas de la
asimilacién de CO, como la Anhidrasa carbonica y la Rubisco aumentaron su actividad y
concentracién, respectivamente, a 50 uM de Cd?'. Por otra parte, la actividad de la
Rubisco, la NADP gliceraldehido -3- fosfato deshidrogenasa y fructosa 1,6- bisfosfatasa
no se vio alterada de forma significativa con el aumento de la concentraciéon de Cd*.
También reportaron que aunque el tamafno de la célula del mesdfilo se redujo, la
ultraestructura del cloroplasto se mantuvo intacta con el tratamiento mas alto de Cd*". De
esta forma demostraron que el mantenimiento de la actividad de las principales enzimas
de la asimilaciéon de CO, y la integridad del cloroplasto contribuye a la tolerancia a estrés
por Cd?".
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2.2 Efecto del cadmio sobre el balance hidrico

Se sabe que los metales pesados en general tienen un efecto negativo sobre el estatus
hidrico de la planta. En plantas de Mesembryanthemum crystallinum, Kholodova vy
colaboradores (2011), estudiaron las alteraciones del estado hidrico de la planta y las
respuestas de tolerancia inducidas por Cu?* y Zn?*. Después de varios dias de exposicién
a los metales pesados observaron una disminucion del exudado de savia en la raiz y un
déficit de agua en los tejidos foliares. Por otro lado reportaron varios eventos de
adaptacion primaria que incluian, una disminucion rapida de la tasa de transpiracion y un
descenso progresivo del potencial osmoético de la savia de las células de la hoja. En los
tratamientos largos fue evidente la reduccion del contenido total y relativo de agua, un
aumento en la acumulacion de prolina, asi como en la capacidad de retencion de agua y
cambios en la expresion génica de las acuaporinas. En este punto después de 3 horas de
tratamiento la expresién del gen McTIP2;2 de hoja, el cual codifica las acuaporinas del
tonoplasto se suprimié varias veces al igual que otros 3 genes a partir de las 9 horas. Lo
anterior indico que los metales pesados inducen un reordenamiento critico de la relacion

hidrica.

Rascio y colaboradores (2008) estudiaron el efecto de la exposicidon a concentraciones
crecientes de Cd?* (50, 100, y 250 uM) en plantulas de arroz, ellos reportaron la inhibicién
del crecimiento de la raiz y la alteracién de la morfogénesis, que causo una divisién
celular desordenada y un agrandamiento anormal hacia delante de la epidermis y las

capas celulares corticales de la region apical.

Nedjimi y Daoud en el 2009, realizaron una investigacion detallada sobre la respuesta
fisiologica de la planta hiperacumuladora Atriplex halimus subsp. Schweinfurthii, aplicando
concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 400 uM de cloruro de cadmio (CdCl,). Reportaron
que el crecimiento, la transpiracién y la conductividad hidraulica de la raiz (L,) disminuye
con el aumento de la concentracién de Cd?*, por lo tanto el flujo de agua tuvo poco efecto
sobre la absorcién de Cd?'. Por otro lado observaron un aumento significativo en la
concentracion de prolina, que fue proporcional con el aumento de la concentracion de
Cd?.
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2.3 Estrés oxidativo y mecanismos de tolerancia a cadmio

En plantas de Phaseolus vulgaris L. Smeets y colaboradores (2005) estudiaron la
fitotoxididad de Cd®* (2uM CdSO,) en las reacciones antioxidantes. Observaron que
después de 24 horas de exposicién el mecanismo de defensa antioxidante se elevo
significativamente, tal como la peroxidasa siringaldazina, peroxidasa guayacol, ascorbato
peroxidasa, glutatién reductasa, asi como una enzima importante en la reduccién del
NADP* (isocitrato deshidrogenasa). Asi bien, encontraron que el ciclo del ascorbato-
glutatién juega un papel muy importante contra el estrés oxidativo inducido por Cd*.
Estos mecanismos de defensa antioxidante tuvieron incrementos significativos en las
hojas de las plantas en las primeras 48 horas de exposicién a Cd?*. Sin embargo después
de un tiempo de exposicion prolongado a este ion el sistema de defensa antioxidante
desciende ocasionando un severo estrés oxidativo, ya que el Cd*" no es un metal redox-

activo, es probable que el estrés sea un efecto indirecto.

En el 2005 Ranieri y colaboradores, en plantas de trigo (Triticum aestivum L.), aplicando
distintos niveles de Cd?*, evaluaron la generacién de estrés oxidativo en raiz y hojas
mediante la acumulacion de peréxido de hidrogeno (H,0,), la tasa de oxidacion de
NADPH®, contenido de glutatién reducido (GSH) y actividad de las peroxidasas (POD).
Por otro lado estudiaron cuantitativamente la relacion entre tioles peptidicos y
fitoquelatinas en raiz y hojas, con el fin de determinar su relacién en la limitacion del
estrés oxidativo. Encontraron que el estrés oxidativo y la acumulacién de Cd** en hojas
por la baja translocacion de Cd* a este tejido, fue contrarrestado por la maquinaria
antioxidante y la sintesis de fitoquelatinas (PC). Por el contrario en la raiz, a pesar de la
elevada concentracion de PC’s y tioles peptidicos el exceso de Cd?* causa la disminucién

de la proteccion antioxidante, con la generacion considerable de H,O..

En otro estudio Mohamed y colaboradores (2012), en plantas de mostaza india (Brassica
juncea L. Czern.) sometidas a distintos niveles de Cd** (0, 50 y 200 uM durante 7 dias)
reportaron un aumento progresivo del ion en raiz y hojas, acompafado de una alteracion
en la absorcién mineral y una disminucion de la longitud, peso fresco y seco de la raiz y
hojas. Observaron también una alteracion en el contenido de clorofila y carotenoides, asi
como una activacion del ciclo de las xantofilas, que sugiere la necesidad del aparato

fotosintético de protegerse contra la fotoinhibicién. Al parecer las hojas eran menos
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eficientes que la raiz para eliminar las ROS, mostrado por la actividad de la peroxidasa y
catalasa. Por otro lado reportaron un evidente aumento de glutation y fitoquelatinas tanto

en raiz como en hojas independiente de la concentracién de Cd?* aplicado.

La fitotoxicidad causada por Cd*" y la respuesta de tolerancia de Bacopa monnieri L. fue
investigada por Mishra y colaboradores en 2006, ellos reportaron que el Cd** como
sintoma de toxicidad causo estrés oxidativo, el cual fue comprobado por el aumento de la
peroxidacion lipidica. Algunas enzimas antioxidantes como la superdoxido dismutasa
(SOD), peroxidasa gayacol (GPX), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation reductasa,
mostraron un aumento a excepcion de la catalsa (CAT) que disminuyd. Inicialmente
observaron un aumento en la concentracién de la cisteina, glutatién y tioles no proteicos,
sin embargo disminuyeron con el aumento de la concentracién de Cd** y la duracién del
tratamiento. La sintesis de fitoquelatinas en la raiz aumenté a concentraciones bajas de
Cd?* (10 uM) y en hojas a 50 M, no obstante la concentracién de fitoquelatinas en la raiz
disminuyé a 50 uM de Cd?*, lo cual se relacioné con la disminucién de los niveles y
actividad de GSH y GR, respectivamente, ejerciendo asi cambios bioquimicos y
fenotipicos en la planta, como aumento del estrés oxidativo, oscurecimiento de la raiz y
clorosis en las hojas. Pese a esto la raiz fue el 6rgano de la planta que acumulo mas Cd?*

seguido del tallo y finalmente las hojas.

3. Hipotesis

El estado fisiolégico de Phaseolus vulgaris L. se vera afectado por la exposicién a Cd?*,
perturbando la actividad del aparato fotosintético, principalmente por alteraciones en la
fisiologia del PSIl causando disturbios en los eventos fotoquimicos primarios y por ende
deficiencias en el transporte de electrones en la membrana tilacoidal. La presencia de
Cd?* también alterara la absorcion de agua en la raiz y de algunos iones tales como: Ca®",
Mg, y K*, asi como su distribucién a lo largo de la planta ocasionando un déficit
nutrimental. Asumiendo que la presencia de Cd*? en la raiz altera la absorcién de agua en
la planta, se espera que algunos parametros fisioldégicos se alteren, tales como: la
conductancia estomatica, la transpiracion, la concentraciéon interna de CO2 asi como la
fijacion de CO,. De esta manera se inhibira el crecimiento de la plantas y el desarrollo

fenoldgico.
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4. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar el efecto del Cd*, sobre el crecimiento, la concentracién de pigmentos
fotosintéticos, la actividad fotosintética y la captacién y distribucién de Ca?*, Mg®*, K* y

Cd?* en raiz, tallo y hojas, en Phaseolus vulgaris L. Var Jamapa.
Objetivos particulares

Determinar la tasa de crecimiento de Phaseolus vulgaris expuesta a Cd?".
Cuantificar el contenido de pigmentos fotosintéticos de Phaseolus vulgaris L. Var
Jamapa.

c. Determinar la tasa fotosintética por medio de la liberacién de oxigeno vy fijacion de
CO..

d. Caracterizar la eficiencia fotoquimica del PSIl por métodos de emision de
fluorescencia.

e. Determinar conductancia estomatica y transpiracion.
Determinar la concentracién interna de CO, (Ci).

g. Cuantificar el contenido y distribucién de Ca?*, Mg%, K* y Cd** en raiz, tallo y hojas.

5. Materiales y método

5.1 Obtencién del material vegetal

Se utilizaron semillas de Phaseolus vulgaris L. Var. Jamapa, se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 3% durante 10 minutos, luego se lavaron varias veces con agua
corriente y se dejaron en imbibicion durante 24 horas con agua destilada. Posteriormente,
las semillas se sembraron en macetas de plastico conteniendo agrolita como sustrato a
capacidad de campo (CC) con solucion Hoagland. El cultivo se llevé a cabo en un
invernadero bajo condiciones naturales de fotoperiodo, radiacién solar, temperatura y

humedad relativa. Estas condiciones se mantuvieron desde la germinacién de las semillas
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hasta el término del tratamiento. Cada tercer dia se humedecié el sustrato con agua

destilada manteniéndolo a capacidad de campo (CC).
5.2 Tratamiento

Después de 7 dias (ty) de la germinacion de las semillas y la aparicion de las primeras
hojas verdaderas se establecieron 4 lotes con 30 plantulas cada uno y se aplicé solo al
inicio del experimento y en conjunto con la solucidén nutritiva, 3 niveles de Cd**, (como
CdCl,): 10, 20 y 30 mg/L, basando estas concentraciones en algunas fuentes

bibliograficas. El tratamiento fue por 14 dias (t,).

Las mediciones de los parametros evaluados, para el caso de los parametros de
crecimiento, se realizaron al inicio del tratamiento (t;) y al final (t1). La cuantificacion de
Mg*, Ca?, K* y Cd** en los distintos tejidos vegetales, pigmentos fotosintéticos y los

parametros fotosintéticos se determinaron al final del tratamiento (t;).
5.3 Evaluacion del crecimiento
El &rea foliar se midi6é por gravimetria al inicio del tratamiento (1) y al final (t).

El peso seco de cada érgano vegetal (hoja, tallo y raiz) se obtuvo de un total de 10
plantas al azar de cada lote, se hicieron las mediciones al t, y al t;, se secaron las
muestras durante 72 horas a 70°C. De estas mediciones se obtuvieron los siguientes
parametros:

a. indice de area foliar (IAF)

b. Tasa media de crecimiento relativo (TCR)

c. Tasa de asimilacion neta (TAN)
5.4 Medicion de la concentraciéon de pigmentos fotosintéticos

La cuantificacion de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides totales, se obtuvo
de 10 discos, con un area de 6.5 cm? Los pigmentos se extrajeron utilizando acetona al
80% (v/v) y se midi6 la absorbancia (Abs) del extracto en tres longitudes de onda: 663,

646 y 470 nm. El calculo de la concentracién de los pigmentos se realizé segun lo
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reportado por Wellburn en 1994. Las concentraciones de los pigmentos se obtuvieron
como pg/ml en la solucion de la celda del espectrofotémetro de acuerdo a las siguientes

formulas:

e [Clorofilaa] = 12.21 Abs663 — 2.86 Abs646
e [Clorofila b] =20.13 Abs646 — 2.86 Abs663
e [Carotenoides totales] = (1000 Abs470 — 3.27 [Clorofila a] — 104 [Clorofila b]) / 198

5.5 Ensayo de fotosintesis

Tasa de liberacién de oxigeno

La tasa de liberacién de oxigeno se determiné en un oximetro (Oxygraph Hansatech,
England) con camara de fase gaseosa, midiendo la tasa de liberacién de oxigeno y el
consumo en 5 discos de hoja con area de 6.036 cm?, expuestos a una densidad de flujo
foténico de 400 pymol de fotones m? s, esta fue proporcionada por una lampara de 36
fotodiodos emitiendo luz roja de 660 nm, en intervalos de dos minutos. Los registros se
efectuaron a temperatura ambiente, después de adaptar los discos de hoja durante 2
minutos a la obscuridad. En la camara de disco de hoja se agregé 1 ml de NaHCO; 1M

como fuente de didxido de carbono.

Actividad fotoquimica por emision de fluorescencia de la clorofila a del PSII

La actividad fotoquimica se determind por la emision de la fluorescencia de la clorofila a
del fotosistema Il por el método denominado analisis OJIP. La emision polifasica de la
fluorescencia de la clorofila a en el fotosistema Il en muestras acondicionadas a la
oscuridad se midio utilizando un fluorémetro portatil marca HANDY-PEA (Hansatech, UK).
Las hojas fueron previamente adaptadas a la oscuridad durante 15 minutos. Se aplicoé un
pulso de luz roja (680 nm) con una densidad de flujo foténico de 3500 uymol m? s™. La
emision de fluorescencia fue registrada por un detector con filtro de corte para emision a
685 nm. Los valores de la fluorescencia minima, Fo a los 50 s, la fluorescencia maxima,
Fm a los 200 ms y la fluorescencia variable (Fv= Fm-Fo) fueron registrados
automaticamente por el equipo. La interpretacion de los datos se realizé con el programa

Handy-PEA desarrollado por la misma Compania (Hansatech, U.K.) y el programa
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Biolizer-HP3, disefiado en el Laboratorio de Bioenergética de la Universidad de Ginebra,
Suiza. Los parametros medidos (tabla 1) y la interpretacion de los mismos se realizaron
segun el analisis de la prueba de OJIP (van Heerden et al., 2004).

Parametros Técnicos

Fluorescencia a 50 us Fo

Fluorescencia maxima Fm

Fluorescencia variable a 2ms Fv =Fm-Fo

Pendiente desde el origen de la Mo = (F300ps-Fo)/(Fm-Fo)
fluorescencia

Fluorescencia variable a 2ms Vi = (F2ms-Fo)/(Fm-Fo)

Flujos especificos expresados por centros de reaccion (RC)

Absorcion por RC ABS/RC = Mo/Vj)/(1-Fo/Fm)
Atrapamiento a tiempo 0 por RC TRoRC = Mo/Vj =(ABS/RC) o,
Disipacion a tiempo 0 por RC DIo/RC = (ABS/RC) - (TRo/RC)

Transporte electronico a tiempo O por RC ETo/RC = (TRo/RC) w_

Flujos especificos expresados por darea (cross section) (CS)

Absorcion por CS8 ABS/CS =FooFm

Atrapamiento a tiempo 0 por CS§ TRo/CS = (TRo/ABSY(ABS/CS)
Disipacion a tiempo 0 por CS Dlo/CS =({ABS/CS) - (TRo/CS)
Transporte electronico a tiempo O por CS  ETo/CS = (ETo/RC)RC/ABS)
Densidad de RC por CS RC/CS = (ABS/CSHRC/ABS)

Eficiencias cuanticas (o relaciones de flujo)

Producto cuantico maximo de la 0] =TRo/ABS =(Fm-Fo){Fm=(1-
fotoquimica primaria o (Fo/Fm) = Fv/Fm

Producto cuantico maximo de disminucion Ph. =DIo/ABS =1- ¢, = Fo/Fm

de excitacion fotoquimica

Eficiencia con la que un exciton atrapado L = ETo/TRo = 1-V]j

puede mover un electron después de QA

Probabilidad de un exciton absorbido Peo =@, -v_= (TRo/ABS)/(ETo/TRo )=
mueva un electron después de QA ETo/ABS = (1-Fo/Fm)(1-Vj)
indices vitales

indice de funcionamiento PI, . = [RC/ABS][¢, (1-¢, ) ][w /1y ]
Fuerza impulsora de la fotosintesis DF, .. = Log [P1, ]

Tabla 1. Definicion de los parametros utilizados en el analisis OJIP de la cinética polifasica de la
fluorescencia de la clorofila a del PSII.
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El analisis de la disipacién de la energia y el transporte electronico se realizé por medio
de la técnica de pulsos saturantes, se utilizd un equipo de fluorescencia FMS
(Fluorescence Monitoring System, Hansatech, U.K). Las hojas fueron previamente
adaptadas a la oscuridad durante 15 minutos. El registro comenzd con la induccién de
fluorescencia utilizando pulsos de luz modulada (0.1 pmol de fotones m? s™') para obtener
el valor de fluorescencia minima (Fo); posteriormente se aplicé un pulso de luz saturante
(3000 umol de fotones m? s™) para obtener el valor de fluorescencia maxima (Fm) y a
continuacion se encendio la luz actinica (260 pymol de fotones m™? s™). Transcurridos 240
segundos se registro el valor de fluorescencia como Fs, y se aplicé un nuevo pulso de luz
saturante para obtener el valor de fluorescencia maxima a la luz (Fm’), enseguida se
apagoé la luz actinica y se aplicéd luz infrarroja, para registrar el valor de fluorescencia

minima (Fo’) bajo una condicion luminica (Figura 1).

Para determinar ®PSIl = Fg'/Fm’=Fm’-Fs/Fm’ (Rendimiento cuantico operacional del
PSIl), ETR = ®PSII*PAR (Tasa de transporte electronico relativo) y NPQ = Fm-Fm’/Fm’
(Actividad no fotoquimica, que refleja la disminucion de la fluorescencia por la disipacion
de energia en forma de calor y por la formacién del ApH a través de la membrana
tilacoidal) (Bolhar et al., 1993; D'Haese et al., 2004; Genty et al., 1989; Bolhar-
Nordenkampfy Oquist, 1993; Baker y Oxborough, 2008).

Tasa de fijacion de bidoxido de carbono, transpiracién, conductancia estomatica y

concentracion interna de CO,

Estos parametros incluyeron tasa de fijacion de CO,, conductancia estomatica (gs), tasa
de transpiracion y concentracion interna de CO, (Ci). Los datos se registraron mediante un
analizador inflarrojo de gases portatil (IRGA), LICOR Li-6400, el cual presenta un sistema
de intercambio de gas abierto, es decir, que tiene un flujo neto de aire a través del
sistema. Se manejé una temperatura en la hoja de 25 °C y una radicacion fotosintética
activa (PAR) de 1500 pmol m?s™. Se seleccionaron las primeras hojas verdaderas para

hacer el registro y se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.
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Figura 1. Representacion esquematica del protocolo de Genty, 1989, de
fluorescencia modulada, para la obtencion de gP y NPQ, en hojas
previamente acondicionadas a la oscuridad y posteriormente adaptadas a
la luz. PDL=pulso débil de luz, PSL=pulso saturate de luz, LAC-ON=luz
actinica constante de encendida, LAC-OFF=luz actinica constante
apagada, PRL=pulso de luz rojo lejano.

5.6 Respiracion

La tasa de consumo de oxigeno se determiné en un oximetro (Oxygraph Hansatech,
England) con camara de fase gaseosa, midiendo el consumo en 5 discos de hoja con
area de 6.036 cm?, inmediatamente después de ser expuestos a una densidad de flujo
foténico de 400 umol de fotones m? s™. La tasa de respiracién se midié durante 2 minutos
después del periodo de iluminacion.
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5.7 Cuantificacion de iones

Se colectaron muestras de raiz, tallo y hoja de plantas expuestas a distintas
concentraciones de Cd?* durante 14 dias. Las muestras se lavaron con agua destilada y
se secaron durante 48 horas a una temperatura de 70°C para posteriormente triturar
hasta polvo fino. Se pesé 0.2 g de material seco y se digirié6 con 4 ml de una mezcla de
acidos (acido nitrico: acido perclorico, 2:1) y 2 ml de H202 (30 %), se calentaron las
muestras hasta volverse transparente la mezcla. Las muestras digeridas se diluyeron en
agua desionizada y se determind la concentracion de Ca?*, Mg?*, K* y Cd** mediante un
espectrofotometro de absorcion atdmica PYE UNICAM modelo SP 192. Para cada

tratamiento se realizaron 3 repeticiones.
5.8 Tratamiento estadistico
Los resultados se expresaron como el promedio de las mediciones llevadas a cabo. Se

aplicd un analisis de varianza de un factor (prueba de ANOVA) asi como una prueba de

Tukey, para lo cual se utilizé el paquete estadistico SAS®
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6. Resultados y discusion

I. Efecto del Cd** sobre el crecimiento

Cuando las plantas estan expuestas a un factor estresante, es comun que se produzcan
alteraciones que pudieran presentar modificaciones estructurales durante el crecimiento.
En el presente estudio se observd que el Cd** a distintas concentraciones (10, 20 y 30
mg/L) en Phaseolus vulgaris L. caus6 como primer signo de toxicidad retardo en el
crecimiento y desarrollo fenoldgico de las plantas durante los 14 dias de exposicién, se
observaron cambios visibles en su morfologia, como disminucion del tamafio de la raiz,
tallo y hojas (Fig. 2). Cabe destacar que la raiz presentd oscurecimiento, este efecto se
puede atribuir a la presencia de numerosas inclusiones oscuras dentro de la mayoria de
las células de la raiz, en las vacuolas meristemicas (Rascio et al., 2008).

Figura 2. Efecto del Cd“" sobre el crecimiento y desarrollo fenoldgico de
Phaseolus vulgarir L. después de 14 dias de exposicidon. Se muestra una planta
tomada al azar de cada tratamiento.

La primera evidencia fenotipica del tratamiento con Cd?*, es la limitacién de la produccién
de biomasa. La inhibicion del crecimiento de las plantulas es un efecto comun de muchos
metales pesados y se puede utilizar como un parametro para medir la fitotoxicidad
(Rascio et al., 2008).

31



El crecimiento de una planta se establece por la division y expansién celular, que en
conjunto con la diferenciacion comprenden el desarrollo vegetal (Azcon y Talon, 2008).
Como resultado de la exposicion a distintos tratamientos con Cd?* las variables de
crecimiento evaluadas, relacionadas con el peso seco y el area foliar, se ven afectadas
mostrando una tendencia descendente, que fue gradual conforme aumentd Ila

concentracion de Cd?".

La Tasa Media de Crecimiento Relativo (TCR), permite observar el efecto del Cd** sobre
la produccién de materia seca después de 14 dias de tratamiento, este parametro mostré
una evidente disminucién desde el primer tratamiento de Cd?* (10mg/L), con 39.80% y se
acentla con la concentracion de Cd?* mas alta (30mg/L) evaluada con 59.03%, hubo

diferencias significativas (p<0.05) en los tres tratamientos con respecto al control (Fig. 3a).

El indice de area foliar que indica la superficie disponible para la absorcion de luz y el
potencial fotosintético, se redujo de forma significativa (p<0.05) en todos los tratamientos,
pero la mayor disminucién se dio cuando la concentracion de Cd?* en el medio fue mas
elevada, de modo que después de 14 dias de tratamiento, esta variable bajo la
concentracién de 30mg/L de Cd* representé el 56.63% de lo obtenido en el control (Fig.
3b).

La Tasa de Asimilacion Neta (TAN), que determina la asimilacién de CO, en funcién de la
ganancia de masa y area foliar en plantas tratadas con Cd®* durante 14 dias, mostré
diferencias significativas (p<0.05), con respecto al control. El crecimiento en masa de las
plantas sometidas a estrés mantiene una relacién inversa a la concentracion de Cd?* en el
medio de crecimiento. Bajo la concentracién mas baja de Cd?* (10mg/L) la obtencién de
masa fue menor apenas 23.24% con respecto al control, sin embargo con el tratamiento
mas alto (30mg/L de Cd?*) representd 53.58% (Fig. 3c).

Los resultados obtenidos en las variables de crecimiento dependieron de la concentracion
de este metal en el medio de cultivo. Resultados similares se obtuvieron en plantas de
Phaseolus vulgaris tratadas con distintas concentraciones de Cd** (Skérzynska et al.,
1997; Smeets et al., 2005). También se observé este comportamiento en plantas de
Lepidium sativum, efecto que fue directamente proporcional al incremento de la

concentracion de Cd?* (Singh et al., 2012).
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La reduccion del crecimiento observado a menudo es el resultado de efectos directos por
acumulacion de Cd* en los tejidos provocando la alteracién de algunos procesos
metabdlicos o indirectos, limitando la absorcion mineral y de agua (Nedjimi y Daoud,
2009).

En las plantas superiores la raiz es el primer érgano que entra en contacto con los iones
metalicos, por lo tanto el primer efecto del Cd** se da en este 6rgano, puede causar
diversos sintomas como oscurecimiento de las puntas, inhibicion de la elongacién y

reduccion de la biomasa (Ekmekci et al., 2008; Mohamed et al., 2012).

La restriccion en la produccion de biomasa en la raiz de plantulas de frijol tratadas con
Cd?* se puede deber a efectos genotdxicos en las células meristémicas, lo que trae como
consecuencia la perturbacion del patrén de diferenciacion celular (Rascio et al., 2008). La
presencia de Cd?* en las células de la raiz puede generar ROS tal como superoxido (O,”),
oxigeno singlete ('0,) e hidroxilo (OH’) que pueden dar inicio a la peroxidacion de
fosfolipidos. La peroxidacién de la membrana celular afecta su funcionalidad e integridad
y puede producir dafios irreversibles en la funcionalidad de la célula (Qui et al., 2008). Por
otro lado, es posible que una vez dentro de los tejidos el Cd* interactie con la
calmodulina y evite la formacion del complejo Ca?**-calmodulina que actiia como segundo

mensajero en eventos de crecimiento y desarrollo de la planta (Clemens et al., 1998).

Probablemente la limitacion del crecimiento de las hojas de las plantas de Phaseolus
vulgaris L. expuestas a distintas concentraciones de Cd?* se deba a una inhibicién en el
alargamiento de las células del mesofilo y una disminucién en el espesor de la lamina
foliar (Rivetta et al., 1997). Dalla Vecchia y colaboradores (2005) en plantas de Elodea
canadensis tratadas con distintas concentraciones de Cd?* observaron la inhibicién de la
division celular, pero al mismo tiempo se induce la ampliacion de las capas celulares. Una
evidencia que apoya estas observaciones, aunque no se evalué a detalle, es que el
tratamiento con Cd?*, parece haber modificado el desarrollo vegetal por una ralentizacion
en la divisién celular, teniendo como consecuencia el retraso ontogénico, esto se puede
ver en la dilacion de la aparicion de las primeras hojas trifoliadas, mismo que podria
relacionarse con la disminucién en el indice de Area Foliar y a la ves la absorcion de luz y
el potencial fotosintético, de ese modo limitando el crecimiento de las plantas de frijol

(Fig. 3b). Aunado a este efecto la disminucién en el tamano de las hojas se puede deber a
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un aumento de la produccién de ROS, que se incrementan mas en la zona de expansion
de la lamina de las hojas, pero son casi ausentes en las regiones maduras, aun cuando
determinadas concentraciones de ROS son necesarios para la extension de la hoja
(Rodriguez et al., 2002). Por otra parte, el crecimiento celular es controlado por la
absorcion de agua y las propiedades reolégicas de las paredes celulares. La expansién
celular cesa debido a que éstas se vuelven menos extensibles, mediante la incorporacién
de compuestos fendlicos en la pared celular que se acumula en las plantas tratadas con
Cd?* (Rodriguez et al., 2002; Drazkiewicz et al., 2005).

Varios autores han sugerido que la disminucion del tamafo de las plantas se presenta
cuando algunos metales como el Cd®* causan la inhibicion de la translocaciéon de
fotoasimilados, esto probablemente se deba a que las plantas llevan a cabo mecanismos
de aclimatacion en el cual la acumulaciéon de azucares reductores sea para asegurar su
sobrevivencia y no para el crecimiento inmediato; con el propdsito de restituir el
crecimiento cuando el factor estresante se elimine y asi las plantas tengan recursos
necesarios para mantener el funcionamiento de cada uno de sus tejidos; sin embargo si
las condiciones adversas persisten, la poca translocacién de fotoasimilados de las hojas a
otros 6rganos de las plantas disminuira la producciéon de moléculas necesarias para su
optimo desarrollo (Moya, 1995; Hediji et al., 2010).

Por otro lado la limitacién en la produccion de biomasa se puede asociar a perturbaciones
en la absorcion de nutrientes, como ciertos cationes divalentes (Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, y Mn)
que son cofactores enzimaticos o componentes estructurales de compuestos que tienen

carbono y a cambios en la proporcion de algunos nutrientes (Leita et al., 1991).

La perturbacion de la relacion planta-agua es uno de los principales efectos indirectos de
la toxicidad de Cd*" y se ha interpretado a través del efecto sobre la funcién estomatica
(Gouia et al., 2000). Este efecto trae como consecuencia la reduccién de la conductancia
estomatica y un decrecimiento paralelo de la concentracion intercelular de CO, (datos
mostrados mas adelante). Por otro lado la reduccion del crecimiento también puede ser
causado por la inhibicién de la fijacion de CO, por medio de alteraciones en la actividad
de enzimas involucradas en el ciclo de Calvin-Benson (Singh et al., 2012). Esto se puede
reflejar en los resultados obtenidos en la Tasa de Asimilacion Neta, que muestra una

reducciéon proporcional al aumento de la concentracién de Cd? en el medio y cuyo
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parametro indica la asimilacién de CO, por area foliar a través de la ganancia de biomasa

seca (Fig. 3c).
Il. Acumulacién y distribuciéon de Cd**

El Cd* es uno de los metales pesados mas téxico para la mayoria de los seres vivos y no
tiene ninguna funcién biolégica descrita. Aunque no es esencial para el crecimiento de las

plantas, es facilmente absorbido por las raices (Pagliano et al., 2006).

Al ser un metal no esencial se asume que no existen transportadores especificos de
entrada en la raiz para el Cd?. Se cree que entre las proteinas responsables de la
entrada de Cd?* a la célula se encuentran las proteinas IRT1 y ZIP, que pertenecen a la
familia de transportadores de Zn, Fe y otros cationes divalentes (Flores et al., 2009).
También se ha descrito que la proteina LCT1, que transporta Ca?* esta implicada en la
absorcion de Cd®* (Rodriguez et al., 2008).

El contenido total de Cd* en plantas de Phaseolus vulgaris L. se evalué al final del
tratamiento de 14 dias. La concentracién de Cd** incremento en todos los tejidos a partir
del primer tratamiento de 10 mg/L. De acuerdo al andlisis realizado para todos los
tratamientos, el Cd** se acumuld en mayor proporcién en el tejido radicular. En el
tratamiento de 10 mg/L, el contenido de Cd** acumulado en la raiz representé el 84% vy el
66% para el caso de las plantas expuestas a 30 mg/L del metal. Estos resultados

confirman que la raiz es el principal sitio de acumulacion de este ion (Fig. 4a).

El contenido de Cd** en las muestras de tallo mostré un patrén similar al encontrado en la
raiz, es decir se incrementd conforme aumenté el metal en el medio de cultivo, sin
embargo, la concentracion fue menor a lo encontrado en la raiz. Para el tratamiento con
10 mg/L, la concentracion de este ion fue de 11% del contenido total acumulado en la
planta y este aumenté conforme se incrementé la concentracion de Cd** en el medio de

cultivo, alcanzando una concentraciéon de 23% en el tratamiento de 30 mg/L (Fig. 4b).

Como parte del analisis del contenido y distribucion de Cd?* en las plantas de frijol
tratadas, se determind la concentracion total de este ion en el tejido foliar después de 14

dias de exposicion al metal.
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El contenido de Cd®* en las hojas, mostré un comportamiento similar a los demas 6érganos
evaluados (Fig. 4c). A pesar de que la cantidad de Cd*" foliar fue menor a la encontrada
en la raiz y tallo, se observé que éste se incrementé conforme aumento el contenido del
ion en el medio de cultivo. En el tratamiento mas bajo (10 mg/L) el ion representd
solamente el 4% del contenido total, y en plantas tratadas con 30 mg/L el 9% del total
acumulado en la planta. Cabe destacar que aunque la cantidad mas alta de Cd?* en los
tres tratamientos se encontré en la raiz, el contenido de metal disminuye en este érgano y

aumenta de forma proporcional en tallos y hojas (Fig. 4).

Numerosos estudios indican que la mayor concentracién de Cd** absorbido es retenido en
la raiz (Hediji et al., 2010; Gouia et al., 2003; Leita et al., 2004), asi mismo Singh y
colaboradores (2012) al trabajar con plantas de Lepidium sativa L. encontraron que
alrededor del 75 % de Cd* es retenido en la raiz. Por otro lado Mishra y colabores en el
2006 reportaron que la acumulacién de Cd?* en los distintos 6rganos depende de la
concentracion del ion metalico en el medio y la duracién del tratamiento siendo las raices
el érgano que mas acumula este ion con 80.6% seguido del tallo con 11.9% y solo 7.4%

fue translocado a las hojas.

En la presente investigacion, la cantidad de Cd* translocado a la parte aérea, tallo y hojas
(Fig. 4c) fue de 21 a 7 veces (en el tratamiento de 10 y 30 mg/L respectivamente) menor
que lo encontrado en la raiz. Estos resultados coinciden con lo reportado en plantas de
arroz por Rascio y colaboradores (2008), quienes mencionan que la concentracion de
Cd?* encontrada en las hojas representaba menos del 10% del contenido total de la
planta. Leita y colaboradores (1991) sugirieron que el tallo parece tener la capacidad de
acumular progresivamente Cd** como una funcién de la concentracion de Cd* en la raiz,
con una tendencia que muestra una sucesiva saturacion de sitios intercambiables a lo
largo de la via de translocacién, de esta manera la acumulacion excesiva del ion en las

hojas se evita de tal manera que parece existir una barrera fisiolégica eficiente.
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Figura 4. Concentracion de Cd®* (umol/g de peso seco (PS)) en: a) Raiz, b) Tallo y c) Hojas en plantas de
Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento. Para raiz y tallo n=2 y para hojas n=4 . Letras

diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05.

La acumulacion de Cd®* en la raiz indica que este érgano funge como una barrera muy
eficaz que evita hasta cierto punto la translocacion del ion al resto de la planta. Se han
propuesto diversos mecanismos para explicar la retencién de Cd*" en la raiz, como: la
inmovilizacion en la pared celular, en los carbohidratos extracelulares como las pectinas y
4cidos organicos como el oxalato y malato; sin embargo una vez que el Cd** entra a la
célula puede ser capturado por la accion de glutation (GSH), fitoquelatinas (PCs) o
metalotioneinas en el citosol y es transportado a compartimientos como las vacuolas, que
son mas numerosas y grandes en plantas sometidas a concentraciones altas con metales
pesados (Nedjimiy Daoud, 2009; Mishra et al., 2006; Leita et al., 1991). Asociado a estos

sistemas de quelacion y desintoxicacion, Hediji y colaboradores (2010) reportaron la

38

1.4 a b
a a) )
12 o 2
© 0.20 = b
= b
1.0 4 [ -
©
0] d
0.8 - b o o®
(9]
2
06 1 c 3 o101
(0]
0.4 4 ©
¥e)
0.05 4
0.2 4 g_
0.0 T T 0.00 T T T
10 20 30 10 20 30
2
Cd** (mglL) Cd** (mglL)
0.10
c)
a
0.08 | b
Cc
0.06 A ==
0.04 4
0.02 4
0.00 T T T T
0 10 20 30
Cd*" (mglL)



funciéon quelante de algunos aminoacidos tales como el aspartato y la aspargina que

ademas son precursores de algunos péptidos quelantes.

Las PC son los principales péptidos que forman complejos con los metales pesados en
plantas. Estas se sintetizan por la accién de la enzima y-glutamilcisteina transpeptidasa
dipeptidil, también llamada fitoquelatina sintasa (PCS). La enzima se expresa
constitutivamente, pero puede ser regulada a nivel transcripcional y traduccional por la
presencia de metales y metaloides (Mishra et al., 2006). Las PCs reducen la
concentracion del metal libre en el citosol mediante la unién y transporte a la vacuola y la
pared celular (Mohamed et al., 2012). La capacidad quelante de las PCs reside en el alto
porcentaje de residuos sulfhidrilo presentes en la cisteina que se unen a los iones
metalicos formando complejos estables (Srivastava et al., 2004; lannelli et al., 2002). Las
PCs pueden transportar los iones metalicos de la raiz a otros sitios y por lo tanto la
cuantificacion del metal en diferentes partes de la planta puede correlacionar la

produccion de PC con la acumulacién de metales y su transporte (Mishra et al., 2006).

La exclusion, retencion e inmovilizacion de metales pesados en el sistema radicular, es
caracteristico de muchas especies y puede ser considerado como un mecanismo
importante de proteccién contra la difusién al resto de la planta. Sin embargo la
propensién de las plantas a transportar y acumular Cd?* en los tallos, hojas y frutos
depende de varios factores como el tipo de suelo, factores climaticos y el genotipo de la
planta (Ranieri et al., 2005).

A pesar de las distintas estrategias desarrolladas por las plantas para retener el Cd* en la
raiz, en este experimento se observé que una pequefa cantidad del ion fue transportado
hacia los tallos y hojas (de 11 a 23 % y de 4 a 9 %, respectivamente) en plantas de
Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento (Fig. 4 b y c). Lopez y
colaboradores (2009) atribuyen la movilizacion del Cd?* del sitio de absorcion a la parte
aérea, en plantas de tomate, a una sobrecarga del ion en la raiz, es decir, los
mecanismos de desintoxicaciéon presentes en este érgano se ven superados por el
aumento del contenido de Cd* en el medio. Otra hipdtesis establecida para la
movilizacién del ion es el dafo inmediato de la membrana celular de la raiz, permitiendo la

entrada del ion y su difusién en la planta (Vassilev et al., 2002).
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El transporte de Cd** desde la zona de absorcién hacia los tallos y hojas parece estar
controlado por la transpiracion y por la conductancia estomatica. El proceso de
transpiracion se encarga de controlar el flujo de agua e iones a través del xilema de la
planta (lannelli et al., 2002; Mohamed et al., 2012; Mobin et al., 2007, Salt et al., 1995).
Liu y colaboradores (2010) en plantas de P. americana tratadas previamente con ABA
reportaron que la transpiracion podria estar implicada en el transporte de Cd?* a través del
xilema, ya que el tratamiento con ABA causo el cierre de los estomas y por ende la
disminucion de la tasa de transpiracion, lo que ocasioné la reduccion de la translocacion
de Cd* a través de la planta. De acuerdo con Ingwersen y Streck, (2005) en zonas de
riego con aguas residuales, la transpiracion de los cultivos juega un papel importante en la

absorcion de Cd?".

En este estudio se observé que a pesar de que hubo una disminucion no significativa de
la tasa de transpiracién (datos mostrados mas adelante), la cantidad de Cd** aumentd
constantemente con el incremento de la concentracion del cation en el medio de cultivo.
En los tallos el aumento fue de 11 a 23% y en hojas de 4 a 9% en el tratamiento de10y
30 mg/L, respectivamente, por lo tanto el xilema pareciera no ser la Unica via de
transporte de este cation. Se ha sugerido en diversos estudios que el transporte de
metales pasados se puede llevar a cabo a través del floema y puede ser facilitado
también por el transporte a través de los transportadores de membrana (Haag-Kerwer et
al., 1999; Nedjimi y Daoud, 2009; Mohamed et al., 2012).

lll. Efecto del Cd?* sobre el contenido iénico

La distribucion de nutrientes inorganicos en las plantas se puede explicar por la ruta de
transporte que toma dicho elemento a través de la planta y a partir de las propiedades de
almacenaje de las células que se encuentran en contacto con dicho elemento, durante su
transporte (Conn y Gilliham, 2010).

En presencia de factores de estrés, el desequilibrio iénico en la planta resulta
frecuentemente en desordenes nutrimentales que se pueden deber a la disponibilidad de
cada uno de ellos, a la competencia en el consumo, transporte o distribucion dentro de la
planta o a alteraciones fisiologicas para la utilizacion de un nutriente determinado (Grattan
y Grieve, 1999).
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a. Contenido de Ca%*

El contenido total de Ca?* en raiz, tallo y hojas de Phaseolus vulgaris L. tratadas con
distintas concentraciones de Cd?* (10, 20 y 30 mg/L) se evalu6é después de 14 dias de

tratamiento.

La concentracion de Ca®" presente en las raices se incrementd conforme aumenté el
contenido de Cd?" en el medio de cultivo, el aumento representd el 8% en el tratamiento
de 10 mg/L, 52% y 55% para 20 y 30 mg/L de Cd?*, sin embargo no hubo diferencias

significativas (p<0.05) con respecto al control para los tres tratamientos (Fig. 5a).

Por otro lado el contenido de Ca* en el tallo disminuyé conforme aumenté la
concentracién de Cd?* en el medio (Fig. 5b). El decremento se hizo evidente con el
tratamiento mas bajo (10 mg/L) con 72% de lo obtenido en las plantas del grupo control,
se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en los tres tratamientos con respecto a

las plantas no tratadas.

En el caso de las hojas, el contenido de Ca®* mostré una patrén similar a lo observado en
el tallo, con un decremento del 43% en el tratamiento de 10 mg/L y 47% para 20 y 30
mg/L de Cd*, de lo obtenido en las hojas de Phaseolus vulgaris L. sin tratar, se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en los tres tratamientos con respecto al

control (Fig. 5c).
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Figura 5. Efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de Cd?*" sobre la distribucion de Ca?* (umol/g
de peso seco (PS) en los distintos érganos: a) Raiz, b) Tallo y c) Hojas de plantas de Phaseolus vulgaris L.
después de 14 dias de tratamiento. Para raiz y tallo n=2 y para hojas n=4. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05.
b. Contenido de Mg*

El contenido de Mg®* en la masa seca de raices tratadas con distintas concentraciones de
Cd?* no mostré un comportamiento definido, ya que se mantiene sin cambios significativos

(p<0.05) en los tres tratamientos con respecto a las plantas del grupo control (Fig. 6a).

De acuerdo al anlisis realizado el contenido de Mg?* en tallos de plantas tratadas de frijol
muestra una tendencia atenuante (Fig. 6b), de apenas 24% para el tratamiento de Cd**
mas alto (30 mg/L), sin cambios significativos (p<0.05) con respecto a las plantas del

grupo control.
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En hojas de Phaseolus vulgaris L. el contenido de Mg, no se vio afectado de manera
significativa (p<0.05), sin embargo se observa una tendencia ascendente en el contenido
de este ion de 30% para el tratamiento de 30 mg/L de Cd?* de lo obtenido en las plantas

sin tratar (Fig. 6¢).
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Figura 6. Efecto de distintas concentraciones de Cd** sobre la distribucién de Mg2+ (umol/g de peso seco (PS)
en los distintos 6rganos: a) Raiz, b) Tallo y c) Hojas de plantas de Phaseolus vulgaris L. tratadas durante 14
dias. Para raiz y tallo n=2 y para hojas n=4. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey p<0.05.

c. Contenido de K*

Como parte del analisis de distribucion de iones en las plantas, se determiné la
concentracion de K* en raices, tallos y hojas de plantas de Phaseolus vulgaris L. bajo

estrés por Cd*" después de 14 dias de tratamiento.
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Los iones de K™ en raiz, mostraron un aumento significativo (p<0.05), con respecto al
grupo control para los tres tratamientos, que se relacioné con el incremento del contenido
de Cd** en el medio. El aumento mas evidente se observé en plantas tratadas con 10

mg/L de Cd* con 21% de lo encontrado en las plantas sin tratar (Fig. 7a).

La cantidad de iones K* encontrada en la biomasa de los tallos, no mostr6 cambios
significativos (p<0.05) en los distintos tratamientos (10, 20 y 30 mg/L de Cd?*') con

respecto al control (Fig. 7b).

Es interesante notar que el ion K* en hojas tiende a acumularse de la misma forma que en
la raiz. El aumento de K* en este 6rgano se correlaciona con el incremento de Cd** en el
medio encontrando una acumulacién que va de 7 a 18% de lo obtenido en plantas sin
tratar. El incremento observado fue significativo (p<0.05) para los tres tratamientos con

respecto al grupo control (Fig. 7c¢).

Se sabe que muchos metales pesados actuan como antagonistas para la absorciéon de
otras especies cationicas. En particular, el Cd** tiene una influencia antagonista sobre la
absorcion y distribucion a través de la planta de algunos cationes divalentes como Zn,
Cu, Ni, Fe, Mg, Ca y Mn (Maleva et al., 2012).

Los resultados obtenidos en esta investigacién muestran que el Cd* ocasiona la
acumulacion del Ca?* en la raiz (Fig. 5a), en el caso del contenido de Mg?* se observa
una disminucién que no fue significativa con respecto al control (Fig. 6a). Esta influencia
se puede deber a la competencia que se lleva a cabo entre los iones a nivel de
transportadores de membrana como las proteinas IRT1, ZIP y LCT1, y a la concentracion

de cada cation en el medio (Flores et al., 2009; Rodriguez et al., 2008).
Clemens y colaboradores en 1998 observaron que el Cd** compite con el Ca®** vy otros
cationes en el tonoplasto celular. Esta competencia afecta principalmente el transporte en

las células de la raiz (Kim et al., 2002).

Con respecto a lo anterior Suzuki (2005), asi como Ghnaya y colaboradores (2007)

encontraron que la adicion de Ca®* al medio puede disminuir la toxicidad de Cd** en
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algunas plantas como Sesuvium portulacastrum y Mesembryanthemum crystallinum, lo

que confirma la hipotesis de la competencia entre los cationes.

300 250

a) a a a a b
I -
J b
0 ab 2 00 A
ab ©
a [
200 4 T [0}
©
o 151
o
150 o
¥ 100 -
o)
100 - o
g
. € 504
0 : : : : 0 : : : :
0 10 20 30 0 10 20 30
Cd*" (mglL) Cd*" (mglL)
250
c cb )
ab
200 a L
150
100 -
50
0 : : : :
0 10 20 30

Cd*" (mglL)

Figura 7. Efecto de distintas concentraciones de Cd?* sobre la distribucion de K* (umol/g de peso seco (PS))
en a) Raiz, b) Tallo y c) Hojas de plantas de Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento. Para
raiz y tallo n=2 * y para hojas n=4 +. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05.

La restriccién en la translocacién de Ca?* a través de los tallos hacia las hojas en plantas
de Pahseolus vulgaris L. tratadas durante 14 dias se puede deber a la retencion del ion
por la formacién de cristales de oxalato en los vasos del xilema (Barcelé y Poschenrieder,
1990; Nedjimi y Daoud, 2009). Se ha observado en varias especies de plantas que la
2+

restriccion en el crecimiento se relaciona con la perturbacién en la absorcién de Ca

(Ghnaya et al., 2007). El contenido de Mg?* en tallos y hojas de plantas de frijol no mostré
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cambios significativos, sin embargo, en hojas se observdé un aumento exiguo que podria
estar relacionado de algun modo con la acumulacién de pigmentos fotosintéticos (datos
mostrados mas adelante). La perturbacién en el contenido de ambos cationes divalentes
podria provocar alteraciones en el metabolismo de las plantas tratadas con Cd*';
principalmente en lo que respecta a la actividad fotosintética, ya que por un lado el Ca®*
es un componente fundamental del cluster Mn,OsCa del complejo emisor de oxigeno
(CLO) del PSIl y por otro lado el Mg®* es el centro activo de la clorofila, presente en el
complejo antena (LHC) del PSIl y PSI asi como en el centro de reaccién (RC) de ambos

fotosistemas.

Por otro lado el contenido de K* en la raiz y hojas de plantas de Phaseolus vulgaris L.
tiende a incrementarse (Fig. 7 b y c). Si bien el Cd*" no tiene ninguna similitud quimica
con el K" se ha sugerido que este metal pesado ejerce un efecto indirecto sobre su
absorcion (Asp et al., 1994; citado por Nedjimi y Daoud, 2009) probablemente por la unién
de los iones de Cd?* a los grupos sulfhidrilo y la peroxidacién lipidica de la membrana de
la raiz lo que conduce a cambios en la permeabilidad de la membrana, facilitando de esta
forma la difusion del K™ a través de la planta (Vassilev et al., 2002). El K* es un macro
nutriente que tiene un papel importante en la regulaciéon de la turgencia, en el balance de
carga, movimiento de la hojas, y en la apertura estomatica (antiporte entre K* y CI') entre
otros (Sanders et al., 1996). La movilizacion y acumulacion de K* en las hojas se puede
deber también a estrategias de tolerancia debido al estrés hidrico causado por el Cd?*, ya
que el K es responsable de modificar alternativamente el potencial osmético de las
células guarda y circundantes para el cierre de los estomas (datos mostrados mas

adelante) y reduciendo de esta manera la perdida de agua.

El patrén de la disminucién o acumulacién y translocacién de K*, Ca?, y Mg®* puede
explicarse en parte por el hecho de que las plantas absorben iones como equivalentes
quimicos y el efecto sobre cualquiera puede influir en las concentraciones de los otros lo
que ocasiona, probablemente, cambios muy serios en el estado mineral de la planta,

alterando sus funciones reguladoras (Mohamed et al., 2012; Vassilev et al., 2002).
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IV. Efecto del Cd* sobre la conductancia estomatica, la tasa de
transpiracion, la concentracion interna de CO; y la tasa de fijacion de
CO;

El estrés inducido por los metales pesados ocasiona perturbaciones en el estatus hidrico
de las plantas, sin embargo la mayoria de los estudios se centra en sus efectos a largo
plazo (Barcel6 y Poschenrieder, 1990). Estos efectos negativos probablemente solo sean
algunas de las primeras manifestaciones de la toxicidad de los metales pesados
(Kholodova et al, 2011).

En plantas de Phaseolus vulgaris L. tratadas durante 14 dias con distintas
concentraciones de Cd?* (10, 20 y 30 mg/L) se observd que la conductancia estomatica
disminuye gradualmente conforme aumenta la concentracion del ion en el medio (Fig. 8a).
Esta disminucion se acentué con el tratamiento mas alto (30mg/L), representando el 41%
de lo obtenido en las plantas del grupo control, se encontraron diferencias significativas
(p<0.05). La tasa de transpiracion tiende a disminuir gradualmente (Fig. 8b), siendo la
disminucion mas representativa con 33% la del tratamiento de 20 mg/L de Cd?, sin
embargo no hay diferencias significativas (p<0.05) con respecto a las plantas del grupo

control.

La concentracion interna de CO, (Ci) tiende a aumentar de forma proporcional al aumento
de Cd*" en el medio (Fig. 8C), sin embargo no hay diferencias significativas (p<0.05) entre
los tratamientos y el grupo control. El aumento observado fue del 23% de lo obtenido en

las plantas sin tratar cuando son expuestas a 30 mg/L de Cd*".

La tasa de asimilacion de CO, tiene un comportamiento similar al observado en la
conductancia estomatica, ya que disminuye de forma proporcional al aumento de la
concentracién de Cd®* en el medio (Fig. 8d); la disminucion se hizo evidente en este
parametro a partir del primer tratamiento de Cd** (10 mg/L) con 32 % y con el tratamiento
mas elevado (30 mg/L) 48 % de lo obtenido en las plantas de frijol sin tratar, se

observaron diferencias significativas (p<0.05) con respecto a las plantas del grupo control.

Estos resultados demuestran que el tratamiento con distintas concentraciones de Cd**
generd una condicién de estrés en las plantas a los 14 dias de tratamiento. Estudios

similares en otras especies de plantas han demostrado que después de la aplicacion de

47



Concentracién interna de CO,(Ci)

Conductancia estomatica (gs)
(mmoIH20/m2 s)

(mmolCO,/mol aire)

Cd?* al medio se observa el cierre de los estomas vy la disminucién de la tasa de
transpiracion (Gouia et al., 2003; Kholodova et al., 2011; Rascio et al., 2008). Asi mismo
Liu y colaboradores (2010) en plantas de P. americana reportaron que después de la
aplicacion de 10 y 100 uM de Cd** la conductancia estomatica y la transpiracion

disminuyen significativamente.
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Figura 8. Efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de cd** (10, 20 y 30 mg/L) sobre: a)
Conductancia estomatica (gs), b) Tasa de Transpiracion, c) Concentracion interna de CO, (Ci) y d) Tasa de
asimilacion de CO, en plantas de Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento. n=3. Letras
diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05.

En las plantas, los estomas se pueden considerar como una puerta vital entre la planta y
la atmdsfera y pueden desempefiar un papel central en la respuesta de las plantas a las
condiciones ambientales. Por ejemplo, una disminucion de la conductancia estomatica

(gs) causada por diversas alteraciones estomaticas (por ejemplo, en la densidad y/o
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estructura) es una caracteristica comun de la respuesta de la hoja a muchos factores de
estrés tales como la deficiencia de agua, estrés salino y la toxicidad de metales pesados
(Ying et al., 2010; Flexas et al., 2008).

El cierre rapido de los estomas por perturbaciones directas sobre su funcionamiento o por
cambios en el estado hidrico de las plantas, generalmente va acompafado de una
acumulacién de COs intracelular (Ci) y un descenso en la fijacion de CO, (Kholodova et
al., 2011; Ying et al., 2010). Esto coincide con lo encontrado en este estudio ya que el
tratamiento con Cd?*" en plantas de frijol provocé un ligero aumento de Ci (sin diferencias
significativas con respecto al grupo control) y la disminucién de la fijacion de CO, (Fig. 8 ¢
y d). Asi mismo Gouia y colaboradores (2003) en plantas de frijol tratadas con distintas
concentraciones de CdCl, reportaron cambios en la absorcion de CO,, que fue
acompafada por la disminucién de la tasa de transpiracion, indicando un cierre parcial de

los estomas.

La alteracion de los parametros de intercambio gaseoso, podria ser atribuido a una
anormalidad en los estomas, como disminucién de la densidad estomatica por unidad de
area foliar, un aumento en la resistencia estomatica y cierre de los estomas (Ying et al.,
2010; Loépez et al, 2009). Estas alteraciones se pueden explicar en parte por la
posibilidad de que el Cd** puede interferir directamente con la sefializacién del Ca** y la
regulacion de la calmodulina (Perfus et al., 2002) o puede inhibir concisamente la division
celular (Zhu et al., 2005). También se puede deber al estrés hidrico inducido por
alteraciones en la estructura de las acuaporinas, por unién del Cd** a los grupos sulfhidrilo
presentes en estos transportadores de membrana en cargados de transportar el agua a

través de la célula, la llamada ruta simplastica.

Aunado a este posible efecto sobre los estomas, se ha reportado que el Cd** altera el
grosor del mesofilo (Tang et al., 2013), estos cambios morfoldgicos en las hojas pueden
ser responsables de la limitacion del intercambio gaseoso. Se ha observado que la
limitacion de la difusién de CO, en las hojas de muchas especies de plantas tratadas con
Cd?* es la principal causa de la inhibicion de la fotosintesis y del crecimiento. El CO, se
difunde desde la cavidad subestomatica a través de los espacios intercelulares vacios
hacia las paredes de las células del mesdfilo, cruza las paredes de las células y el citosol,

llega al cloroplasto, donde se combina con la RuBP (ribulosa -1-5-bifosfato) y entra al ciclo
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de Calvin-Benson (Taiz y Zeiger, 2006). La ruta tomada por el CO,, desde la atmésfera al
sitio de la carboxilacion hacen que los estomas y el mesofilo sean estructuras claves que
determinan la velocidad de difusion de CO, en la hoja (Zhu et al., 2005; Singsaas et al.,
2004).

La eficiencia de la difusion de CO, en el mesdfilo puede verse afectada por una amplia
variedad de factores asociados con el estado de crecimiento y desarrollo de las hojas, asi
como en la disposicién del mesdéfilo con respecto a la membrana plasmatica (Singsaas et
al.,, 2004). Con respecto a lo anterior Tang y colaboradores (2013) reportaron una
disminucién del espesor de la hoja en plantas tratadas con altas concentraciones de Cd**

y por ende una disminucién en la capacidad del mesofilo.

Sin embargo, Chugh y Sawhney (1999) sefialaron que el efecto toxico del Cd** sobre la
fijacion de CO, en plantas de frijol podria deberse a una interferencia mas directa del
metal, sobre diferentes etapas de las reacciones del ciclo Calvin-Benson. Se ha reportado
en numeroso estudios que la presencia de Cd*" en el estroma de los cloroplastos
ocasiona la reduccién de la activad de algunas enzimas presentes en este ciclo,
principalmente la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxidasa (RUBISCO), responsable de
la carboxilacion del CO,; NADP+-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, presente en la
fase de reduccion del 3-fosfoglicerato; la aldolasa y la fructosa-1,6-bisfosfatasa, enzimas
presentes en la fase de regeneracion del aceptor de CO, y la ribulosa-1,5-bifosfato
(RUBP) (Ying et al., 2010 ; Ci et al., 2010).

Estas enzimas contienen uno o mas puentes disulfuro (-S-S-). La luz controla la actividad
de estas enzimas a través del sistema ferredoxina-tiorredoxina, un mecanismo basado en
la oxidacién-reduccion de un grupo tiol covalente, en oscuridad, estos residuos se
encuentran en la forma oxidada (-S-S-), estando inactivas o subactivas. En presencia de
luz, los grupos -S-S- son reducidos al estado sulfhidrilo (-SH-SH-). Este cambio redox
conduce a la activaciéon de estas enzimas (Taiz y Zeiger, 2006). Es posible que la
interaccion del Cd?* con los grupos sulfhidrilos (-SH) funcionales presentes en estas
enzimas sea el mecanismo de accién responsable de su inactivacion (Franco et al., 1999),
lo que podria contribuir a la disminucion de la asimilacién de CO, observada en este

trabajo.
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V. Efecto del Cd** sobre la concentracion de pigmentos fotosintéticos

La concentracion de pigmentos fotosintéticos de hojas de Phaseolus vulgaris L. tratadas
con distintas concentraciones de Cd** (10, 20 y 30 mg/L) durante 14 dias se muestra en la
Figura 9. La tendencia general de los tres pigmentos fue de aumentar en todos los
tratamientos de Cd*" (32.77, 29.97 y 44.06% para clorofila a, b y carotenoides,
respectivamente, en el tratamiento de 30mg/L). El analisis estadistico determiné que solo

existen diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de clorofila b para los tres

tratamientos con respecto al grupo control.
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Figura 9. Concentracién de pigmentos fotosintéticos, a) Clorofila a (Chl a), b) Clorofila b (Chl b), c)
Carotenoides totales (Cars) y d) Relacion clorofila a y b (Chl a/b), en plantas de Phaseolus vulgaris L. tratadas
con distintas concentraciones de Cd* después de 14 dias de tratamiento. n=3. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de Tukey p<0.05.
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El efecto del Cd*" sobre la relacidon clorofila a y b (Fig. 9d), muestra una tendencia
decreciente conforme aumenta la concentracion del ion en el medio, sin embargo, la
reduccion es sélo del 4% con respecto al control en presencia de 10mg/L de Cd* vy
disminuye 7.57% al exponerse a 30 mg/L de Cd?** durante 14 dias. Este cambio podria
estar relacionado con modificaciones en la cantidad de pigmentos estructurales presentes
en los complejos del fotosistema | y Il. La concentracion de pigmentos fotosintéticos en el
complejo antena y en el centro de reaccion, estan relacionados con la absorcién de
energia y la cantidad de energia utilizada para llevar a cabo las reacciones de la

fotoquimica primaria.

En Phaseolus vulgaris el contenido de clorofila a, b, y carotenoides aumenté (Fig. 9),
resultados similares fueron observados en plantas de Phaseolus coccineus por
Skérzynska et al., (1997), observando una fuerte reduccion del area foliar, relacionada
con la acumulacién de los pigmentos del cloroplasto. Maleva et al., (2011), observaron
que la adicién de Cd?** al medio de crecimiento estimulé significativamente la sintesis de

clorofila y carotenoides en plantas de Elodea.

El casi nulo efecto del Cd** sobre el contenido de clorofilas en esta investigacion puede
deberse a que el metal no tuvo una influencia sobre la organizacion de la clorofila en los
complejos antena, asi como en el centro de reaccion, necesarios para la actividad normal
del PS Il (Kumar y Kumar, 1999) o sobre la ruta de biosintesis de estos pigmentos
fotosintéticos, mas especificamente, sobre la actividad de algunas enzimas que participan
en la sintesis de la clorofila como la 3-aminolevulinico sintetasa o la acido 5-
aminolevulinico deshidratasa (Bhattacharjee, 2005), ya que el Cd* a altas
concentraciones es un antagonista de algunos cationes divalentes como el Fe, Cu, Mn y
Mg (Krupa, 2004).

Por otro lado, se sabe que en condiciones no estresantes para un organismo con
fotosintesis oxigénica, los carotenoides ayudan a ampliar el espectro de absorciéon de
energia electromagnética (Cuttris et al., 2007). Sin embargo ademas de funcionar como
pigmentos accesorios de recoleccién de luz, los carotenoides desempefian un papel
importante en la fotoproteccion de la clorofila contra dafio foto-oxidativo (Behera et al.,
2002; Drazkiewicz et al., 2005), siendo antioxidantes lipofilicos altamente eficaces en la

eliminacion del estado friplete de la clorofila y singlete del oxigeno (Mohamed et al.,
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2012). El aumento estadisticamente no significativo (p<0.05) en el contenido de
carotenoides encontrado en este trabajo (Fig. 9c) podria indicar el inicio de la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el cloroplasto por interaccion
del Cd®* con los distintos componentes de este organelo celular, mas especificamente en
la cadena transportadora de electrones. De este modo, el aumento del contenido de este
pigmento podria facilitar la desintoxicacién ocasionada por la posible producciéon de

radicales formados por la presencia de Cd** (Ekmekci et al., 2008).

El contenido de carotenoides y la relacion de clorofila a y b (a/b) son indicadores
significativos de la resistencia de los complejos presentes en el aparato fotosintético
(Nesterenko et al.,, 2007; Maleva et al., 2012). Estas relaciones son normalmente
estables, pero cambian rapidamente con la accidon de factores de estrés. Los cambios en
la proporcién de los pigmentos fotosintéticos se reflejan en la actividad del aparato
fotosintético, lo que afecta la tasa de asimilacién, asi como el crecimiento de la planta y la
productividad (Nesterenko et al., 2007). Se sabe que el PSIl es el que contiene la mayor
proporcion de clorofila b, de manera que existe una relacién estequiométrica entre la
concentracion molar de clorofila b y la concentracion molar de unidades de PSIl con sus
moléculas de clorofila b asociadas (Anderson, 1986). De la misma forma, el total de
clorofila a medida se encuentra en las inmediaciones proteicas del PSll y PSI. También se
ha determinado de la estructura tridimensional del PSIl, que contiene 162 moléculas de
clorofila a y 54 moléculas de clorofila b por unidad de PSIlI (Govindjee et al., 2010),

mientras que el PSI contiene 161 moléculas de clorofila a (Busch y Hippler, 2011).

La exigua disminucién en la relacion clorofila a/b encontrada en esta investigacion se
debe a un mayor aumento en la concentracion de clorofila b. Los cambios en la relacion
entre la clorofila a/b, estan asociados a un cambio en la relacion de membranas
tilacoidales apiladas y las no apiladas dentro del cloroplasto. Los cambios de apilamiento
estan directamente ligados a un cambio en la cantidad de cada fotosistema ya que se
reconoce que el PSII esta distribuido en las zonas apiladas y el PSI se distribuye en las
zonas no apiladas (Anderson, 1986). Estas adaptaciones se encuentran en la naturaleza
ya que algunas plantas de sombra muestran una relacion de 3:1 de los centros de
reaccion del PSII respecto a los del PSI, comparando con la relaciéon 2:1 encontrada en
plantas de sol. De esta forma se ha observado que el aparato fotosintético mantiene

cierta flexibilidad que le permite ajustar la relacion estequiométrica de los fotosistemas
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(PSII/PSI) frente a las distintas calidades de luz y esto contribuye a mejorar la eficiencia

cuantica de la fotosintesis (Chow et al., 1990).

Por lo tanto la disminucién en la relacion clorofila a/b encontrados en hojas de Phaseolus
vulgaris L. tratadas con distintas concentraciones de Cd?* podria indicar un cambio en la
relacion PSII/PSI y/o modificaciones en la composicién de los complejos antena (LHC),
ademas, indica una mayor sensibilidad de la clorofila a que de la clorofila b en presencia
de Cd?*. Estos resultados coinciden con lo encontrado Drazkiewicz y colaboradores
(2005) en segmentos de hojas maduras de maiz tratadas con distintas concentraciones
de Cd*, que ademas reportaron una mayor sensibilidad de clorofila a que clorofila b hacia
el Cd*".

VI. Efecto del Cd* sobre la respiracion en hojas

La respiracién vegetal es el conjunto de reacciones celulares mediante las cuales los
carbohidratos sintetizados mediante la fotosintesis son oxidados a CO, y H.0, y la
energia liberada es transformada mayoritariamente en ATP. La respiracion, junto con el
metabolismo del carbono, libera la energia almacenada en dichos compuestos organicos
de una forma controlada para ser utilizada a nivel celular. Al mismo tiempo produce
muchos precursores para procesos de biosintesis. Durante la respiracién, la energia
liberada y almacenada en un compuesto, el ATP, puede ser rapidamente utilizado para el

mantenimiento y desarrollo de la planta (Azcon y Talon, 2008; Taiz y Zeiger, 2006).

Se sabe que el consumo de oxigeno por la mitocondria de células fotosintéticas se
modifica bajo condiciones metabdlicas especificas y dichas variaciones son el reflejo del
suministro de carbono por parte de la fotosintesis, del grado al cual el NADH
fotorrespiratorio es consumido en la mitocondria, y del grado en el que el exceso de
equivalentes redox fotosintéticos son exportados del cloroplasto, lo que revela su

importancia durante la fotoinhibicion (Atkin et al., 2000).
La figura 10 muestra la tasa de consumo de oxigeno inmediatamente después de un

periodo de iluminacién en discos de hoja de Phaseolus vulgaris. Se puede observar que

se presentd un incremento no significativo (p<0.05) del consumo de oxigeno como

54



resultado de la exposicion a distintas concentraciones de Cd*". El aumento observado

representd cerca del 30% en los tres tratamientos con respecto al grupo control.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por Nalewajko y
Olaveson (1995), en S. acutus sometidas a estrés por Cu?*, encontraron que a dosis bajas
de Cu® el consumo de oxigeno respiratorio aumenta de forma hiperbdlica. En otro trabajo
similar Pasichnaya (2002) sefala que el aumento en el consumo de O, como resultado
del aumento de la concentracion en el medio de metales pesados, se debe a una
necesidad de compensar posibles deficiencias de recursos energéticos, debido a
afecciones en la fotosintesis. Por otro lado cualquier compuesto que genere estrés (como
metales pesados) que afecte la fotosintesis, alteran el contenido de ATP. Es importante
tener en cuenta que a pesar de que el cloroplasto exporta moléculas de alta energia al
citoplasma, la mitocondria exporta todo el ATP necesario para las actividades metabdlicas

que se desarrollan en el citoplasma (Heldt, 2002).
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Figura 10. Efecto del Cd?* sobre el consumo de O (respiracion) en hojas de

Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento. n=10. Letras

diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05.

Desde este punto de vista y de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, el
aumento detectado en la tasa de respiracion puede ser el inicio de un incremento en la

demanda de energia para el transporte activo, la producciéon de polipéptidos especificos
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de unidén a metales, el transporte del complejo metal-fitoquelatina desde el citoplasma a
las vacuolas, la produccion de compuestos extracelulares y la sintesis de enzimas y
compuestos relacionados con el estrés oxidativo (Meharg, 1993; Lombardi et al., 2005;
Tripathi et al., 2006). Ademas la reduccién de la fotofosforilacion en el cloroplasto, puede
aumentar la exigencia de ATP procedente de la mitocondria (Losch y Kohl, 1999). Con
respecto a esto, Lopez y colaboradores (2009) en hojas de tomate tratadas con Cd*,
reportaron un aumento significativo en la actividad de algunas enzimas del ciclo de Krebs
como la citrato sintasa, la malato deshidrogenasa y la isocitrato deshidrogenasa,
concluyendo que la actividad de la mitocondria podria verse afectada por la presencia de
Cd** y el aumento en la actividad de estas enzimas puede reflejar cambios en el
citoplasma que trata de hacer frente al estrés producido por la presencia del ion. El
aumento en la actividad de estas enzimas puede generar poder reductivo, que puede

jugar un papel importante en los mecanismos redox en las células.

VI. Efecto del Cd* sobre la actividad fotoquimica y la liberacion

fotosintética de oxigeno.
a. Efecto del Cd** sobre la tasa de liberacion de oxigeno

Los datos de la liberacion de oxigeno obtenidos en este trabajo se muestran en la Figura
11 como la produccién de oxigeno por unidad de area y de tiempo. Estas velocidades
consideran la velocidad de produccién de oxigeno a la luz por parte de la hoja, como el
balance entre la produccion neta de oxigeno durante la fotosintesis y la fraccion

consumida por parte de la respiracion durante la iluminacion.

La actividad fotosintética medida como liberacion de oxigeno en tejido de hojas de plantas
de Phaseolus vulgaris L. tratadas con distintas concentraciones de Cd®* mostré un
descenso proporcional al aumento de la concentracion del ion en el medio, sin embargo,
el descenso en la liberacion de oxigeno solo se hizo evidente a partir del tratamiento de
20mg/L de Cd*" y se acentud con el tratamiento mas alto (30mg/L de Cd?**), mostrando

diferencias significativas (p<0.05) con respecto a lo obtenido en el grupo control.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo diversos estudios han reportado

una disminucién en la liberacion de oxigeno en varias especies de plantas expuestas a
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Cd* (Kumar y Kumar, 1999; Pagliano et al., 2006; Franco et al., 1999; Skorzynska et al,
1997). Estudios en cloroplastos aislados mostraron que la inhibicién de la fotosintesis
ocasionada por la presencia de Cd*" en el tilacoide, se realiza del lado donador del PSII,
alrededor del complejo liberador de oxigeno (CLO) (Vrettos et al., 2001).

Durante el ensamble del PSIl a su estado funcional, este centro catalitico es la ultima
unidad que se une. A este paso se le conoce como foto-activacion, porque aparte de los
cofactores Mn?* y Ca?* la luz es necesaria para llevar a cabo este proceso. La foto-
activacion es un proceso comun y frecuente debido al alto recambio de la proteina D1, su
sintesis se produce en las membranas expuestas del estroma. Al parecer, la proteina D1
se incorpora inmediatamente en el complejo PSII. La expresion del gen que codifica la
proteina D1 parece estar regulada por la luz, tanto la traduccién y los niveles post-

traduccionales (Franco et al., 1999).
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Figura 11. Efecto del Cd?*" sobre la velocidad de produccién de oxigeno,

medido en hojas de Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento.
n=10. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05.

Sigfridsson y colaboradores en el 2004 establecieron diversos sitios del aparato
fotosintético que parecen ser afectados por el Cd?*. Uno de estos sitios es el cluster

Mn4OsCa, donde el Cd* sustituye al Ca®, por un intercambio de iones en el sitio de unién
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del Ca?* o por competencia, dando como resultado la inhibicién de la liberacién de
oxigeno y por consiguiente la perdida de la fase S2. Asi mismo Faller y colaboradores
(2005) sugieren que el Cd?** inhibe la foto-activacion por su unién a un sitio esencial del
Ca?" ya que durante el ensamblado del PSII, existe una menor selectividad del sitio de
unién para el metal nativo y por lo tanto la proteina es ocupada por otros iones de
caracteristicas quimicas similares. Estos iones no nativos pueden dar lugar a la perdida
de la actividad catalitica del complejo liberador de oxigeno (CLO), y por consecuencia dar
lugar a efectos toxicos. Estas observaciones, realizadas tanto en estudios in vitro como in
vivo, apoyan la idea de que en ambientes contaminados con Cd?*, uno de los principales
efectos adversos de este metal pesado es la fotoinhibicion del PSII, producto de la
inactivacion del CLO (Pagliano et al., 2006).

Aunado a lo anterior se puede observar que la disminucién en el contenido de Ca?* (Fig.
5c) y el aumento simultaneo de Cd?* (Fig. 4c) en hojas de Phaseolus vulgaris L., puede
contribuir a la competencia en el sitio de unién del Ca?* en el CLO entre estos iones al
disminuir la cantidad de Ca* disponible, alterando la liberacién de oxigeno y la foto-

activacion.

Por otro lado Pietrini y colaboradores (2003) encontraron que cuando Phragmites australis
se expone a 50uM de Cd%, los tilacoides acumulan aproximadamente un atomo de metal
por centro de reaccion del PSII. Este nivel de metal no parece ser lo suficientemente alta
como para danar el PSII, a fin de observar el 50% de inactivaciéon de PSIl en plantas de
arroz, eran necesarios 500 atomos de cadmio por centro de reaccién del PSIl. Esta
observacion proporciona evidencia de la posibilidad de que, in vitro asi como in vivo, el
Cd?*" afecta el lado donador del PSII.

b. Efecto del Cd** sobre la actividad fotoquimica maxima potencial (Fv/Fm)

y la operacional (PPSII) del fotosistema Il.

Se sabe que la emision de fluorescencia de la clorofila a esta relacionada principalmente
con el estado fisiolégico del PSII (Kautsky y Zedlitch., 1941 cit. en Baker y Oxborough,
2008) y recientemente con el PSI (Tsimilli-Michael y Strasser, 2008), con este medio de
analisis se puede estimar rapidamente y de manera no invasiva la eficiencia operacional

del PSIl en hojas, que también se relaciona con la fijacion de CO..
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Cualquier proceso que afecte la eficiencia de captura de energia de excitacion por los
centros de reaccién, como la fotoinhibicion y procesos de disipaciéon energética no
fotoquimica, modifica la velocidad de transporte electrénico a través de los centros del
PSII, lo cual también se ve reflejado en el valor de Fv/Fm (Genty et al., 1989).

Las células pueden acumular pigmentos no fotosintéticos o modificar la relacion entre el
PSIl y el PSI, esto a su vez modifica la absorcién de luz necesaria para el transporte de
electrones. La relacion de la produccion de ATP vy electrones para fijar CO,, esta
condicionado de algun modo por el transporte lineal de electrones bajo situaciones
optimas (Baker y Oxborough, 2008).
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Figura 12. Efecto de las concentraciones de Cd?* sobre el rendimiento cuantico
maximo para la fotoquimica primaria del PSIl en la luz (Fv/Fm), en hojas de
Phaseolus vulgaris L. tratadas con distintas concentraciones de Cd**. n=6 +.
Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey
p<0.05.

La eficiencia fotoquimica primaria del PSIl a la luz (Fv/Fm) aumenta de manera
significativa (p<0.05) en todos los tratamientos, sin embargo, este incremento representd
solo el 7.53% en el tratamiento con 10mg/L de Cd** y el 1.62% en el tratamiento mas alto

con Cd?* (30mg/L), con respecto al grupo control (Fig. 12). La disminucién o aumento del
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de la eficiencia fotoquimica potencial del PSII (Fv/Fm) esta relacionada con procesos de
regulacién de la energia de excitacién, cambios en la eficiencia de PSII, modificaciones
estructurales de PSIl o a procesos de fotoinhibicion (Pagliano et al.,, 2006). Los
resultados obtenidos muestran que el proceso practicamente permanecié sin cambios en

todas las concentraciones probadas.

La eficiencia cuantica operacional (®PSIl) (Fig.13), mide la proporcién de energia
absorbida que es usada para impulsar el proceso fotoquimico en una condicién luminica
dada, es decir, representa el transporte fotosintético in vivo. Este parametro se relaciona
con la eficiencia del PSIl cuando el flujo de electrones entre el PSIl y PSI esta en
equilibrio con la fijacion de CO,. También proporciona una imagen mas exacta del
funcionamiento del transporte electrénico, ya que refleja la capacidad fotosintética del
sistema para mantener abiertos los centros de reaccién en la luz. Cualquier evento que
modifique el transporte o equilibrio de electrones en toda la cadena fotosintética, modifica

este parametro de manera directa.
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Figura 13. Efecto de las concentraciones de Cd** sobre el Rendimiento cuantico
maximo para el fotosistema Il (PSll), obtenido a partir del analisis del decaimiento
de la emisioén de fluorescencia de la clorofila a en plantas de Phaseolus vulgaris
L. n=6 *. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05.
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La Figura 13 muestra que la eficiencia cuantica operacional (®PSII) no se modifica por la

exposicion al metal en las concentraciones probadas.

Utilizando los valores de la Figura 13, se calculé (Fig. 14) el transporte electrénico relativo
(rETR) (Enriquez y Borowitzka, 2011). Los resultados muestran que el rendimiento
cuantico operacional para el PSIl (®PSIl) (Fig. 13), asi como la tasa de transporte de
electrones relativa (rETR) (Fig. 14) tienden a disminuir en presencia de Cd** en el medio
sin embargo no se encontraron diferencias significativas (p<0.05) con respecto a lo

encontrado en el grupo control.
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Figura 14. Efecto de las concentraciones de Cd** sobre el Transporte
electrénico aparente, obtenido a partir del analisis del decaimiento de la
emision de fluorescencia de la clorofila a en plantas de Phaseolus vulgaris L.
n=6 *. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey p<0.05.

Los organismos fotosintéticos poseen procesos de fotoproteccién, para reducir al minimo
las condiciones de estrés que se pudieran presentar, estos procesos estan vinculados a la
disipacion del exceso de energia absorbida que no esta siendo utilizada para el proceso
fotoquimico, es decir, se debe balancear la energia usada para el transporte electrénico,

la sintesis de ATP-NADPH vy la fijacion de CO, a fin de minimizar un dafo potencial del
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PSIl por un exceso de energia. El decaimiento no fotoquimico (NPQ) es uno de los
mecanismos mas importantes para la regulacion rapida de la fotosintesis en plantas y
algas, que ayuda a la proteccion del PSIl de un probable dafio foto-oxidativo (Lavaud et
al., 2007). NPQ, es la suma de diferentes mecanismos que contribuyen a la disipacion
total de calor. Debido a que NPQ indica la disipaciéon de energia en forma de calor,
involucra al llamado “ciclo de las xantofilas” que es basicamente la inter-conversién
dependiente de Iluz de tres xantofilas (carotenoides oxigenados): violaxantina,
anteraxantina y zeaxantina (sin grupo epéxidos), reacciones que son catalizadas por dos
enzimas tilacoidales denominadas violaxantina epoxidasa (VDE) y zeaxantina epdxidasa.
El ciclo esta regulado por la luz, ya que la violaxantina se de epdxida a anteraxantina y a
zeaxantina a altas densidades de flujo foténico (o en situaciones de disminucién de la
fotosintesis, producidas por estrés). El proceso es regulado por el gradiente transtilacoidal
de pH (ApH) (Krause y Weis, 1991) y la presencia de la proteina PSbS (Li et al., 2002). Un
pH acido en el lumen tilacoidal promueve la depooxidacion de la violaxantina a
zeaxantina. Existe una estrecha correlacién positiva entre los niveles de zaxantina y el
parametro NPQ (Wentworth et al., 2004).

En este trabajo, en plantas de frijol sometidas a distintas concentraciones de Cd?, la

disipacion energética no fotoquimica (NPQ) (Fig. 15) se mantuvo sin cambios aparentes

en los tres tratamientos con Cd** con respecto al control.
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Figura 15. Decaimiento No-Fotoquimico (NPQ) en plantas de Phaseolus

vulgaris L. sometidas a tratamiento con Cd®* durante 14 dias. N=6 +. Letras

diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05.

Con respecto a lo anterior se observdé que Fv/Fm (Fig. 12) fue estimulado de forma
positiva en plantas de Phaseouls vulgaris L. tratadas con Cd?*. Por lo tanto se asume que
la luz absorbida es utilizada de manera eficiente para reducir al primer aceptor estable del
PSIl, Qx (Rod et al., 2012). Asi mismo el Cd** no alteré de forma significativa (p<0.05) la
eficiencia cuantica operacional ®PSII, es decir, la eficiencia del PSIlI cuando el flujo de
electrones entre el PSIl y PSI con respecto a la fijacion de CO, se mantuvo en equilibrio
(Fig. 13). Del mismo modo no altero de forma significativa (p<0.05) la velocidad del
transporte de electrones (rETR) a través del aparato fotosintético (Fig. 14), lo que indica
qgue no hay un efecto aparente sobre los componentes intermediarios entre el PSIl y PSI
(Segura, 2010). El parametro de decaimiento no fotoquimico (NPQ) que representa la
proporciéon de energia disipada térmicamente, que involucra al llamado “ciclo de las
xantofilas”, no se vio alterado por la presencia de Cd?* (Fig. 15), por lo tanto se asume que
la energia de excitacion que entra al PSIl a través de LHCII es utilizada de forma eficiente
para llevar a cabo los procesos redox. Resultados similares se obtuvieron en distintas
especies de plantas (Pisum sativum y Elodea densa) tratadas con distintas
concentraciones de Cd?* (Maleva et al., 2012; Franco et al., 1999;). Aunado a esto Tang y

colaboradores (2013) en plantas de Picris divaricata tratadas con 5, 10, 25, 50y 75 M de
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Cd?* reportaron que Fv/Fm, ®PSII, NPQ y ETR se mantienen estables, ellos sugirieron
que los centros de reaccion del PSIl no son el objetivo principal de posibles inhibiciones
del Cd?** en la fotosintesis. Nuestros resultados coinciden también con lo encontrado por
Zhou y Qui (2005) en plantas de S. alfredii, demostraron que el contenido de clorofila y
algunos parametros de fluorescencia de la clorofila a tales como Fv/Fm, ®PSIl y NPQ, no
se vieron afectados por la presencia de Cd®*. Sugieren que algunos mecanismos de
proteccion como la sintesis de glutation y fitoquelatinas pueden mitigar el estrés producido

por el Cd?* en el aparato fotosintético.

c. Efecto del Cd** sobre el flujo electrénico en el fotosistema Il (PSII):
Analisis de la emision polifasica de la fluorescencia de la clorofila a del
PSII.

Es importante sefalar que cuando una muestra pre acondicionada a la oscuridad se
ilumina, el incremento de la fluorescencia de la clorofila a es un reflejo del cierre
(reduccion) de los centros de reaccion del PSIl y por lo tanto provee informacién de la
actividad fotoquimica del PSIl y la reduccién de la poza de plastoquinonas (Mallick y
Mohn, 2003).

La cinética de la fluorescencia de la clorofila a (conocida como “cinetica de Kautsky en
honor a su descriptor) es una curva que se puede dividir en dos fases principales: una
fase rapida (hasta 1 segundo) seguida de una fase lenta (varios minutos). La fase rapida
tiene una figura compuesta de cuatro inflexiones nombradas O, J, | y P, por ende se le
conoce como “curva OJIP” (Fig. 16) aunque pueden aparecer otras inflexiones bajo

ciertas condiciones experimentales (Stirbet y Govindjee, 2011).

La primera inflexion de la curva de la induccioén de fluorescencia, denominada “O”, por ser
el origen, es el valor minimo de la fluorescencia (Fo), aparece alrededor de los 10 a los 50
us y es la fluorescencia emitida desde las moléculas excitadas de la clorofila a en el
complejo antena, antes que los excitones hayan migrado al centro de reaccién, es decir,
en ese momento todos los centros de reaccién estan abiertos (oxidados). La inflexion “J”
se desarrolla a los 2 ms (F,) y esta relacionada con la reduccion parcial de la Qa. La
inflexion “I”, se desarrolla a los 20 ms (F|) después de la iluminacién, esta relacionada con

la reduccion parcial de Qa y Qg. La inflexién “P”, es el valor maximo de la fluorescencia
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(Fwm), el tiempo en que se alcanza depende del protocolo experimental, sin embargo, en
este momento todos los centro de reaccion estan cerrados (reducidos) (Strasser vy
Strasser, 1995). P es el punto de fluorescencia maxima debido a que el flujo de electrones
desde PQ a través del complejo b/f es el paso mas lento de la cadena. El rapido aumento
O-J en la fluorescencia representa la fase fotoquimica, esta fase es conocida como “fase
luminosa” ya que es modificada con la intensidad luminica. EI aumento restante en el
rendimiento de fluorescencia desde J a P representa la fase térmica, ya que se ve

afectado por la temperatura (Lazar, 2006).

La prueba OJIP considera todas las inflexiones de la curva, los valores extremos (Fo y
Fm), asi como la pendiente inicial de la emision de la fluorescencia de la clorofila a del
PSIl (My). Cada inflexion de la curva nos permite determinar el movimiento de los
electrones a través de los acarreadores, hasta que PQ esta completamente reducido.
Utilizando estos valores se pueden calcular los parametros descritos en la tabla 1 (Van
Heerden et al., 2003; Strasser y Strasser, 1995).

En la Figura 16 se muestran los promedios de los trazos en escala de tiempo logaritmico
frente a las unidades relativas de fluorescencia registradas, en plantas de Phaseolus
vulgaris L. tratadas durante 14 dias con distintas concentraciones de Cd** (10, 20 y 30
mg/L).
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Figura 16. Efecto del Cd?* sobre la fluorescencia variable expresada en tiempo
logaritmico, en plantas de Phaseolus vulgaris L. n=16.

Como se puede observar en la Figura 16, la fase O de la cinética de fluorescencia no
presenta modificaciones en los tratamientos con Cd** con respecto al grupo control. El
nivel de fluorescencia inicial (Fo) esta relacionado con la fraccion de energia disipada por
parte del complejo antena, de manera basal. El valor de la fluorescencia en Ky J
disminuyen alrededor del 5% en los tratamientos con el metal. A partir de estos valores de
fluorescencia es posible obtener informacion del funcionamiento del complejo antena del
PSIlI (LCHII), el centro de reaccion, el complejo liberador de oxigeno (CLO) asi como la
separacion de cargas en el P680, sin embargo también nos da informacion del flujo de
electrones desde la molécula del agua hasta el primer aceptor estable del PSII, la quinona
A (Qa). A pesar de la disminucién observada en la liberacién de oxigeno (Fig. 11), la
Figura 16 muestra la fase Ky J no se ve modificada de manera evidente con respecto al
control, lo que indicaria que no existe diferencia en el flujo de electrones desde CLO hasta
Qa. Toth y colaboradores (2007) sugieren que cuando hay inactivacion de CLO’s, los
centros de reaccion del PSIl tienen acceso a un gran numero de donadores alternativos
de electrones (Cyt b559, TyrD y B-carotenos) que contribuyen con la reduccién parcial de
Qa Y la cadena transportadora de electrones, lo que podria explicar la discrepancia entre
ambas mediciones.
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Por otro lado, la reducciéon de los valores de fluorescencia en la fase J y P se puede
relacionar con una ligera disminucion en el transporte electronico en el lado donador del
PSIl, que podria llevar a un decremento del pool de Qa (Mehta et al., 2010). La
disminucion de Fm o el valor de P, puede ser interpretada también como cambios de la
estructura del centro de reaccion en PSII e incluso a una disminucién de la actividad de
los CLO (Strasser y Strasser, 1995), como se observa también en la Figura 11. Sin
embargo Dewez y colaboradores (2007) sugieren que la disminucién en la intensidad de
fluorescencia después de la fase |, indica también un equilibrio en el transporte de

electrones entre el PSll y el PSI.

La Figura 17 muestra los valores de fluorescencia graficados como fluorescencia relativa
[Vt=(Ft-Fo)/(Fm-Fo)]. El calculo de la fluorescencia variable relativa (Vt) permite visualizar
de manera dinamica la reduccion de Qa en el tiempo desde Fo a Fm. (Delosme y Joliot,
2002).
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Figura 17. Efecto de las concentraciones de Cd?* sobre la Fluorescencia variable
relativa (Vt) expresada en tiempo logaritmico en plantas pre acondicionadas a la

oscuridad de Phaseolus vulgaris L. n=16.

La fluorescencia variable relativa (Fig. 17) muestra una pequefa disminucion a nivel del
llenado de Qa. Este punto de la curva de induccion de la fluorescencia se le conoce como
fase luminosa de incremento polifasico, ya que depende cinéticamente de la intensidad

luminica con que trabaja el sistema (el paso de la fase O a la fase J).
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Los cambios en la cinética de OJIP se pueden observar con mas detalle cuando se

grafica el cambio (A) dado entre el grupo control y las muestras experimentales (Fig. 18).

Las curvas mostradas en la Figura 18 se construyeron restando los valores de la cinética
de fluorescencia normalizada de los tratamientos (Vt) del valor de Vt del grupo control,
estas curvas se conocen como AVt. De estas curvas es posible observar inflexiones hacia
arriba, que indican inhibiciones en el transporte electronico e inflexiones hacia abajo, las
cuales indican estimulos en el transporte de electrones. Con respecto a lo anterior es
posible visualizar una inflexién hacia abajo que comienza entre Ky J de aproximadamente

5 % y se observa otro pico desde J a | menos perceptible.
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Figura 18. Efecto del Cd?* sobre la fluorescencia variable relativa (Vt experimental —
Vt testigo) en plantas de Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento.
n=16.

La inflexién observada alrededor de los 300 ps (K), esta relacionada con el paso de
electrones desde el CLO hasta el primer aceptor, la Qa, es decir, cuando Qa recibe un
electron desde la Feo”, mientras que P680" es reducido por Y7 (Stirbet y Govindjee, 2011).
Por otro lado la inflexion entre J e | muestra un estimulo en el paso de electrones entre los
aceptores Qa y Qg, lo que indica un ligero aumento en la aportacién de electrones al PSII

y en la salida de este.
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Estos resultados coinciden con lo observado por Segura en el (2010) en plantas de P.
vulgaris tratadas con distintas concentraciones de Ni** quien reporté que este estimulo
podria estar relacionado con la salida de electrones hacia el PSI, probablemente por la
activacion de una via ciclica de la fotosintesis, como via alterna para transportar
electrones fuera de la cadena transportadora y asi evitar danos fotooxidativos en los
fotosistemas. Probablemente se trate de un efecto indirecto del Cd?* debido a una posible
acumulacién de ATP y NADPH en la fase oscura de la fotosintesis por disminucién en la
fijacion de CO, o alteraciones en la actividad de algunas enzimas del Ciclo de Calvin-
Benson (Fig. 8d).

Utilizando los valores calculados de la fluorescencia variable (Fig. 16) y la fluorescencia
variable relativa (Fig. 17), se calcul6é el numero de centros de reaccion activos de PSII,
asi como su funcion. El fotosistema Il se encuentra formando parte de un supercomplejo
proteico de multiples subunidades embebido en la membrana tilacoidal, el cual esta
constituido por un complejo central dimérico, cada monémero se compone de un centro
de reaccion y unidades proteicas asociadas a pigmentos que conforman el complejo

cosechador de luz (Taiz y Zeiger, 2006).

En la Figura 19 se muestra la grafica que indica la fraccién de centros de reaccion activos,
en la cual a medida que incrementa la concentracién de Cd®* en el medio aumenta de
forma significativa (P<0.05) de lo obtenido en el grupo control el numero de centros de
reaccion activos en el PSIl [RC/ABS=(Mo/Vj)/(1-Fo/Fu)].
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Figura 19. Efecto de las concentraciones de Cd** sobre los centros de reaccion

activos en la reduccion de QA por cada complejo antena del Fotosistema Il en

plantas de Phaseolus vulgaris L. tratadas durante 14 dias. n=16. Letras diferentes

indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey p<0.05.
Este parametro esta relacionado con la fase luminosa y el lado donador del PSIl. Lo
anterior implica que hay una mayor captacion de energia para llevar a cabo la fotoquimica
primaria. Quiza una de las causas por las que el numero de centros de reaccion se
incremento fue para mantener un aporte constante de electrones a la cadena (Valdés,
2005). Sin embargo cabe la posibilidad que este aumento este dado por un incremento
en la demanda de agentes reductores (NADPH) y ATP para aumentar los sistemas de
defensa contra el estrés ocasionado por la presencia de Cd*" en el cloroplasto. Por lo

tanto aumenta la capacidad de reducir Qa.

Los resultados anteriores, asi como la interpretacién de los mismos, se corroboran a
través del analisis de la prueba OJIP (Strasser y Strasser, 1995), la cual plantea que se
puede establecer el destino del flujo de energia luminosa atravesando el PSIl como: flujo
absorbido (ABS), flujo atrapado (TRo), flujo utilizado para el transporte electrénico (ETo) y

flujo disipado como calor (Dlo).
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Los flujos de energia se pueden calcular en base a los centros de reaccion (RC), los
cuales se calculan considerando el inicio de la emision de la fluorescencia en el tiempo
cero, es decir, la pendiente inicial de la cinética de la fluorescencia (Mo) y el valor de
fluorescencia variable a los 2ms (V,). Cuando estos flujos especificos son expresados no
solo considerando la velocidad inicial de la fluorescencia (Mo) y el valor de la
fluorescencia variable, sino ademas los valores de fluorescencia variable (Fy =Fo-Fy) y
maxima (Fy) de acuerdo al flujo de energia (Force et al., 2003; Van Heerden et al., 2004),
se obtienen los rendimientos cuanticos maximos para cada uno de los procesos, estos
son: el producto cuantico maximo de la fotoquimica primaria (pPo), la eficiencia con la que
un excitén atrapado mueve un electron después de Qa (yo), la probabilidad de que un
exciton atrapado mueva un electron después de Qa (¢Eo0) y el producto maximo de
disipacion energética como calor (¢Dlo) (Fig. 20) (Gonzalez et al., 2008). Estos flujos de
energia estan relacionados entre si y dependen de propiedades estructurales y de la

actividad fotosintética de la muestra evaluada.
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Figura 20. Modelo simplificado de los flujos de energia en el aparato fotosintético,

segun la prueba OJIP (Strasser y Strasser, 1995).

La Figura 21 muestra los flujos de energia obtenidos de hojas de Phaseolus vulgaris L.
después de 14 dias de tratamiento con distintas concentraciones de Cd?. El flujo de

exciton absorbido por centro de reaccion (ABS/RC) muestra una disminucién significativa
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Flujo electrénico por

(p<0.05) en todos los tratamientos con respecto a lo obtenido en el grupo control sin
embargo el decrecimiento mas evidente se dio en el tratamiento de 20mg/L de Cd** con
9.67% (Fig. 21a). El flujo de excitacion atrapado por centro de reaccion (TRo/RC) que
conduce a la reduccién parcial del primer aceptor (Qa) del PSIl decrece a lo largo de los
tratamientos, donde la disminucién mas notable es la del tratamiento con 10mg/L de Cd?
con 11.49% de lo obtenido en las plantas del grupo control, se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en todos los tratamientos (Fig. 21b). Sin embargo, el flujo de
electrones por centro de reaccion después de Qa (ETo/RC), no varia (p<0.05) en las
plantas tratadas con respecto al grupo control (Fig. 21c¢). La disipacién térmica por centro
de reaccién (Dlo) disminuye de manera significativa (p<0.05) en los tres tratamientos con
Cd?* (Fig. 21d), cabe sefialar que la disminucion mas evidente se dio en el tratamiento

mas alto (30mg/L).
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Figura 21. Efecto del Cd** a distintas concentraciones sobre a) flujo de excitacién absorbido por centro de
reaccion (ABS/RC), b) flujo de excitacion atrapado por centro de reaccién (TRo/RC), c) flujo electrénico por
centro de reaccion (ETo/RC) y d) disipacion térmica por centro de reaccion (DIo/RC) del Fotosistema Il en
plantas de Phaseols vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento. n=16 +. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamiento segun la prueba de Tukey p<0.05.
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La relacion ABS/RC, es considerada como una medida del tamafio aparente del LHCII o
bien indica el numero de centros de reaccion activos, sin embargo a pesar de que hay un
aumento en el numero de centros de reaccion activos (Fig. 19) este parametro disminuye.
Es posible que lo anterior se deba a una disminucidon en el tamano de los complejos
cosechadores de luz del PSII, y posiblemente a mecanismos de regulacion de la energia
luminica, que implican el movimiento del complejo antena externo del PSII hacia el PSI, el

llamado mecanismo de relajacion qT (Schansker et al., 2006).

Ya que el flujo de excitdon (TRo/RC), representa la fraccion del flujo de fotones absorbidos
utilizados para la separacion de carga primaria del PSIl y la estabilizacién de los RCs
como P680" Qa, dicho de otro modo, la energia utilizada para reducir Q, (Stirbet y
Govindjee, 2011), es un proceso dependiente de la absorcion de energia
electromagnética a través de LHCII, por lo tanto la disminucién observada en ABC/RC
conlleva a una disminucion paralela del flujo de excitén atrapado por centro de reaccion
(Fig. 21b).

A pesar de lo anterior, el transporte de electrones después de Qa (ETo/RC) se mantiene
sin cambios aparentes (Fig. 21c), esto indica que toda la energia absorbida (ABS) por los
complejos cosechadores de luz del PSIl y atrapada (TRo) por centro de reaccién es
utilizada para reducir Qa (Qa) y por lo tanto reducir Qg (Qg’), esto se refleja en el
parametro de disipacion por centro de reaccion (Dlo), ya que no hay cambios en la
perdida de energia con respecto al grupo control en forma de calor por parte de los

complejos antena presentes en el PSII (Fig. 21d).

En ocasiones en condiciones de estrés, la energia que llega a los centros de reaccion no
puede ser utilizada tan eficientemente debido a que los procesos de conversion de esta
en energia quimica y el uso de NADPH y ATP se encuentran restringidos, por ende dicha
energia de excitacion debe liberarse por algun mecanismo fotoquimico o no fotoquimico.
Como se menciond anteriormente el comportamiento observado en el flujo de energia por
centro de reacciéon (RC) puede ser explicado por dos procesos, un cambio en el tamafo

de los complejos antena y procesos de relajacién fotoquimico.

En el primer caso y como se pudo observar en el cambio de la proporcién de clorofila a y

b (Fig. 9), una antena de menor tamafo en plantas bajo estrés ayudaria a disminuir la
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absorbancia del cloroplasto y asi disminuir la cantidad de energia que llega a los centros
de reaccion, esto le permite a la planta controlar el flujo de excitacion que llega
especificamente al PSII, de esta manera se reduce la absorbancia del mismo y aumenta

su transmitancia (Perales, 2001).

En el segundo caso (mecanismo de relajacion qT), cuando la energia que llega al PSII
excede la que recibe el PSI, la PQ se acumula en forma reducida (PQH,) ya que el PSl a
través del Cit be/f y la plastocianina no pueden reducirla. La acumulacion de PQH, activa
una cinasa que fosforila el complejo antena del PSII (LHCII) modificando su estructura, lo
que induce a su disociacion del PSIl y su union al PSI. EI LHCIl ahora asociada a PSI
incrementa la frecuencia con la que recibe excitones y al mismo tiempo disminuye esta
frecuencia en el PSII, es decir, disminuye su actividad. De esta manera el PSI| aumenta su
velocidad de funcionamiento respecto a PSIl y el exceso de PQH, se drena aumentando
la sobre reduccién de la cadena del lado aceptor del PSII. Este sistema permite mantener

un mejor equilibrio de flujo de energia entre los dos fotosistemas (Horton y Hague, 1988).

Algunos autores relacionan estos cambios a procesos de regulacion de la energia de
excitacion y no a efectos directos del factor estresante, por lo tanto se trata de una
respuesta adaptativa para prevenir posibles dafios en el aparato fotosintético (Carter y
Cheesman, 1993; Keiper et al., 1998).

Las relaciones de los datos anteriores permitieron determinar que la eficiencia cuantica
para la fotoquimica primaria (¢Po) se mantenga constante debido a que la absorcion de
fotones es proporcional a la atrapada por los centros de reaccion. La eficiencia de
transporte de electrones después de Qa (¥0), asi como la probabilidad de movimiento de
electrones después de Qa (pEo) aumenta con el tratamiento de Cd** encontrando
diferencias significativas (p<0.05) en los tres tratamientos con respecto al grupo control
(Fig. 22). Esto confirma que no hubo una afeccion evidente sobre los centros de reaccion
y el transporte de electrones dentro del PSIl e incluso se podria pensar en un estimulo en

el transporte de electrones después de Qa.
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Eficiencia cuantica para la
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Figura 22. Efecto de las concentraciones de Cd”" sobre a) rendimiento cuantico maximo de la fotoquimica

primaria (pPo), b) eficiencia con la que un excitén atrapado mueve un electron después de QA (W¥o) y c)
rendimiento cuantico del transporte electronico (pEo) en plantas de Phaseolus vulgaris L. n=16 *. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre tratamiento segun la prueba de Tukey p<0.05.

Los resultados obtenidos en la eficiencia de transporte de electrones después de Qa (‘Y0)
asi como en la probabilidad de movimiento de electrones después de Q4 (pE0) en plantas
de Phaseolus vulgaris L. tratadas con Cd?* coinciden con lo reportado por Dewez y
colaboradores (2007) quienes observaron un efecto de relajacion fotoquimico y un
transporte de electrones acelerado a través del PSI, que se reflejo en el PSIl como un
aumento en el transporte de electrones después de Qa (Y0) y en la probabilidad de

movimiento de electrones después del primer aceptor estable del PSII (pEO0).

El mecanismo de relajacion gT conlleva a una recuperacion de la transicion J-P de la
cinética de fluorescencia (Fig. 16). La recuperacion de esta fase a su vez esta

paralelamente relacionada con la reduccién de la ferredoxina (Fd), el centro de reaccién
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P700 y la plastocianina (Pc). La capacidad de la luz para reducir toda la cadena de
transporte de electrones podria depender de la presencia o ausencia de un bloqueo en el
lado aceptor del PSI. Sin embargo estas limitaciones no se observan cuando el
mecanismo de relajacion qT esta presente, por lo tanto el pool de NADP" se oxida lo

suficiente como para aceptar todos los electrones de la cadena (Schansker et al., 2006).

De acuerdo a lo anterior, generalmente la re-oxidacion de Qa se puede producir a través
de dos vias: la primera se debe a reacciones de recombinacién entre Q4" y los estados S,
y S3 del CLO cuando existe algun bloqueo en la cadena transportadora de electrones mas
haya de Q,, y la segunda via se debe al transporte de electrones hacia adelante en los
centros que se encuentran en los estados Syy Sy, y que depende de la disponibilidad de
moléculas de PQ oxidadas (Toth et al.,, 2007). Esto sugiere que el estimulo en la
transferencia de electrones después de Qa observada en este trabajo se produjo a través
de la transferencia hacia adelante de la cadena no habiendo recombinacién entre el

donador de electrones y Qa estimulado por el estado redox del PSI.

Es posible también que la velocidad en la rotacion de la proteina D1 se relacione con los
mecanismos de tolerancia del PSIl, ya que como lo sugieren Franco y colaboradores
(1999), el metabolismo de D1 desempefia un papel importante en la dinamica de

tolerancia al estrés por las plantas superiores.

d. Efecto del Cd** sobre la actividad y eficiencia cuantica del transporte de
electrones en los acarreadores intermedios (Qg-PQ-Cit b6/f-PC) y los
acarreadores del lado aceptor del fotosistema | (Ag -A1-Fx-Fa/Fg-Fd-FNR)

El PSI es un complejo proteico localizado en las zonas no apiladas del cloroplasto y
regula el flujo de electrones entre el PSIl y NADP®. La energia de excitacion del complejo
antena del PSI (LCHI) se transfiere al centro de reaccion P700 que a su vez dona los
electrones al primer aceptor Ap. La separacion de carga y la estabilizacién se da a través
del segundo aceptor A;, donde finalmente se da la transferencia de electrones hacia los
centros de hierro-azufre (Fx, Fa y Fg), lo que conlleva a la reduccion de la ferredoxina (Fd).
La forma oxidada del P700" formada después de la separacion de carga se vuelve a
reducir por la plastocianina (Pc). A si mismo la Pc” recibe electrones del Cit bg/f (Azcon-
Bieto, 2008).
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Es fundamental destacar que la mayoria de los estudios reportan que el PSIl es un sitio
altamente sensible a la presencia de Cd** y que su estructura y funcién se altera a un
grado mayor que el Cit bg/f y el PSI (Kumar y Kumar, 1999). En este estudio se determino
el funcionamiento del PSI a través de 6Ro que representa la probabilidad de que un
electrén proveniente de los acarreadores intermedios reduzca los acarreadores del lado
aceptor del PSI y ¢RO que es el rendimiento cuantico para la reduccion de los ultimos

aceptores del PSI.
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Figura 23. Efecto de distintas concentraciones de cd* (10, 20 y 30mg/L) sobre la
probabilidad de que un electron proveniente de los acarreadores intermedios
reduzca los acarreadores del lado aceptor del PSI 8RO en plantas de Phaseolus
vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento. . n=16 +. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamiento segun la prueba de Tukey p<0.05.

Como se puede observar en la Figura 23 a medida que aumenta la concentracién de Cd?*
en el medio disminuye la probabilidad de que un electron de los acarreadores intermedios
pueda ser transferido para reducir a los aceptores finales del lado aceptor del PSI
(6Ro=(1-Vi)/(1-Vj), habiendo diferencias significativas (p<0.05) en los tres tratamientos
con respecto a lo obtenido en el grupo control, siendo la disminucién mas evidente la
encontrada en el tratamiento de 20mg/L de Cd* con 16.28%. El rendimiento cuéntico
para la reduccién de los ultimos aceptores del PSI (¢Ro) es el resultado del producto de la

eficiencia cuantica maxima para la fotoquimica primaria (¢Po), la probabilidad de que un
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electron se mueva mas alla de Q4 (pEo) y la probabilidad de que un electron proveniente
de los acarreadores intermedios reduzca los acarreadores del lado aceptor del PSI (3Ro).
En esta investigacion ¢Po se mantiene sin cambios aparentes, mientras que o¢Eo
aumenta, por lo cual como se puede observar en la Figura 24 este parametro se mantiene

sin cambios aparentes con respecto al control.
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Figura 24. Efecto del cd® (10, 20 y 30mg/L) sobre el rendimiento cuantico para la

reduccion de los aceptores del lado aceptor del PSI (¢RO) en plantas de
Phaseolus vulgaris L. después de 14 dias de tratamiento. . n=16 *. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamiento segun la prueba de
Tukey p<0.05.

Es bien sabido que los metales pesados son capaces de competir con los metales nativos
por los sitios de unién en distintas metaloproteinas. Muchos de estos sitios se encuentran
relacionados con la inhibicién de la cadena fotosintética de transporte de electrones
(Kupper et al., 2002). Con respecto a lo anterior se ha observado que algunos cationes
divalentes como el Pb* bloquea la transferencia de electrones entre la Pc y P700,
presuntivamente por uniéon del catiéon a la plastocianina, la cual es un polipéptido que
contiene un ion Cu?* (Belatik et al., 2013). Se sabe que algunos cationes divalentes como
el Pb, Hg y el Cd compiten con dianas moleculares especificas con otros cationes

divalentes esenciales como el Mn, Mg, Cu y Fe. Por lo cual es probable que el Cd* pueda
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perturbar el sitio de union del Fe? en el Cit bg/f 0 en los centros Fe-S (Fx, Fay Fg) del PSI
e incluso en el sitio de unién del Cu®* en la plastocianina. Aunado a esto Sigfridsson y
colaboradores (2004) observaron que si bien el Cd?* no tenia un efecto aparente sobre los
distintitos componentes del PSII, pero si sobre el lado aceptor de este PSII al unirse entre
Qg y algunos componentes moleculares con Fe*, posiblemente al desplazar al Fe** y
unirse a los residuos de histidina que coordinan la unidén de este ion y con ello se reduce
la velocidad de la transferencia de electrones. Es importante mencionar que la histidina es
el punto de entrada para los protones que participan en la protonacion de la Qg reducida.
Alteraciones de este tipo podrian alterar sin duda la actividad de transporte de electrones

entre los Fotosistemas.

Por otro lado es posible que una deficiencia de Fe®* provocada por la presencia de Cd**
reportado por varios autores, sea la principal causa de dafio en el PSI. La deficiencia
prolongada de Fe?* da lugar a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
los tilacoides, lo cual trae como consecuencia la destruccion de los centros Fe-S (Fx, Fay
Fg), desestabilizando el funcionamiento del PSI y provocando cambios en la velocidad de

transporte de electrones entre el PSll y PSI (Parmar et al., 2013; Timperio et al., 2007).

Si bien la curva de emisién de fluorescencia OJIP y la grafica de fluorescencia variable AV
(Fig. 16 y 17) muestran que el Cd** no tuvo un efecto evidente en la fotoquimica primaria
de las plantas de Phaseolus vulgaris L., la velocidad de acarreo de electrones entre el
PSIl y PSI disminuye significativamente (p<0.05) con respecto al control, indicando una
alteracion directa en los acarreadores intermedios entre el Cit bg/f y la ferredoxina
oxido/reductasa en PSI. Esta disminucion provocaria in vivo, un atraso en la oxidacion de
PSIl y por lo tanto un aumento en la presién de reduccién de Q,, lo cual encenderia
mecanismos para liberar el exceso de energia en los centros de reaccion sin embargo no
ocurrié (Fig. 15). Valdés en el 2005, en plantas de P. vulgaris tratadas con Mn?" reporto
que el Cit be/f fue afectado por la presencia del ion, sin embargo no desencadend la
disipacion de energia en forma de calor, atribuyendo este efecto a que las plantas
tendieron a disminuir la captacién de energia. Es posible que la exposicion prolongada al
Cd?* conlleve a una adaptacién al estrés, como algun tipo de reorganizacién de la
membrana tilacoidal que permita la estabilizacion de la funcién fotoquimica (Maslenkova
et al., 1993).
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Por otro lado, en la Figura 9 podemos observar que el cambio en la relacién de la clorofila
a/b esta dado por un aumento predominante de la clorofila b sobre la clorofila a. Como se
detalld con anterioridad, este cambio estd relacionado con la modificacion de la
estequiometria entre PSII/PSI y con el grado de apilamiento del PSIl. Perales en el 2001,
report6 un aumento en el contenido de plastoquinona que estaba directamente
relacionado con el aumento de clorofila a en plantas de Triticum aestivum L. sometidas a
salinidad. Concluyé que un aumento de la poza de plastoquinona aumentaria la
probabilidad de encontrar un acarreador oxidado en el PSll y de esta manera se liberaria

la presién de reduccion sobre Qa.

Como lo muestra la Figura 24, es posible que la actividad del PSI se haya mantenido sin
cambios aparentes con respecto a lo obtenido en el grupo control en plantas de
Phaseolus vulgaris, debido a distintos mecanismos como flujo ciclico de electrones en el
PSI, cambio en la proporcion de PSII/PSI o sistemas de relajacion, esto con el fin de
ayudar a la oxidacion de los acarreadores de electrones del PSIl y de esta forma evitar la
inhibicion del transporte de electrones de este fotosistema. Sin embargo esto podria
propiciar la generacién de ROS y por lo tanto desencadenar estrés oxidativo lo cual ya ha

sido observado en estudios anteriores (Asada, 1999; Samantary, 2002).

e. Efecto del Cd?* sobre el indice de rendimiento total

La estructura y funcion del PSIl y PSI puede ser descrita mediante la obtencion del indice
de rendimiento total (Plyy), este parametro es muy sensible a factores de estrés sobre la
actividad fotoquimica. Ply, es un indice multifactorial, el cual parte de varios componentes
independientes: la concentracion de centros de reaccién por clorofila [ABS/RC/(1-
ABS/RC)], una expresion relacionada a la fotoquimica primaria (@Po/(1-¢Po), una

expresion relacionada al transporte de electrones después de Qa (Wo/(1-Wo)) vy la

probabilidad de reducir los aceptores finales del PSI (¢pRo/1-¢Ro).

El indice de rendimiento total, es sensible a los cambios en las propiedades de la antena,
la eficiencia de atrapamiento, transporte electronico después de Qa asi como en la
reduccién de los aceptores finales del PSI (Oukarroum et al., 2007; Yusuf et al, 2010). Por

lo tanto, si un tipo de estrés afecta alguno de estos componentes, el efecto se reflejara en
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el indice de rendimiento, por lo tanto su sensibilidad es superior a la alcanzada por

cualquiera de sus componentes de forma individual (Stirbet y Govindjee, 2011).

Como puede observarse en la Figura 25 el Pl S€ mantiene constante sin diferencias
significativa (p<0.05) con respecto a lo obtenido en el grupo control. Los parametros que
componen el indice aumentan de manera similar pero en distinta magnitud a excepcién de

0Ro que se mantiene sin cambios a lo largo de los tratamientos.
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Figura 25. Efecto de las concentraciones de Cd** sobre el indice de
funcionamiento o rendimiento total (Plwta) €n plantas de Phaseolus vulgaris L.
n=16 +. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamiento segun
la prueba de Tukey p<0.05.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la actividad fotosintética y al contenido de Cd**
presente en las hojas (Fig. 4c) este ion no se acumuld en concentraciones téxicas en este
tejido en plantas de Phaseolus vulgaris. La raiz es el primer sitio expuesto a la toxicidad
de este ion y funciona como una barrera que restringe el transporte hacia la parte aérea
de la planta. Sin embargo la capacidad de las plantas para acumular iones en la raiz
depende de la especie (Gouia et al., 2000).
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Mishra et al., (2006), observaron que la cantidad de Cd?" almacenado en plantas de
Bacopa monnieri fue muy alto y aproximadamente el 80.6% se mantuvo confinado en la
raiz. Esto se puede atribuir a la inmovilizacion del ion en la pared celular y a la
concentracién extracelular de ciertos carbohidratos. Aunado a esto, es probable la
acumulacién en las vacuolas tanto de la raiz como de las hojas, por la accion de glutatién
(GSH) y las fitoquelatinas (PCs) (Gouia et al., 2000).

Skorzynska y Krupa (2006), encontraron que el contenido de GSH en plantas jévenes de
Phaseolus coccineus tratadas con Cd?* fue alto en comparacién con el grupo control,
concluyeron que la sintesis de moléculas quelantes es una estrategia importante de
tolerancia. Estos datos indican que, como ocurre con otras especies de plantas, la
estrategia de desintoxicacion de Cd*" en plantas de frijol se basa en la acumulacion de

Cd?* a nivel de raiz.

Como se menciond anteriormente las PCs son péptidos de bajo peso molecular y ricos en
cisteina capaces de eliminar al metal del citoplasma uniéndolo mediante la formacién de
enlaces tiol con los residuos de cisteina. Las PCs se sintetizan a partir del tripeptido
glutation (GSH, y-Glu-Cys-Gly) por la acciéon de la enzima fitoquelatina sintasa. Las
fitoquelatinas comparten una porcion de su ruta de sintesis con el GSH, el cual se
produce secuencialmente en dos pasos catalizados por la y—glutamilcisteina sintetasa vy
la glutation sintetasa con consumo de ATP (Azcon y Talon, 2008). La participacién de
NADPH en la actividad del glutatién reductasa (GR) es esencial para mantener alto el
nivel de GSH para la sintesis de PCs. El NADPH también es necesario para mantener
reducido los tioles de las PCs (Adelaide et al., 2002).

El crecimiento moderado observado en las plantas de Phaseolus vulgaris L. tratadas con
Cd?*, durante el presente estudio también se puede deber a que el ATP y NADPH
producido durante el proceso fotosintético y la actividad de la mitocondria a través del
ciclo de Krebs asi como el CO, fijado probablemente no se utilizan para el crecimiento, si
no para la sintesis de carbohidratos extracelulares, asi como de GSH y PCs que le

permiten a la planta tolerar el estrés producido por Cd?".

Por otro lado el Cd** casi siempre adopta un solo estado de oxidacién, que es como

cation divalente. A diferencia de metales activamente redox como el Cu®, Fe?*, Mg%,
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Mn?*, Ca? y Zn?*, el Cd* no es capaz de inducir la producciéon de ROS a través de la
reacciéon de Fenton (Smeets et al.,, 2005). Sin embargo es uno de los metales que
estimula la produccion de ROS y la activacion del sistema de defensa antioxidativo.
Existen varias hipotesis sobre como induce el desequilibrio redox: interaccién con la
defensa antioxidativa; disrupcién de la cadena transportadora de electrones; cambios en
la homeostasis del Fe®" y por lo tanto en la produccién de ROS mediados por la reaccion
de Fenton (Mobin et al., 2007).

Los cloroplastos, son el componente principal del tejido fotosintético, son altamente
sensibles al dafio causado por la toxicidad de Cd*". Las ROS también se producen por la
reaccion del cloroplasto (O,) y los electrones que escapan desde el sistema de
transferencia de electrones fotosintético bajo circunstancias normales (Zhang et al., 2009).
En un escenario donde la fijacibn de CO, disminuye por cambios estomaticos o el
funcionamiento del ciclo de Calvin-Benson, se provocaria una disminucién en el uso de
los productos de la fase luminosa, ATP y NADPH. El atraso en la reduccion de ADP y
NADP* podria provocar un estancamiento de los electrones en la cadena transportadora
de electrones. Vias como la fotorrespiracion y la reduccidon de otras moléculas podria
permitir a la cadena transportadora seguir funcionando, no obstante con cierta dificultad.
La sobre reduccién de los transportadores de electrones provocaria una duraciéon mayor
del estado excitado de las clorofilas, de esta forma incentivando la producciéon de
especies reactivas en los centros de reaccién, lo que provocaria una fotodestruccion
(Perales, 2001).

Las células vegetales han desarrollado un sistema de defensa antioxidante para
contrarrestar los radicales libres con el fin de protegerse del estrés oxidativo, este sistema
de defensa opera con la accién secuencial y simultanea de enzimas antioxidantes y
componentes no enzimaticos. El primer grupo de enzimas involucrado en la defensa
contra ROS son la peroxidasa (POX), catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD). El
papel mas importante de las peroxidasas es la compactacion de H,O, y peroxidos
organicos (Smeets et al., 2005; Zhang et al., 2009). Singh et al., (2012) encontré que el
aumento de la actividad de SOD, CAT y APX en hojas de L. sativum después del
tratamiento con Cd*" a bajas concentraciones conduce a la proteccion del aparato
fotosintético. Las peroxidasas (especialmente SPOD) también juegan un papel en la

polimerizacion de lignina. La lignificacion de la pared celular limita la expansion de la
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célula, esto puede ser un mecanismo de adaptacion al estrés (Smeets et al., 2005) y
probablemente se relacione con la reduccién del crecimiento de las hojas de Phaseolus

vulgaris observado en este estudio.

Los componentes no enzimaticos que participan en la eliminacion de ROS son el
ascorbato (ASC), glutation (GSH), o-tocoferoly —carotenos (Qui et al., 2008). El
ascorbato es fundamental en la eliminacion de H,O, a través del ciclo ascorbato-glutation,
donde H,0, envia una sefal sisttmica para la induccién de algunas enzimas
antioxidantes (Mobin et al., 2007). El glutatién reducido (GSH) aparte de ser el precursor
de las PCs desempena un papel activo en la proteccion de la membrana contra dafo de
radicales libres, siendo el principal reductor intracelular presente en los cloroplastos,
mitocondrias, y otras estructuras celulares, asi como en el espacio intermembranal de los
organelos (Maleva et al., 2012). El a—tocoferol (vitamina E) es el mayor compuesto
encontrado en los cloroplastos. Este antioxidante desactiva las ROS derivados de la
fotosintesis ('O, y OH) y previene la propagacién de la peroxidacién lipidica eliminando
los radicales lipid peroxyl en la membrana tilacoidal (Hediji et al., 2010). Los carotenoides
son antioxidantes lipofilos altamente efectivos en la inactivacion de radicales libre y dafo
fotoquimico (Mishra et al., 2006 y Maleva et al., 2011). El aumento aunque no significativo
de la concentracién de carotenoides observado en las plantas de Phaseolus vulgaris L.
tratadas con Cd?* es un indicador del inicio de la posible sobreproduccién de ROS y del
aumento en la actividad de los distintos mecanismos de defensa antioxidante. En general,
el equilibrio entre la produccién y eliminacién de ROS es crucial en la determinacién de la

carga oxidativa en los tejidos vegetales y su proteccion (Mohamed et al., 2012).

La tolerancia de las plantas de Phaseolus vulgaris L. a las distintas concentraciones de
Cd?* puede ser atribuido a la capacidad de la planta para secuestrar el metal y por el
aumento de la defensa antioxidante. Ambos mecanismos consumen energia y este puede
ser el motivo de la limitacién del crecimiento, tanto a nivel de la raiz como de la parte
aérea de la planta. Ademas de un cambio de los recursos metabdlicos del crecimiento a la
defensa, la reduccion del crecimiento podria atribuirse a un efecto toxico del metal sobre
distintas biomoléculas (ya sea directa o mediada por ROS) (lannelli et al., 2002; Ekmekci
et al., 2008).

84



7. Conclusiones

Las plantas estan sometidas frecuentemente a situaciones desfavorables para su
desarrollo y funcionamiento 6ptimo ocasionado por alteraciones en el medio ambiente.
Por ello, han desarrollado distintos mecanismos fisiolégicos que les han permitido tolerar

el estrés medio ambiental y de esta forma sobrevivir en estas condiciones.

El cadmio (Cd?**), es un elemento no esencial que a bajas concentraciones puede ser
téxico para las plantas. Las plantas de Phaseolus vulgaris expuestas a Cd** durante 14
dias disminuyeron la velocidad de crecimiento, el indice de area foliar y su capacidad de

asimilaciéon de biomasa por unidad de area foliar.

La reduccidn del crecimiento no estuvo relacionada a cambios en el contenido de
pigmentos fotosintéticos o a la capacidad fotoquimica del tejido foliar, sino a la reduccion

de la conductancia estomatica y la capacidad de fijacion de CO, por unidad de area foliar.

En la condiciones experimentales de la presente investigacion, la tolerancia de Phaseolus
vulgaris a las concentraciones del metal probadas depende de la capacidad de la raiz y el

tallo para impedir su absorciéon y acumulacion en el tejido fotosintéticamente activo.

La reduccion del crecimiento observado durante el presente estudio también se puede
deber a que la energia y biomasa derivada de la actividad fotosintética y respiratoria, no
es utilizada para el crecimiento, sino para los mantener los diferentes mecanismos que le

permiten a la planta tolerar el estrés producido por Cd?".

Por lo anterior, podemos concluir que los cambios encontrados en esta investigacion
aparentemente son un ajuste fisioldgico en la planta, en donde, aun cuando las
condiciones imperantes de estrés por Cd** retrasa el crecimiento, los procesos
metabodlicos se mantienen casi sin cambios, a fin de mantener el aporte energético

necesario para contrarrestar la condicion de estrés y mantener el crecimiento de la planta.
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9. Apéndice

Analisis de varianza de un factor y Tukey (p=0.05), datos analizados con prueba de
distribucién normal y homogeneidad de varianza de Bartlelt.

Sistema SAS
Procedimiento ANOVA

Figura 3a. Tasa media de crecimiento relativo.

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 0.27039185 0.09013062 250.50 <.0001
Error 24 0.00863543 0.00035981
Total correcto 27 0.27902728
Coef Var Raiz MSE y Media
6.917366 0.018969 0.274218
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 24
Error de cuadrado medio 0.00036
Valor critico del rango estudentizado 3.90126
Diferencia significativa minima 0.028

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.44064 7 1
B 0.24019 7 2
B
B 0.23047 7 3
C 0.18557 7 4
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Figura 3b. indice de area foliar

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.27039185 0.09013062
24 0.00863543 0.00035981
27 0.27902728
Coef Var Raiz MSE y Media
6.917366 0.018969 0.274218
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 24
Error de cuadrado medio 0.00036
Valor critico del rango estudentizado 3.90126
Diferencia significativa minima 0.028

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.44064 7 1
B 0.24019 7 2
B
B 0.23047 7 3
C 0.18557 7 4

Figura 3c. Tasa de asimilacion neta

Fuente
Modelo
Error

Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.00004821 0.00001607
16 0.00001878 0.00000117
19 0.00006699
Coef Var Raiz MSE y Media
17.59984 0.001083 0.006155
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 16
Error de cuadrado medio 1.174E-6
Valor critico del rango estudentizado 4.04609
Diferencia significativa minima 0.002

F-valor
250.50

F-valor
13.69

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.0082770 5 1
A
B A 0.0065134 5 2
B
B 0.0059004 5 3
C 0.0039312 5 4
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Figura 4a. Contenido de Cd** en raiz

Fuente DF
Modelo 3
Error 4
Total correcto 7
Coef Var
5.239093
Alfa

Suma de
cuadrados
1.62059551
0.00450500
1.62510052

Raiz MSE
0.033560

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado

0

Diferencia significativa minima
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A

D

Figura 4b. Contenido de Cd* en tallo

Fuente DF
Modelo 3
Error 4
Total correcto 7
Coef Var
3.012834
Alfa

Media

1.27280

0.74620

0.52380

0.01945

Suma de
cuadrados
0.04589596
0.00007488
0.04597085

Raiz MSE
0.004327

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado
Diferencia significativa minima

N

0

Cuadrado de
la media
0.54019850
0.00112625

y Media
.640563

0.05

0.001126
5.75706
0.1366

Cuadrado de
la media
0.01529865
0.00001872

y Media

.143613

0.05

0.000019
5.75706
0.0176

F-Valor
479.64

F-Valor
817.18

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A

w

Media

0.204100

0.184050

0.172400

0.013900
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Pr > F
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Figura 4c. Contenido de Cd** en hojas

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 6669.771396 2223.257132
12 2321.416435 193.451370
15 8991.187831
Coef Var Raiz MSE y Media
20.78181 13.90868 66.92719
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 193.4514
Valor critico del rango estudentizado 4.19852
Diferencia significativa minima 29.198

F-Valor
11.49

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 102.216 4 1
B 57.328 4 2
B
B 54.173 4 4
B
B 53.992 4 3

Figura 5a. Contenido de Ca** en raiz

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 509.9269489 169.9756496
4 110.3348214 27.5837054
7 620.2617704
Coef Var Raiz MSE y Media
15.43487 5.252019 34.02698
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 4
Error de cuadrado medio 27.58371
Valor critico del rango estudentizado 5.75706
Diferencia significativa minima 21.38

F-Valor
6.16

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 42.365 2 4
A
A 41.553 2 3
A
A 27.312 2 1
A
A 24.878 2 2
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Figura 5b. Contenido de Ca** en tallo

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

DF

IN

Coef Var
35.75675

Alfa

Suma de
cuadrados
7315.656628
1162.786148
8478.442776

Raiz MSE
17.04983

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado
Diferencia significativa minima

Cuadrado de

la media
2438.552209
290.696537

y Media

47.68281

0.05

290.6965

5.75706
69.407

F-Valor
8.39

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

Figura 5c. Contenido de Ca** en hoja

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

W W W W w

DF

3
12
15

Coef Var
20.78181

Alfa

A
A
A

Media

99.78

35.33

28.48

27.13

Suma de
cuadrados
6669.771396
2321.416435
8991.187831

Raiz MSE
13.90868

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Nt
2 1
2 4
2 3
2 2

Cuadrado de
la media
2223.257132
193.451370

y Media

66.92719
0.05

193.4514
Valor critico del rango estudentizado 4.19852

Diferencia significativa minima 29.198

F-Vvalor
11.49

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

A

W W W wWw

Media

102.216

57.328

54.173

53.992
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Figura 6a. Contenido de Mg?* en raiz

Fuente DF
Modelo 3
Error 4
Total correcto 7
Coef Var
11.47323
Alfa

Suma de
cuadrados
217.7028784
57.7688146
275.4716930

Raiz MSE
3.800290

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado
Diferencia significativa minima

Cuadrado de
la media
72.5676261
14.4422037

y Media
33.12310

0.05

4
14.4422
5.75706
15.47

F-Valor
5.02

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

>> > > > > >

Figura 6b. Contenido de Mg*" en tallo

Fuente DF
Modelo 3
Error 4
Total correcto 7
Coef Var
19.09055
Alfa

Media

37.501

37.120

33.332

24.540

Suma de
cuadrados
122.4170373
160.2282689
282.6453061

Raiz MSE
6.329065

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio
Valor critico del rango estudentizado 5.75706

Diferencia significativa minima

N t
2 3
2 1
2 4
2 2

Cuadrado de

la media
40.8056791
40.0570672

y Media
33.15288
0.05
4

40.05707

25.765

F-Valor
1.02

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

>>»>> > > >

Media

39.717

32.498

30.544

29.853
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2 2
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0.0764
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Figura 6¢. Contenido de Mg?* en hoja

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 203.3263890 67.7754630
12 259.8687210 21.6557268
15 463.1951100
Coef Var Raiz MSE y Media
16.02139 4.653571 29.04599
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 21.65573
Valor critico del rango estudentizado 4.19852
Diferencia significativa minima 9.7691

F-Valor
3.13

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 33.046 4 3
A
A 31.938 4 4
A
A 26.768 4 2
A
A 24,433 4 1

Figura 7a. Contenido de K* en raiz

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 1887.626168 629.208723
4 265.666884 66.416721
7 2153.293052
Coef Var Raiz MSE y Media
3.759907 8.149645 216.7512
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 4
Error de cuadrado medio 66.41672
Valor critico del rango estudentizado 5.75706
Diferencia significativa minima 33.176

F-Valor
9.47

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 237.992 2 2
A
B A 222.061 2 3
B A
B A 210.958 2 4
B
B 195.993 2 1
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Figura 7b. Contenido de K" en tallo

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 153.8055983 51.2685328 1.30 0.3892
Error 4 157.5341662 39.3835416
Total correcto 7 311.3397645
Coef Var Raiz MSE y Media
2.819949 6.275631 222.5441
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 4
Error de cuadrado medio 39.38354
Valor critico del rango estudentizado 5.75706
Diferencia significativa minima 25.547

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 226.889 2 4
A
A 225.923 2 2
A
A 221.579 2 3
A
A 215.786 2 1

Figura 7c. Contenido de K* en hoja

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 4830.160479 1610.053493 9.56 0.0017
Error 12 2020.688844 168.390737
Total correcto 15 6850.849323
Coef Var Raiz MSE y Media
6.160047 12.97655 210.6566
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 168.3907
Valor critico del rango estudentizado 4.19852
Diferencia significativa minima 27.241

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 231.475 4 3
A
B A 222.544 4 4
B
B C 201.304 4 2
C
C 187.304 4 1
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Figura 8a. Conductancia estomatica

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.00109066 0.00036355
8 0.00018849 0.00002356
11 0.00127915
Coef Var Raiz MSE y Media
12.87936 0.004854 0.037688
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 0.000024
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 0.0127

F-Valor
15.43

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.053820 3 1
B 0.035567 3 2
B
B 0.031267 3 4
B
B 0.030100 3 3

Figura 8b. Transpiracién

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.37754233 0.12584744
8 0.79735733 0.09966967
11 1.17489967
Coef Var Raiz MSE y Media
26.00893 0.315705 1.213833
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 0.09967
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 0.8255

F-Vvalor
1.26

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 1.4300 3 1
A
A 1.3000 3 4
A
A 1.1767 3 2
A
A 0.9487 3 3
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Pr > F
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Figura 8c. Concentracion interna de CO,.

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 2032.250000 677.416667
8 4672.666667 584.083333
11 6704.916667
Coef Var Raiz MSE y Media
17.89104 24.16782 135.0833
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 584.0833
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 63.192

F-Valor
1.16

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 155.67 3 4
A
A 136.67 3 3
A
A 125.67 3 1
A
A 122.33 3 2

Figura 8d. Tasa de asimilaciéon de CO,.

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 40.56696667 13.52232222
8 4.12480000 0.51560000
11 44.69176667
Coef Var Raiz MSE y Media
11.94432 0.718053 6.011667
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 0.5156
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 1.8775

F-Valor
26.23

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 8.9933 3 1
B 6.0600 3 2
B
B 4.6367 3 4
B
B 4.3567 3 3
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Pr > F
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Pr > F
0.0002



Figura 9a. Clorofila a

F-Valor
1.69

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media
Modelo 3 8.04016140 2.68005380
Error 8 12.68216180 1.58527022
Total correcto 11 20.72232320
Coef Var Raiz MSE y Media
19.67682 1.259075 6.398775
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 1.58527
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 3.2921
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
Tukey Agrupamiento Media N t
A 7.351 3 4
A
A 6.762 3 3
A
A 6.364 3 2
A
A 5.118 3 1

Figura 9b. Clorofila b

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.41744990 0.13914997
8 0.23319929 0.02914991
11 0.65064919
Coef Var Raiz MSE y Media
14.11886 0.170733 1.209258
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 0.02915
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 0.4464

F-Valor
4.77

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 1.4348 3 4
A
B A 1.2830 3 3
B A
B A 1.1975 3 2
B
B 0.9217 3 1

112

Pr > F
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0.0343



Figura 9c. Carotenoides

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 1.03227626 0.34409209
8 1.45543795 0.18192974
11 2.48771421
Coef Var Raiz MSE y Media
24.87745 0.426532 1.714533
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 0.18193
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 1.1153

F-Valor
1.89

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 2.0733 3 4
A
A 1.8461 3 3
A
A 1.6666 3 2
A
A 1.2721 3 1

Figura 9d. Relacién clorofila ay b.

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.30679788 0.10226596
8 1.99798656 0.24974832
11 2.30478444
Coef Var Raiz MSE y Media
9.445742 0.499748 5.290725
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 8
Error de cuadrado medio 0.249748
Valor critico del rango estudentizado 4.52880
Diferencia significativa minima 1.3067

F-Valor
0.41

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 5.5420 3 1
A
A 5.3099 3 2
A
A 5.1887 3 3
A
A 5.1224 3 4
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Pr > F
0.2095

Pr > F
0.7506



Figura 10. Consumo de O, (respiracion).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.00412042 0.00137347
36 0.02309834 0.00064162
39 0.02721876
Coef Var Raiz MSE y Media
26.15206 0.025330 0.096858
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 36
Error de cuadrado medio 0.000642
Valor critico del rango estudentizado 3.80880
Diferencia significativa minima 0.0305

F-Valor
2.14

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.10646 10 3
A
A 0.10292 10 2
A
A 0.09798 10 4
A
A 0.08007 10 1

Figura 11. Tasa de liberacion de O,.

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.38643238 0.12881079
36 0.91987465 0.02555207
39 1.30630703
Coef Var Raiz MSE y Media
22.52410 0.159850 0.709685
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 36
Error de cuadrado medio 0.025552
Valor critico del rango estudentizado 3.80880
Diferencia significativa minima 0.1925

F-Valor
5.04

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.82893 10 1
A
A 0.76951 10 2
A
B A 0.66920 10 3
B
B 0.57110 10 4
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Pr > F
0.1121

Pr > F
0.0051



Figura 12. Rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria del PSII
(Fv/IFm).

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 0.01123933 0.00374644 3.50 0.0346
Error 20 0.02142072 0.00107104
Total correcto 23 0.03266006
Coef Var Raiz MSE y Media
4.017825 0.032727 0.814538
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 20
Error de cuadrado medio 0.001071
Valor critico del rango estudentizado 3.95829
Diferencia significativa minima 0.0529

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.84660 6 2
A
B A 0.82093 6 3
B A
B A 0.80100 6 4
B
B 0.78962 6 1

Figura 13. Rendimiento cuantico maximo para el fotosistema Il (¢pPSll)

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 0.02753979 0.00917993 3.03 0.0532
Error 20 0.06053417 0.00302671
Total correcto 23 0.08807396
Coef Var Raiz MSE y Media
11.37762 0.055016 0.483542
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 20
Error de cuadrado medio 0.003027
Valor critico del rango estudentizado 3.95829
Diferencia significativa minima 0.0889

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.51933 6 2
A
A 0.51450 6 1
A
A 0.45800 6 3
A
A 0.44233 6 4
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Figura 14. Transporte electronico aparente (rETR).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

DF

3
20
23

Coef Var
11.37762

Alfa

Suma de
cuadrados
182.9261812
402.0830685
585.0092497

Raiz MSE
4.483766

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

3

Cuadrado de
la media
60.9753937
20.1041534

y Media
9.40865

0.05

20.10415
Valor critico del rango estudentizado 3.95829

Diferencia significativa minima 7.2456

F-Valor
3.03

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

>>»>» > > > >

Media

42.326

41.932

37.327

36.050

Figura 15. Decaimiento No-Fotoquimico (NPQ).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

DF

3
20
23

Coef Var
28.20745

Alfa

Suma de
cuadrados
0.14716579
1.64548083
1.79264663

Raiz MSE
0.286835

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

N

1

Cuadrado de
la media
0.04905526
0.08227404

y Media
.016875

0.05

0.082274
Valor critico del rango estudentizado 3.95829

Diferencia significativa minima 0.4635

F-Valor
0.60

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

> > > > > > >

Media

1.0767

1.0543

1.0543

0.8822
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N

Pr > F
0.0532

Pr > F
0.6248



Figura 19. Centros de reaccion activos en la reduccion de Q, (10RC/ABS).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 4.04798201 1.34932734
60 11.84427181 0.19740453
63 15.89225382
Coef Var Raiz MSE y Media
8.739708 0.444302 5.083720
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 60
Error de cuadrado medio 0.197405
Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima 0.4151

F-Valor
6.84

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 5.3366 16 2
A
A 5.1871 16 3
A
A 5.1452 16 4
B 4.6659 16 1

Figura 21a. Flujo de excitacion absorbido por centro de reaccién (ABS/RC).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.67077510 0.22359170
60 1.81841678 0.03030695
63 2.48919188
Coef Var Raiz MSE y Media
8.764620 0.174089 1.986269
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 60
Error de cuadrado medio 0.030307
Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima 0.1626

F-Valor
7.38

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 2.15583 16 1
B 1.96764 16 4
B
B 1.93762 16 3
B
B 1.88399 16 2
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Pr > F
0.0005

Pr > F
0.0003



Figura 21b. Flujo de excitacion atrapado por centro de reacciéon (TRo/RC).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.36133808 0.12044603
60 0.90080832 0.01501347
63 1.26214641
Coef Var Raiz MSE y Media
7.745050 0.122529 1.582036
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 60
Error de cuadrado medio 0.015013
Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima 0.1145

F-Valor
8.02

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 1.70687 16 1
B 1.57012 16 4
B
B 1.54113 16 3
B
B 1.51003 16 2

Figura 21c. Flujo electrénico por centro de reacciéon (ETo/RC).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media
3 0.00804940 0.00268313
60 0.26005738 0.00433429
63 0.26810677
Coef Var Raiz MSE y Media
7.806492 0.065835 0.843341
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 60
Error de cuadrado medio 0.004334
Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima 0.0615

F-Vvalor
0.62

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.86136 16 4
A
A 0.84416 16 1
A
A 0.83445 16 2
A
A 0.83340 16 3
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Pr > F
0.0001

Pr > F
0.6054



Figura 21d. Disipacion térmica por centro de reaccion (Dlo/RC).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

DF

3
60
63

Coef Var
13.46175

Alfa

Suma de
cuadrados
0.04834319
0.17767127
0.22601446

Raiz MSE
0.054417

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima

0

Cuadrado de

la media F-Valor
0.01611440 5.44
0.00296119
y Media
.404233
0.05
60
0.002961

0.0508

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

Figura 22a. Rendimiento cuantico maximo de la fotoquimica primaria (pPo).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

A

W W W ww

DF

3
60
63

Coef Var
1.376799

Alfa

Media

0.44896

0.39752

0.39649

0.37396

Suma de
cuadrados
0.00084302
0.00723087
0.00807388

Raiz MSE
0.010978

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima

16

16

16

16

0

2

Cuadrado de

la media F-Valor
0.00028101 2.33
0.00012051
y Media
.797350
0.05
60
0.000121

0.0103

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

>>> > > > >

Media

0.802025

0.799213

0.795813

0.792350
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N

16

16

16

16

Pr > F
0.0022

Pr > F
0.0832



Figura 22b. Eficiencia con la que un excitéon atrapado mueve un electréon después

de QA (Yo).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

DF

3
60
63

Coef Var
5.417175

Alfa

Suma de
cuadrados
0.00084301
0.00723087
0.00807388

Raiz MSE
0.010978

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima

0

Cuadrado de
la media
0.00028100
0.00012051

y Media
.202650

0.05
60
0.000121

0.0103

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

Figura 22c. Rendimiento cuantico del transporte electrénico (pEo).

Fuente
Modelo
Error
Total correcto

>>»>» > > > >

DF

3
60
63

Coef Var
8.623412

Alfa

Media

0.207650

0.204188

0.200788

0.197975

Suma de
cuadrados
0.02535786
0.08157486
0.10693272

Raiz MSE
0.036872

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima

N

16

16

16

16

2

Cuadrado de
la media
0.00845262
0.00135958

y Media
0.

427586

0.05
60
0.00136

0.0344

F-Valor Pr > F
2.33 0.0832
F-Valor Pr > F
6.22 0.0010

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

> > > > >

w

Media

0.44461

0.44021

0.43141

0.39411
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N

16

16

16

16



Figura 23. Probabilidad de que un electron proveniente de los acarreadores
intermedios reduzca los acarreadores del lado aceptor del PSI (3RO).

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 0.03112490 0.01037497 9.91 <.0001
Error 60 0.06284656 0.00104744
Total correcto 63 0.09397146
Coef Var Raiz MSE y Media
9.869725 0.032364 0.327914
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 60
Error de cuadrado medio 0.001047

Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima 0.0302

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.36419 16 1
B 0.32362 16 2
B
B 0.31896 16 4
B
B 0.30488 16 3

Figura 24. Rendimiento cuantico para la reduccion de los aceptores del lado aceptor
del PSI (pRO).

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 0.00200849 0.00066950 1.62 0.1945
Error 60 0.02481767 0.00041363
Total correcto 63 0.02682616
Coef Var Raiz MSE y Media
14.48618 0.020338 0.140395
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 60
Error de cuadrado medio 0.000414

Valor critico del rango estudentizado 3.73709
Diferencia significativa minima 0.019

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N t
A 0.145975 16 1
A
A 0.143897 16 2
A
A 0.140374 16 4
A
A 0.131333 16 3
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Figura 25. indice de funcionamiento o rendimiento total (Pliotal)-

Fuente DF
Modelo 3
Error 60
Total correcto 63
Coef Var
30.30278

Alfa

Suma de
cuadrados
61.4367903
773.7485226
835.1853129

Raiz MSE
3.591073

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

Valor critico del rango estudentizado
Diferencia significativa minima

Cuadrado de
la media
20.4789301
12.8958087

y Media
11.85064

0.05

12.89581
3.73709
3.355

F-Valor
1.59

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento

>>»>» > > > >

Media

13.253

12.206

11.288

10.655
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Nt
16 2
16 4
16 1
16 3

Pr > F
0.2017
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