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RESUMEN
Con el fin de fortalecer el uso del haba como bioensayo para estudios de monitoreo ambiental
asociado con la presencia de cadmio, se evaluo la bioacumulacion y el efecto de este contaminante
en el crecimiento y ganancia de biomasa de raiz, tallo y hojas de plantas de haba (Vicia faba L.)
var. Major desarrolladas en cultivo hidroponico y expuestas a una concentracion de CdSO,de 0.112
ppm; Los resultados muestran que la exposicion al cadmio generd una disminucion
estadisticamente significativa en el crecimiento de la parte vegetativa, en la longitud de la raiz y en
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la produccion de biomasa en las plantas sometidas al contaminante; la raiz fue 6rgano en donde
se acumulo la mayor parte del cadmio seguido de hojas vy tallo. Las raices mostraron un
oscurecimiento y engrosamiento, muestra de un dano oxidativo, lo cual altera en funcionamiento
del tejido radicular afectando la absorcion de nutrientes, generando un pobre desarrollo de las
plantas sometidas al contaminante. Evidenciandose que las respuestas bioldgicas de crecimiento
y sintomatologia de la raiz, pueden ser buenos biomarcadores de toxicidad al cadmio en plantas.
Palabras clave: Cadmio, Vicia faba, bioacumulacion.

ABSTRACT

In order to contribute to the use of broad beans to evaluate bioaccumulation and biological effect
associated with exposure to cadmium, bioaccumulation and the effect of cadmium on growth and
biomass gain in broad bean plants (Vicia faba L.) var. Major in root, stem and leaf samples,
developed in hydroponic cultivation and exposed to a CdSO, concentration of 0.112 ppm; The
results show that the exposure to cadmium generated a statistically significant decrease in the
growth of the vegetative part, in the length of the root and in the biomass production in the plants
subjected to the pollutant; the root was an organ where most of the cadmium accumulated
followed by leaves and stem. The roots showed a darkening and thickening. The oxidative damage
alters the functioning of the root tissue, affecting the absorption of nutrients, generating a poor
development of the plants subjected to the pollutant. Evidenced that the biological responses of
growth and root symptoms can be good biomarkers of toxicity for plants.

Keywords: Cadmium, Vicia faba, biacumulation.

INTRODUCCION

Los contaminantes ambientales, liberados por actividades antropocéntricas, entre los que
se incluyen gases nocivos, pesticidas y metales pesados, representan una amenaza para la biota
en todo el mundo. Entre estos, la contaminacion por metales pesados de los suelos agricolas es
una seria amenaza ambiental que afecta a muchos procesos fisioldgicos y metabdlicos en las
plantas, disminuyendo el crecimiento de las plantas (Adrees et a/, 2015; Keller et a/, 2015; Rizwan
et al, 2015).

Entre los metales pesados, el cadmio (Cd**) es un elemento altamente peligroso con
efectos fitotoxicos derivados de su gran solubilidad en el agua que ademas no tiene una funcion
bioldgica en plantas y animales. La absorcion de Cd®" por las plantas es un paso importante para
la entrada de éste en la cadena alimentaria, su absorcion y posterior bioacumulacion en la planta
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dependen de las caracteristicas del metal y de las propiedades fisicoquimicas del suelo (Prieto et
al, 2009). EI Cd?* es facilmente asimilable por las raices de las plantas y transportado a las hojas
a través del xilema, la mayoria de las plantas son sensible a bajas concentraciones de este
contaminante (Leita et a/, 1996).

El estrés por Cd?" también disminuye la absorcion y distribucion de elementos esenciales
en plantas (Ahmad et a/, 2011; Hediji et a/, 2015). Al absorber las plantas este metal, la
fitotoxicidad se expresa por la reduccion de su crecimiento y elongacion de las raices, en parte
debido a la interferencia de Cd”* con la nutricion mineral, debido a que dificulta la absorcion y
traslocacion de elementos esenciales como Ca, Cu, Mn y Fe. Este contaminante causa inhibicion
de procesos fisiolégicos tales como la fotosintesis, respiracion, elongacion celular, relaciones
hidricas de la planta y en la asimilacion de nitrogeno, sulfuros y fosfatos, dando como resultado
un pobre crecimiento y desarrollo de la planta (Mishra et a/, 2006).

A pesar de que este no es un metal redox activo, si puede causar estrés oxidativo en las
plantas debido a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) entre las que se incluyen el
anion superoxido (O%) y el peroxido de hidrogeno (H,0,), entre otras (Zhang et a/, 2009). Una
sobreproduccion de ROS puede causar desordenes fisioldgicos en las plantas que pueden dar
como resultado una reduccion en el crecimiento y la biomasa (Ahmad et a/, 2011; Saidi et a/,
2013; Arshad et al, 2015; Farooq et a/, 2016).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad de bioacumulacion y el efecto del
cadmio en el crecimiento y ganancia de biomasa en plantas de haba (Vicia faba L.) var. Major en
muestras de raiz, tallo y hojas.

METODOLOGIA
Se utilizaron semillas certificadas de haba (Vicia faba L.) var. Major, mismas que se
conservaron en un lugar fresco y seco hasta el inicio de la experimentacion.

Desarrollo del experimento

Se pusieron a germinar 36 semillas colocandolas en charolas de unicel entre dos capas de
algoddn humedecido en agua bajo condiciones controladas de laboratorio (25 = 1° C, y en
obscuridad), cuando la radicula alcanzd 1 cm de longitud, se trasplantaron a un sustrato inerte
(peatmost, vermiculta y agrolita, 1:1:1) y fueron regadas con solucién nutritiva comercial hasta que
alcanzaron una longitud del tallo entre 15 y 20 cm; se seleccionaron 12 plantulas que fueron
trasplantadas a un sistema hidropodnico con solucion nutritiva comercial; se usaron dos
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contenedores (80 cm x 45 ¢cm x 25 ¢cm) con 6 plantulas cada uno, que contenian 23 | de solucion;
un contenedor se mantuvo solamente con solucion nutritiva comercial, y al otro se le agregaron 92
w1 de solucion de CdSO, a una concentracion de 0.112 ppm, valor limite establecido por la Norma
Oficial Mexicana (NOM-001-ECOL-1996); ambos contenedores fueron monitoreados diariamente
y la cantidad de solucion nutritiva se mantuvo constante durante todo el periodo de
experimentacion (siete semanas, tiempo del desarrollo vegetativo de la planta).

Al término del periodo de experimentacion, se cosecharon las 12 plantas, se separaron en
raiz, tallo y hojas; se midié la longitud de los diferentes érganos de la planta con una cinta métrica
y una regla graduada; se obtuvo ademas, el peso fresco y seco de la raiz, tallo y hojas, para lo cual
las muestras se secaron en una estufa a 70° C por 72 h; este material se utilizo para determinar
la ganancia de biomasa y la bioacumulacién de Cd?" en cada 6rgano de la planta.

A medida de determinar el efecto del contaminante en el desarrollo inicial del sistema
radicular, se realizd un segundo experimento en donde se sometieron plantulas de |/ 7aba con una
altura de 15-20 c¢cm a tres concentraciones de CdSO, (0.028 ppm, 0.056 ppm, 0.112 ppm y un
control). Las plantas se mantuvieron en condiciones controladas de laboratorio (25 = 1° C,y en
presencia de luz), por dos semanas, y se midio lo largo de la raiz primaria, desde la punta hasta el
inicio del hipocatilo.

Determinacion de la bioacumulacion del Cd?*

La determinacion de la bioacumulacion del Cd?" se realizo por medio de un
Espectrofotometro de Absorcion Atdmica de Flama (marca Perkin Elmer modelo PinAAcle 900T),
se empled una lampara para Cd** con una longitud de onda de 228.8 nm; para las determinaciones
se pesaron 2 gr de muestra vegetal (raiz, tallo y hojas) sometidas al contaminante y del testigo, se
consideraron tres repeticiones de cada tejido.

Las determinaciones se realizaron en Laboratorio de Analisis y Monitoreo Ambiental del
CIIEMAD IPN (Centro Interdisciplinario de Investigaciones y Estudios sobre Medio Ambiente y
Desarrollo del Instituto Politécnico Nacional).

Diseflo experimental y estadistico

Se utilizé un disefo completamente al azar con dos tratamientos (testigo negativo y solucién
de 0.112 ppm de CdSO,) con tres repeticiones cada una. Los datos se analizaron mediante el
programa estadistico Past 3.2. Se probo la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk
y se realizo un ANOVA de una via y una comparacion multiple de medias Tukey con una P<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis estadistico muestra diferencias significativas (P<0.001) en el crecimiento y
biomasa entre las plantas sometidas al contaminante y el control. Las plantas sometidas al Cd*"
(0.112 ppm), presentaron una reduccion importante en el crecimiento y la ganancia de biomasa
por efecto del metal en los tres organos evaluados (raiz, tallo y hojas), con respecto al control, el
crecimiento de la raiz fue 43% menor, seguido del tallo (20%) vy hoja (27%) (Figura 1 Ay B), lo cual
también se ve reflejado en el peso seco o ganancia de biomasa.

La acumulacion de Cd?* en los tejidos de las plantas puede causar alteraciones importantes
en diversos procesos fisiologicos lo cual resulta en un pobre crecimiento, desarrollo y productividad
de las plantas (Rodriguez-Serrano et a/, 2009; Siddiqui et al, 2012). Esta inhibicion del crecimiento
puede ser una consecuencia de alteraciones en la tasa fotosintética y la asimilacion de nutrientes
esenciales generada por el Cd*" (Benavides et a/, 2005; Kurtyka et a/, 2008).

Pramanik y colaboradores (2018) han documentado que uno de los efectos provocados por
el cadmio en las plantas son las alteraciones fisiologicas y morfologicas como la inhibicion de la
germinacion de semillas, el retraso en crecimiento de la raiz—brote y clorosis en hojas, entre otros.
Se sabe también que las alteraciones bioquimicas pueden afectar el proceso de fotosintesis,
aumentar el estrés oxidativo, provocar interrupcion de la actividad hormonal e interferencia en la
absorcion de oligoelementos esenciales y estimular la senescencia.

El cadmio inhibe la entrada, transporte vy utilizacion de elementos esenciales (Ca, Mg, P vy
K) y del agua, lo que origina desequilibrios nutricionales e hidricos en la planta (Rodriguez et a/,
2008). Ademas, inhibe la formacion de raices laterales y provoca alteraciones en la raiz principal,
haciendo que ésta se vuelva rigida y que tome una coloracion marron, lo que resulta en la reduccion
del crecimiento e incluso la muerte de la planta (Espanany et a/, 2015).
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Figura 1. Longitud final de tallo, hojas y raiz (A) y peso seco (ganancia de biomasa) (B) de plantas
de Vicia faba L. sometidas a solucion nutritiva comercial, sin cadmio y solucion nutritiva
comercial adicionada con 0.112 ppm de CdSO, .

Altas concentraciones de Cd?* (100 mg Cd** kg'!) disminuyen el area foliar y en contenido
de materia seca ademas de la tasa fotosintética, conductancia estomatica, el contenido de
anhidrasa carbonica, la actividad de la enzima nitrato reductasa y el contenido de N. Sin embargo,
existe un incremento importante en el contenido y actividad de las enzimas antioxidantes tales
como la superdxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y glutation reductasa. La
disminucion en la actividad de la enzima nitrato reductasa vy el contenido de N, mostro que el Cd?*
afecta el metabolismo del nitrégeno de manera negativa (Rodriguez et a/, 2008).
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El analisis estadistico mostré diferencias significativas (P<0.001) con respecto a la
bioacumulacion del Cd?*, en los diferentes 6rganos de las plantas (raiz, tallo y hojas). Los
resultados indican que el Cd?*, se bioacumuld principalmente en la raiz de la planta (475.22 mg
ke!), seguida de las hojas (7.8 mg kg?) y el tallo (11.2 mg kg?) respectivamente, las
concentraciones de Cd*" en tallo, hoja fueron 98% y 92% menores que lo bioacumulado en raiz
(figura 2). Es evidente que la raiz es el sitio de mayor bioacumulacion mostrando a la vez una baja
translocacion del metal a la parte aérea.
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Figura 2. Bioacumulacion de Cd?*, en los diferentes 6rganos (tallo, hojas y raices) de plantas de
Vicia faba L., sometidas a dos concentraciones de CdSO, (0.0 ppm y 0.112 ppm) durante
siete semanas.

El Cd** se acumuld proporcionalmente a la concentracion suministrada exogenamente en
las raices, ademas, es de suponer que esta bioacumulacion esta también relacionada con el tiempo
al que fueron sometidas las plantas al contaminante. Seguin Rodriguez et a/. (2008), la raiz actua
como una barrera de defensa de la planta ante la presencia del cadmio, lo cual se produce a través
de la inmovilizacion de este metal por las pectinas de la pared celular, es decir, este ¢rgano posee
la capacidad de atrapar cadmio tratando de evitar que este se distribuya al resto de la planta, por
esta razon la radicula se ve mayormente afectada por el cadmio.

El cadmio analizado se encontrd tanto en las plantas sometidas a cadmio como en las que
no se sometieron a él, estas Ultimas a una concentracion muy baja (1.64 mg/Kg); el Cd*" aun
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cuando no es un elemento esencial, puede encontrarse en la planta en bajas concentraciones (<1
mg kg?), siendo facilmente absorbido y acumulado por las raices, limitando su transporte a la parte
aérea (Almagro et al, 2015).

Lo anterior corrobora lo mencionado por Rodriguez y colaboradores en el 2008, en donde
menciona que, de manera natural, el cadmio es capturado por la vacuola de las células
acumulandose mayoritariamente en la raiz, solo una pequena fraccion es trasladada a la parte
aérea de la planta distribuyéndose de manera decreciente en la estructura de la planta (tallo, hojas,
frutos y semillas).

Un efecto atribuible a la contaminacion por cadmio en las raices fue un oscurecimiento vy
engrosamiento del tejido radicular e inhibicion de la ramificacion. Esta Las siete semanas que se
mantuvieron las plantas sometidas al contaminante (CdSO,) provocaron los sintomas conocidos y
relacionados con alta toxicidad en las raices de V. faba, estos sintomas consisten en un fuerte
pardeamiento, engrosamiento del tejido radicular e inhibicion de la ramificacion (Figura 3). Las
raices laterales también se vieron afectadas en términos de tamano y color.

Esta caracteristica que se observa en las raices ya ha sido mencionada en otros trabajos
realizados con V. faba en donde plantulas de esta especie se sometieron a diferentes
concentraciones de cadmio durante 48 h, observandose al final del experimento este
oscurecimiento caracteristico (Pedrosa et al, 2011; Souguir et al, 2011), segun Sharma vy
colaboradores (2012) estas caracteristicas pueden ser sintoma de un proceso oxidativo generado
por la presencia de los metales en las plantas que favorece la generacion de ROS (Especies
Reactivas de Oxigeno) y una alta concentracion de estas genera una peroxidacion de los lipidos
de la membrana celular, la oxidacion de proteinas y una inhibicion enzimatica, lo cual justificaria
nuevas lineas de investigacion para comprobarlo.

El cadmio como metal es capaz de unirse a los grupos sulfhidricos de las proteinas,
inhibiendo su actividad o generando la ruptura de su estructura; ademas, puede desplazar
elementos esenciales para las plantas como el Fe, Mg, Mn y Ca generando especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo cual provoca la obstruccion de las funciones fisiologicas y bioquimicas de las
células (Pedrosa etal, 2011; Garcia et al, 2012; Méndez-Hurtado et al, 2013; Pernia, 2013). Como
consecuencia de esto se observa también una reduccion en el alargamiento de la raiz,
posiblemente relacionado con la disminucion de la actividad del meristemo apical y el alargamiento
celular.
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N

y el control (derecha) (A), sintomas del efecto del Cd?" en la raiz sometida a 0.112 ppm (B)
y control (C).

Se ha destacado la afinidad que tienen los metales pesados, como principales ligandos, por
grupos sulfhidrilos, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo, el resultado de estas uniones
ligando-metal puede ser muy perjudicial para la célula, por una lado provocan una accion genérica
sobre proteinas por inhibicion de la actividad o por disrupcion en la estructura de las mismas, lo
cual puede promover el desplazamiento de elementos esenciales de su metabolismo estandar,
produciendo efectos de deficiencia, y finalmente este tipo de uniones favorece la catalisis de
reacciones de reacciones de generacion de moléculas ROS (Especies Reactivas de Oxigeno) o
radicales libres que provocan fendomenos de estrés oxidativo, todo esto en conjunto, generaria un
menor crecimiento y desarrollo de las plantas, aunado a esto, se sabe que el Cd*", puede llegar a
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sustituir el &tomo de Mg, que forma parte de la molécula de clorofila, trayendo como consecuencia
una disminucion en la actividad fotosintética afectando la produccion de biomasa de las plantas
expuestas al contaminante (Navarro-Avifa et a/, 2007: He et a/, 2008).

En el segundo ensayo realizado, en donde se evaluo el crecimiento inicial de la raiz en tres
concentraciones de Cd?* (0.028, 0.056 y 0.112 ppm) se observo que en la concentracion mas baja,
el crecimiento radicular fue mayor que en el testigo, lo cual podria indicar que el Cd?" en bajas
concentraciones puede promover la elongacion y division celular; lo contrario sucede con las raices
sometidas a las restantes concentraciones (0.056 y 0.112 ppm) en donde se observa una
disminucion del crecimiento comparado con el testigo (figura 4), pues se mantuvieron a lo largo
de las dos semanas de tratamiento, con un promedio de crecimiento por debajo de los niveles del
testigo (6.09 y 5.08 cm respectivamente) (Figura 4).

En un trabajo realizado con plantulas de diferentes variedades de arroz y lenteja, expuestas
a0,25,0,5y 1 mg/L de Cd*" se observo un estimulo de crecimiento en plantulas expuestas a bajas
concentraciones de Cd?" obteniendo inclusive longitudes superiores al control (Afiazco, 2019).
Pramanik et a/ (2018) encontré un comportamiento similar en arroz mencionando que la absorcion
de bajas concentraciones de cadmio en arroz estimulaba el crecimiento de las plantulas.

Los resultados de esta investigacion se corroboran con lo mencionado por estos autores,
en donde la concentracion mas baja de cadmio promovié un incremente en el crecimiento. Ciertas
plantas poseen la capacidad de tolerar el cadmio a bajas concentraciones sin mostrar ningun
sintoma de toxicidad (Chavez et a/, 2015).

En esta investigacion, se observa un mayor crecimiento de la raiz en plantulas sometidas a
bajas concentraciones de cadmio (0.028 ppm), lo que hace suponer que a esa concentracion el
contaminante es un estimulador del crecimiento; este comportamiento de la plantula de haba
puede describirse como un efecto de hormesis, el cual se interpreta como un estimulo del
crecimiento de las plantulas expuestas a bajas concentraciones y una inhibicion para aquellas
plantulas expuestas a mayores concentraciones (Belz et al, 2018)
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Figura 4. Elongacion de la raiz de plantulas de V. 7aba, desarrolladas en cultivo hidropdnico con

tres concentraciones de CdSO, (0.028, 0.056 y 0.112 ppm) a lo largo de 144 h (dos
semanas).

CONCLUSION

La raiz fue el 6rgano en donde se acumuld la mayor parte del cadmio seguido de hojas y
tallo, como resultado de esto, las raices presentaron una alteracion morfologica, adquiriendo una
coloracion oscura y un engrosamiento del tejido, lo cual es indicativo de un dafo oxidativo
generado por la presencia de ROS (especies reactivas de oxigeno).

El efecto del Cd?** sobre las proteinas de la membrana celular promueve el desplazamiento
de elementos esenciales en la planta, produciendo efectos de deficiencia, afectando la capacidad
de absorcion de nutrientes lo que se ve reflejado en un bajo desarrollo de la planta y una
disminucion en la biomasa total.

Estas respuestas bioldgicas (crecimiento y sintomatologia de la raiz) pueden ser buenos
biomarcadores de toxicidad para plantas expuestas al Cd”* y ser propuestas como una herramienta
para estudios de monitoreo ambiental.
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