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RESUMEN

El equilibrio de ecosistemas aridos se ha visto alterado en las Gltimas décadas por
un marcado aumento de contaminantes como los elementos potencialmente toxicos
(EPTs). Las plantas han sido utilizadas para la diagnosis o predicciébn de las
consecuencias negativas de actividades antropogénicas mediante el estudio de sus
procesos fisiolégicos, respuestas bioquimicas, mecanismos de adaptacion y
mortalidad. Los mecanismos internos de tolerancia y la respuesta ecotoxicoldgica de
plantas a la exposicion de metales esenciales y no esenciales han sido poco
abordados en ambientes &ridos y semiaridos en el Valle de Mexicali. El objetivo del
estudio fue evaluar el efecto de Cobre y Cadmio en las respuestas fisioldgicas,
bioquimicas y moleculares de P. juliflora. Se evaluaron semillas de P. juliflora en
condiciones hidropénicas y bajo estrés por diferentes concentraciones de Cu®* (0.1
mM, 1 mM y 10 mM) y Cd?* (50 pM, 100 puM, 1000 pM) y tiempos de exposicion (4,
8, 12, 24, 48 hr). Se utilizaron tejidos de (hoja, tallo, raiz y embriones) para la
determinacién del contenido de (EPTs). Se utilizO RNA Total de P. juliflora para la
amplificacion de los genes MT's y FQ's por RT-PCR y se utilizé6 espectroscopia de
absorcién atdbmica con horno de grafito (GFAAS) para determinar la concentracion
del metal. Se emple6é un modelo completamente al azar con cinco repeticiones para
cada uno de los tratamientos. Los posibles mecanismos de tolerancia y
detoxificacion de Cd®* y Cu®* presentes en las plantas de P. juliflora contribuyen al
entendimiento de los mismos, asi como también permiten realizar estudios
posteriores donde el potencial biotecnologico de P. juliflora pueda ser utilizado como
una alternativa de detoxificacion de suelos contaminados en el Valle de Mexicali.

Palabras claves: mecanismos de tolerancia, estrés, metales pesados



ABSTRACT

The balance of arid ecosystems has been altered in recent decades by a marked
increase of contaminants such as potentially toxic elements (EPTs). Plants have
been used for diagnosis or prediction of negative consequences of anthropogenic
activities through the study of their physiological processes, biochemical responses,
mechanisms of adaptation and mortality. The internal mechanisms of tolerance and
ecotoxicological response of plants to the exhibition of essential and nonessential
metals have been little discussed in arid and semiarid in the Mexicali Valley. The aim
of the study was to evaluate the effect of copper and cadmium on physiological,
biochemical and molecular responses of P. julifiora. Seeds of P. juliflora were
evaluated in hydroponic conditions and under stress by different concentrations of
Cu?* (0.1 mM, 1 mM y 10 mM) and Cd** (50 uM, 100 uM, 1000 uM) and exposure
times (4, 8, 12, 24, 48 hr). Tissues (leaf, stem, root and embryo) for determining the
content of (EPTs) were used. P. juliflora Total RNA was used for amplification of FQ's
MT'sy genes by RT-PCR was used and atomic absorption spectroscopy with graphite
furnace (GFAAS) for determining the concentration of the metal. A model completely
randomized with five replicates for each treatment was used. Possible mechanisms
of tolerance and detoxification of Cd2 + and Cu2 + in plants of P. juliflora contribute
to the understanding of them, as well as allow for further studies where the
biotechnological potential of P. juliflora can be used as an alternative detoxification

contaminated soil in the Mexicali Valley.

Keywords: tolerance mechanisms, stress, heavy metals
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Introduccion

l. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el resultado del desarrollo de asentamientos poblacionales y
actividades antropogénicas como la mineria, han favorecido a una mayor persistencia y
bio-disponibilidad de elementos quimicos en los ecosistemas semiaridos afectando de
esta forma su estructura y funcién (Abdul et al., 2009; Del toro et al., 2010; Lee et al.,
2013). Los metales pesados pueden ser esenciales o no esenciales para los seres
Vivos, pero todos ellos en exceso representan un riesgo potencial para la salud de las
especies que habitan estos ecosistemas entre ellas al ser humano (Gonzalez-Mendoza
y Zapata-Pérez, 2008). El empleo de la fitorremediacion como una de las tecnologias
de remediacion disponibles para la recuperacion de suelos contaminados con metales
(esenciales y no esenciales) en diferentes ecosistemas, ha demostrado ser una
tecnologia factible a través de la vegetacion nativa comparada con los métodos fisicos-
guimicos debido a que ofrece un menor impacto ambiental y un menor costo
econémico (Salt y Kramer, 2000; Mullapudi et al., 2008). La fitorremediacion es una
tecnologia verde que se puede aplicar para la eliminacion de contaminantes organicos
e inorganicos presentes en diferentes ambientes (suelo, agua o aire) mediante
procesos que involucran al tejido foliar, las raices y microorganismos rizosféricos
asociados a las plantas (Newman y Reynolds, 2004; Haque et al., 2009). Actualmente,
existe un interés creciente en determinar las bases fisiologicas, bioquimicas y genéticas
de los mecanismos de tolerancia y acumulacién de metales esenciales y no esenciales
en plantas de ambientes semiaridos (Verbruggen et al., 2009). En este sentido, las
plantas de mezquite (Prosopis sp.) representan un modelo idoneo para el estudio de

los procesos involucrados en la tolerancia a metales.



Introduccion

El mezquite es una planta de la familia de las leguminosas perteneciente al género
Prosopis, se encuentra ampliamente distribuida principalmente en ambientes aridos y
semiaridos de México y Estados Unidos de Norte América (Rzedowski, 1988). Estas
plantas pueden ser cultivadas de manera eficiente en condiciones controladas a nivel
de laboratorio y en invernadero. Ademas presentan propiedades metabdlicas y
genéticas que le permite desarrollarse en presencia de altas temperaturas, estrés
hidrico y salino (Villagra et al., 2005). Estas propiedades hacen que el mezquite pueda
ser considerado como un organismo con potencial biotecnoldgico en la fitorremediacion
de ambientes aridos y semiaridos afectados por la presencia de metales.

Por lo tanto en el presente trabajo se estudio la expresion de los genes que codifican
los genes de las metalotineinas y la fitoquelatin sintetasa, asi como el efecto a nivel
fisioldgico y morfolégico en especies de plantas de Prosopis sp expuestas a cobre Cu®*

y cadmio Cd?*.



Hipotesis y Objetivos

Il.  HIPOTESIS
La exposicién de plantas de Prosopis sp.,a diferentes dosis de Cu®* (esencial) y Cd?*

(no esencial) inducen la activacion de mecanismos de tolerancia a nivel molecular
como la expresion de fitoquelatin sintetasa (FQS) y metalotionenas (Mts), para
mantener la estabilidad celular y contrarrestar los efectos negativos de los metales

esenciales y no esenciales en la fisiologia de la planta.

. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Evaluar los cambios a nivel molecular y fisiolégico en plantas de Prosopis sp.,

expuestas a elementos esenciales (Cu®") y no esenciales Cd**.

3.2. Objetivos particulares

1 A nivel fisiolégico, evaluar el efecto del Cu?* y Cd** en la inhibicién de la fotosintesis
de P. juliflora (SW) mediante la determinacién de parametros fotosintéticos como
fluorescencia de clorofila, pigmentos fotosintéticos y fuga de electrolitos.

2 Evaluar la capacidad de bioacumulacién de P. juliflora (SW) al ser expuesta a Cu®*
y Cd** y determinar el indice de transferencia de estos metales en la planta.

3 A nivel molecular, identificar y evaluar la expresion de los genes de
metalotioneinas, Mtl, Mt2 y Mt3. Asi como la induccién del gen de FQS en
diferentes tejidos de P. glandulosa (SW) y P. juliflora expuestas a diferentes

concentraciones de Cu?* y Cd**, mediante la técnica de RT-PCR.
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IV. ANTECEDENTES

4.1 Importancia de las Zonas Aridas y Semiéaridas

Las regiones aridas y semiaridas en el mundo se caracterizan por presentar una baja
disponibilidad de agua cuantificada a base de la precipitacion media anual en relacion
con la evaporacion de un &area geogréfica determinada (Padmavathiamma et al., 2014).
De tal forma que cuando esta relacion es menor a 0.65 se considera zona de clima
arido y semiarido (Mazuela, 2013). Entre los factores que pueden influir en la presencia
de una alta evaporacion se encuentran: la radiacion solar incidente, la presion de vapor
del aire, gran fluctuacién de temperaturas diurna/ nocturna y la velocidad del viento
(UNESCO, 2006). Los cuales pueden favorecer a la presencia de sales en el suelo,
provocando la salinizacion de los mismos. Por otro lado, factores como la capacidad de
retencién de agua, textura, profundidad y contenido de materia organica en los suelos,
podrian ser un aspecto importante en el proceso de salinizacion (Goykovic, 2012). En
México las zonas aridas y semiaridas, representan mas del 40% de la superficie total
del territorio y se localizan principalmente en el altiplano Mexicano en la parte central y
norte del pais (CNA, 2002). La importancia de la regién norte y noroeste del pais,
radica en la poblacion cercana a los 77 millones que aportan el 84% del producto
interno bruto del sector agricola a nivel nacional (Sanchez et al., 2007); aun cuando se
caracteriza por ser una zona semiarida con precipitaciones anuales del 20% del total a

nivel nacional (Tortajada, 1998).
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4.2 Presencia de elementos potencialmente téxicos en ecosistemas
semiéridos

El término elementos potencialmente toxicos (EPTs) se refiere a los elementos
esenciales y no esenciales que pueden generar sintomas de toxicidad e inhibicion del
crecimiento en las plantas (Dietz et al., 1999).

En las ultimas décadas y particularmente a partir de los afios ochenta, Baja California
(BC), México, ha sido una de las zonas agricolas mas productivas del pais, con un
elevado volumen de exportacion local e internacional de productos horticolas, siendo
las zonas de mayor produccion San Quintin y el valle de Mexicali. El valle de Mexicali
se caracteriza por tener un clima arido, en donde el principal aporte del agua para uso
en los diversos sectores procede del Tratado Internacional de Limites y Aguas
celebrado con Meéxico en 1944 (Quintero-Nufiez y Moncada-Aguilar, 2008). No
obstante, factores antropogénicos como la urbanizacion, la presencia de la industria
geotérmica y las actividades agropecuarias, pueden aportar cantidades importantes de
EPTs al ambiente representando un riesgo latente para la salud de la poblacion y la
estabilidad del valle de Mexicali (Han y Singer, 2007; Gomez-Puentes et al., 2014). Por
otra parte, las variaciones ambientales caracteristicas de los sitios semiaridos tienden a
modificar, las propiedades edaficas de los suelos del valle de Mexicali (pH alcalino,
anoxia, salinidad y actividad microbiana), modificando los procesos de acumulacién,
biodisponibilidad y movilizacibn de EPTs en estos edafosistemas (Espinosa-Reyes,
2014). Por ejemplo, el riego y la fertilizacién en las zonas aridas pueden provocar un
aumento de las concentraciones de EPTs en la zona de la raiz debido a la alta
evapotranspiracion y formacion de sales (Oren et al., 2004). Adicionalmente, las

actividades mineras en la region han provocado, la incorporacibn de grandes
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cantidades de EPTs al ambiente a través de sus procesos de extraccion y manejo de
residuos (Mendez y Maier, 2008; Salas-Luévano, 2009; Huerta-Diaz, et al., 2014).

Algunos metales esenciales y no esenciales como el Cu®** y el Cd** son comlUnmente
encontrados en altas concentraciones en los suelos de los ambientes aridos y
semiaridos, en donde pueden causar efectos negativos a la salud de las plantas
(Abbaslou et al., 2014). En el caso del Cu?*, su presencia en el ambiente puede ser
resultado de actividades mineras, industria metalirgica y electrénica (Jadhav y
Hocheng, 2012). Por su parte, las actividades agropecuarias, principalmente, la
aplicacion de fertilizantes fosforados, aguas residuales y la sobre explotacion de pozos
de riego, son las principales fuentes de aporte de Cd** al suelo (Cheng, S., 2003). Los
efectos y los mecanismos de desintoxicacién del Cu®" en las plantas son mejor
comprendidos que los del Cd?*. En forma general se sabe que ambos metales
ocasionan una disminucion en la asimilacion del carbono, generan estrés oxidativo,
afectan la capacidad fotosintética e inhiben el crecimiento (Das et al., 1997; Yruela,

2009; Zhou y Qiu, 2005).

4.3 Tolerancia de las plantas a los EPTs en ambientes aridos y semiaridos

En las regiones aridas y semiaridas, las plantas estan expuestas a una serie de
factores fisico-quimicos, temperaturas extremas, baja precipitacion, vientos de alta
velocidad y presencia de EPTs que afectan su crecimiento, desarrollo y productividad
(Padmavathiamma et al., 2014). Las plantas presentan una serie de mecanismos
celulares que pueden estar participando en la tolerancia a elementos potencialmente
toxicos. Estos mecanismos son diversos e involucran la asociacion con

microorganismos simbiodticos, el secuestro del metal en la pared celular de la planta, la
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precipitacion con exudados radicales, la reduccién de la absorcion del metal por la
membrana plasmatica y la quelacién del metal en el citosol por diversas moléculas.

Ademas la presencia de transportadores especificos localizados en el tonoplasto que
permiten el secuestro del metal y su transporte a vacuolas, no se descarta. De tal forma
gue estos mecanismos permiten a la planta mantener la concentracion de los EPTs
dentro de los limites fisiologicos permisibles en las células, favoreciendo su desarrollo
fisiolégico en ambientes extremos (Gonzalez-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008; Yong-
Hoe et al., 2013). La presencia de tolerancia a EPTs en las plantas puede definirse
como el resultado de un proceso evolutivo que confiere a distintas especies, la
capacidad de crecer y desarrollarse en ambientes con concentraciones elevadas de
elementos esenciales y no esenciales (Linhart y Grant, 1996; Hall 2002). Donde los
cambios evolutivos que han dado origen a la tolerancia son resultado del desarrollo de
una serie de mecanismos eficientes y especificos que permiten mantener la adsorcién
de elementos esenciales dentro de intervalos fisiologicos permisibles; ademas de
proporcionar la capacidad de inactivar metabdlicamente los elementos esenciales y no
esenciales cuando representan un riesgo para la integridad celular (Linhart y Grant,

1996; Cai y Ma, 2002).

Autores como Shat et al., (2000), han clasificado a la tolerancia de acuerdo a la serie
de mecanismos moleculares o bioquimicos que la conforman en: a) co-tolerancia, la
cual puede ser el resultado de un mecanismo especifico que confiere una tolerancia a
diversos metales; b) multiple-tolerancia, en donde la tolerancia es generada por una
serie de mecanismos independientes para cada metal o metales que interaccionan de

manera conjunta, para evitar el dafio a la planta. De estas dos ideas, las evidencias
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sugieren que la multiple-tolerancia es la que se encuentra presente en la mayoria de

las plantas (Macnair et al., 2000).

La presencia de multiple-tolerancia ha permitido que las plantas desarrollen tres
estrategias basicas (Figura 1), para establecerse en suelos con niveles toxicos de
metales: a) exclusion: esta estrategia consiste en una limitada acumulacion de metales
en las partes aéreas de las plantas e involucra una acumulacion preferente en el
sistema radical; b) indicadoras: esta estrategia se caracteriza porque las plantas
acumulan metales en sus tejidos que generalmente reflejan los niveles de metales
presentes en el ambiente. Ejemplo de ello se ha encontrado a los musgos (Bryophyta)
como bioindicadores de altas concentraciones de metales en agua y a Stanleya pinnata
(Prince’s Plume) como indicadora de selenio (Se) (Wendy Ann Peer et al., 2005) y c)
hiperacumulacion: se caracteriza por la capacidad de la planta de bioacumular altas
concentraciones de metales en sus tejidos principalmente en las partes aéreas (Baker,
1981; Baker y Walker, 1990; Vogel-Mikus$ et al., 2006). Asi mismo, se ha propuesto
definir la hiperacumulacion como el cociente de las concentraciones del metal de los
brotes a la raiz (o indice de translocacién), que normalmente es >1 en

hiperacumuladoras (van der Ent et al., 2013).
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Figura 1. Estrategias de respuestas de las plantas al incrementar la concentracion de
metal en suelo (Modificado de Hunt et al., 2014).
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4.4  Tolerancia del mezquite a EPTs

La restauracion ambiental implica la seleccion, justificacion, optimizacion y aplicacion
de las técnicas adecuadas para la recuperacion de areas afectadas. Parte de estas
metodologias (fitotecnologias) consideran el uso de las plantas, dado su bajo impacto
ambiental (Chaney et al., 1997; Iskandar y Adriano, 1997; Vidal-Durango et al., 2010).
El término genérico "fitorremediacion” atribuye al prefijo griego fito (planta), adscrito al
latin raiz remedium (para corregir o eliminar un mal). La fitorremediacion es una
solucion tecnoldgica eficaz y factible utilizada para extraer los metales del suelo de
manera respetuosa a su entorno (Voijant Tangahu et al., 2011; Padmavathiamma et al.,
2014).

Por otro lado, en la fitorremediacion de sitios contaminados en regiones aridas y
semiaridas se considerado recientemente el uso de especies de Prosopis sp.
(Padmavathiamma et al., 2014). Estas especies posen una serie de diversos
mecanismos que involucra una gran variedad de compuestos quelatantes que podrian
desempeiiar un papel importante en la fisiologia y la proteccion contra el estrés
causado por los metales en la planta (Mokgalaka-Matlala et al., 2009). Por ejemplo en
plantulas de P. laevigata sometidas a estrés por Pb (I) y Ni (II) en medios de cultivo, se
demostré que esta especie presentaba una alta capacidad de bioacumular dichos
elementos en sus tejidos, indicando una posible translocacién de los elementos toxicos
de las raices hacia las partes aéreas. De la misma manera, con base en el factor de
bioacumulacién obtenido (Ni superior a 32 y por arriba de 21 para Pb), se determiné
que P. laevigata puede ser una especie prometedora para fines de fitorremediacion de
Pb (1) y Ni (Il) (Buendia-Gonzalez et al., 2010). Por otra parte, Beramendi-Orosco et
al., (2013) determinaron que especies de P. juliflora, pueden ser buenas indicadoras de

contaminacion en sitios con altas concentraciones de metales pesados como (Cu, Pby
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Zn), debido a una alta capacidad de acumulacion y baja movilidad de dichos metales
en el tallo, lo que proporciona informacion acerca de la cronologia y las fuentes de
contaminacion en los sitios analizados a través del tiempo. Asi mismo, Usha et al.,
(2009), observaron que P. juliflora al ser tratadas con Cd (300 pM), Cu (500 uM) y Zn (1
mM), es capaz de acumular dichos metales y expresar proteinas quelatantes, las
cuales fueron denominadas como: PjMT1, PjMT2 y PjMT3. Similares resultados fueron
observados por Jayaram y Prasad (2009) en plantas de P. juliflora crecidas en

soluciones acuosas de Pb.

En base a lo anterior se pueden indicar que los mezquites (Prosopis sp) son especies
gue presentan una serie de mecanismos bioquimicos y fisiologicos que le permiten
desarrollarse en ambientes con presencia de diferentes tipos de metales (Varun et al.,
2011). Prosopis juliflora podria ser considerada como una especie prometedora en
procesos de fitorremediacion en ambientes &ridos o semiéridos. Sin embargo, los
estudios realizados sobre la expresiéon de los genes que codifican a proteinas o
moléculas quelatantes son escasos. Por lo que estudios encaminados a identificar la
presencia de metalotineinas y fitoquelatin sintetasa en Prosopis juliflora en México son
necesarios para determinar el potencial de esta especie como fitorremediadora en

ecosistemas semideseérticos contaminados por metales en el noroeste del pais.

4.5 Las Metalotioneinas y Fitoquelatinas de las plantas

Las metalotioneinas (MTs) son proteinas ubicuas ricas en cisteinas (Cys) con gran
afinidad por los iones de metales divalentes. La expresion de genes MTs en plantas es
inducida no sélo por los elementos esenciales, sino también por elementos no

esenciales. Actualmente, se sugiere que las MTs estan implicadas en los procesos de
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regulacion homeostatica celular de elementos potencialmente toxicos, pudiendo
funcionar como “scavengers” de las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas

por metales (Ren y Zhao, 2009; Samardzi et al., 2010; Zhang et al., 2014).

Las MTs de plantas contienen generalmente dos dominios pequefios ricos en cisteina
(10-17 residuos de cisteinas cada uno) y una gran region espaciadora (30-50 residuos)
carentes del aminoacido Cys, tienen pocos residuos de histidina y el niumero de
aminoacidos aromaticos varia de cero a varios aa. Basado en la distribucion de los
residuos de cisteina, el nimero de aminoacidos aromaticos y la longitud de la regién
espaciadora se clasifican en cuatro tipos (MT tipo I, Il Il y IV) (Doménech et al., 2006;
Kumar et al., 2012).

En estudios recientes Zhang et al., (2009) han sugerido que el nivel de expresion
génica de MT-2 se relaciona con el nivel de tolerancia a Cu en ecotipos de Arabidopsis
thaliana. Adicionalmente, la expresion de la isoforma MT-2b demostr6 una co-
segregacion en genotipos tolerantes a Cu en Silene vulgaris.

Por su parte Lv et al., (2013), observaron que las AtMT-3 y AtMT-2a reducen los
niveles de ROS en las células guarda de plantas de Vicia faba expuestas a metales no
esenciales como Cd?*. Asi mismo, se demostr6 en plantas transgénicas de
Arabidopsis, que la expresién de BcMT1 y BcMT2 incrementan la tolerancia a Cu®* y
Cd?* y disminuyen la produccién de ROS inducida por los metales, protegiendo de esta
manera a las plantas del estrés oxidativo.

Similares resultados fueron obtenidos en plantas de Casuarina glauca y Brassica rapa,
en donde la expresion de CgMT1 y BrMTL1 respectivamente, disminuyeron los niveles
de produccion de ROS provocados por efecto del metal (Kim et al., 2007; Obertello et

al., 2007).

10
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4.6 Fitoquelatinas

Las Fitoquelatinas (FQs) son una familia de pequefios polipéptidos ricos en tiol
derivados del glutation que presentan la formula general (y-Glu-Cys), -Gly, donde (n)
generalmente oscila de 2 a 11. Estos polipéptidos son producidos en las plantas
después de la exposicion a cantidades excesivas de elementos toxicos (Miszczak et al.,
2013; Shri et al., 2014) (Figura 2). Fueron identificadas por primera vez como péptidos
de unién a cadmio (CBP) en la levadura Schizosaccharomyces pombe, posteriormente,
estos péptidos se encontraron también en plantas como Arabidopsis thaliana, Triticum
aestivum, y en nematodos como Caenorhabditis elegans (Song et al., 2014).

La principal funcién de las fitoquelatinas es unir iones metélicos a través de los grupos
tiol; por lo tanto, juegan un papel clave en la desintoxicacion y la homeostasis de iones
metéalicos y metaloides en las plantas, especialmente para Cd**, Hg**, Ag*, Sb*, y las
especies de arsénico y selenio (Miszczak et al., 2013). Al formar complejos con los
elementos toxicos, las FQs se almacenan en compartimentos celulares como vacuolas
y cloroplastos, reduciendo asi el efecto nocivo de los iones téxicos en las células
(Estrella-Gomez et al., 2009). Los complejos FQ-M pueden ser bombeados dentro de
las vacuolas a través de transportadores de union a ATP tipo ABC (del inglés ATP-
binding cassette); de esta forma, el complejo y el secuestro vacuolar reducen la
concentracion de metales/metaloides libres en el citoplasma, disminuyendo asi su
toxicidad (Duan et al., 2011) y los principales compuestos tiol de bajo peso molecular

(LMWT) en plantas (Mokgalaka-Matlala et al., 2009).

11
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Figura 2. Estructura quimica de la fitoquelatina (modificado de Adam et al., 2009).

La sintesis enzimatica de FQs se activa mediante la unién de iones metalicos a la
fitoquelatin sintasa (FQ). Recientes investigaciones han confirmado el postulado de que
los complejos de un metal con el glutation (GSH) o con las FQs, pueden funcionar
como co-sustrato adecuado para crear un complejo de metal-enzima a través de
intercambio de ligandos (Miszczak et al., 2013).

La fitoquelatin sintasa (FQ) es una enzima expresada constitutivamente y es conocida
por la activacion post-traduccional en presencia de metales pesados (Shri et al., 2014).
Se expresa constitutivamente, pero la sintesis de FQs sélo se induce en la presencia
de elementos no esenciales como Cd (Il), As (lll) y Hg (I) o con concentraciones
elevadas de metales de transicion esenciales como Zn (ll) y Cu (I) (Song et al., 2014).
Se ha observado que las FQs desempefian un papel muy importante en la
desintoxicacion de los metales pesados. Asi mismo, los genes que codifican para las
FQ han sido identificados en Arabidopsis (AtPCS1), trigo (TaPCS1),
Schizosaccharomyces pombe (SpPCS) y Caenorhabditis elegans (CePCS1) (Shri et

al., 2014).

12
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V. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias Agricolas (ICA-UABC) de
la Universidad Autonoma de Baja California. Con estancias cortas en el Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan y Centro de Investigacion de Estudios Avanzados
del IPN Unidad Mérida. Para el analisis a diferentes niveles de organizacion (molecular,
bioquimico y fisiologico) de Prosopis juliflora y Prosopis glandulosa tratadas con
diferentes concentraciones de Cu?* y Cd**. Se procedi6 previamente a colectar semillas
de las especies antes mencionadas, para su germinacion en condiciones de

invernadero.

5.1 Colecta del germoplasma de Prosopis juliflora
El germoplasma de Prosopis juliflora y Prosopis glandulosa fue proporcionado por el

banco especializado en el resguardo de semillas forestales, de arboles y arbustos,
nativos o endémicos de interés comercial, operado por la Comisién Nacional Forestal
en Baja California (CONAFOR) en Septiembre de 2012. Las semillas, fueron
transportadas al laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencias Agricolas (ICA-
UABC) para su desinfeccion con una soluciéon de NaOCI (Clorox) al 1% por 3 min.
Finalmente se realizaron cuatro lavados sucesivos con agua destilada estéril (dos

minutos por lavado) para eliminar el exceso del desinfectante.

5.2 Germinacion de las semillas de Prosopis juliflora

El mezquite generalmente presenta problemas de germinacion de las semillas ya que
poseen una cubierta dura e impermeable que impide el paso del agua (Rivas Medina et
al., 2005). Debido a ello, en el presente estudio se aplicO un tratamiento pre-

germinativo para romper el letargo en las semillas de Prosopis juliflora y Prosopis
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glandulosa, respectivamente, lo que a su vez incrementa la eficiencia en su
germinacion (Villareal-Garza et al., 2013). Para la escarificacion de las semillas de
mezquite se utilizaron 160 semillas de cada especie, las cuales fueron sumergidas en
agua caliente a 75 °C durante 5 minutos. Posteriormente las semillas de cada especie
de mezquite se colocaron en cajas de Petri sobre papel filtro humedecido y se
mantuvieron en camara bioclimatica (Mark Il Environmental Chamber de Lab-line) con
un fotoperiodo de 12 horas de luz: oscuridad y 60% de humedad relativa a una
temperatura 28 + 1 °C. Se realizaron 5 repeticiones con 10 semillas en cada caja; y el
porcentaje de germinacién (G%) se registrd diariamente por un periodo de tres dias
mediante la observacién del nimero de semillas germinadas al inicio y al final del

experimento (Hartmann y Kester, 1982).

5.3 Determinacion de las dosis subletales de Cu* y Cd*" en P. juliflora
Una vez que se comproboé la viabilidad de las semillas, se procedié a determinar la

dosis letal media (LCso) de Cu?* y Cd®" para ser utilizadas en los subsiguientes
experimentos de esta investigacion. Se implementd para ello la técnica de exposicion
de semillas a metales propuesta por Mami et al., (2011) que permite realizar una
evaluacion rapida de la toxicidad por los EPTs en las plantas.

Para determinar la LCsp en P. juliflora, se probaron las dosis de metales: Cu®* (0.1 mM,
1 mMy 10 mM) y Cd** (50 pM, 100 puM, 1000 pM).

El experimento consistié en exponer semillas de P. juliflora por 24 h a una solucion (15
ml) de diferentes concentraciones de Cu®* y Cd®*, preparadas con agua destilada-
desionizada estéril (dde). Los grupos controles consistieron en exponer las semillas

solo al agua dde (Figura 3).
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Durante este experimento, se evaludé los siguientes parametros: porcentaje de
germinacion e indice de tolerancia a los metales y viabilidad celular con la técnica de
tincién vital con azul de Evans al 1% y lipoperoxidacion (reactivo de Schiff) (Lehotai et
al., 2011). El andlisis se realiz6 utilizando un tamafio de muestra de 10 semillas para
cada concentracion y el experimento se realizé por triplicado. Los resultados obtenidos
permitieron seleccionar las siguientes concentraciones para cada tipo de metal: Cu?*

(10 mM, 50 mM y 100 mM) y Cd®* (50 uM, 100 pM, 1000 pM).

3 %o\lﬂ

Figura 3. Efecto de la exposicién de semillas de P. juliflora (SW) a Cu®*'y Cd? a los

diferentes tiempos de exposicion.

3.4 Exposicion de las plantas de P. juliflora a metales en condiciones
hidroponicas
Para evaluar las respuestas a nivel molecular, fisiolégico y morfologico en el tejido foliar

de P. juliflora expuestas a Cu?* y Cd**, se utilizaron un total de 160 plantas de dos
meses de edad, crecidas en condiciones de invernadero y con una altura promedio de
36.0 cm y 17 hojas promedio por planta. Las plantas se establecieron en condiciones

de hidroponia a dosis crecientes de Cu?* y Cd** por diferentes periodos de tiempo.
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Para la realizacion de estos experimentos, se establecieron 6 tratamientos mas un

control utilizando 4 réplicas para cada tratamiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio experimental para plantas de P. juliflora tratadas con Cu®**y Cd?".

Tiempo de
Tratamiento Dosis de metal Plantas o
exposicién
(Cu®) (Cd™) (Numero) (Horas)
T, 10 mM - 10 4,8,12, 24, 48
T2 50 mM - 10 4,8,12, 24, 48
T3 100 mM - 10 4,8, 12, 24, 48
Ty - 50 uM 10 4,8, 12, 24, 48
Ts - 100 pM 10 4,8, 12, 24, 48
Te - 1000 pM 10 4,8,12, 24, 48
Control - - 10 4,8,12, 24, 48

Al finalizar el tiempo de exposicion de P. juliflora a las concentraciones de metales, se

procedié a la colecta del material vegetal para evaluar los cambios fisiolégicos y

bioquimicos (Figura 4). Adicionalmente, fueron evaluados para cada tratamiento los

pardmetros de crecimiento: nimero de hojas, altura, longitud radicular y peso fresco de

las muestras.
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Figura 4. Colecta de las plantas de P. juliflora para la evaluacion de las variables
fisiologicas y bioquimicas: eficiencia fotosintética, fuga de electrolitos y pigmentos
fotosintéticos.

3.5 Determinacion de eficiencia fotosintética (Fv/Fm) de P. juliflora

Para evaluar el dafio al fotosistema Il en las plantas de P. juliflora causado por Cu®*y
Cd** se determiné la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) a las 4, 8, 12, 24, 48 horas
después de la exposicidon a los metales mediante un fluorémetro portéatil Modelo Mini-
PAM-2100 Chlorophyll Flourescence System WALZ (Yuan et al., 2013). Las mediciones
se realizaron en hojas completamente expandidas y en condiciones fitosanitarias
adecuadas. Las hojas seleccionadas se sometieron a un periodo de adaptacion a la
oscuridad por 20 min y posteriormente las hojas se irradiaron con una luz actinica de
2100 pmol foton m? s™ de intensidad por un periodo de 2 segundos para obtener los

datos de fluorescencia de acuerdo a Sanclemente y Pefia (2008).

3.6 Determinacion de la fuga de electrolitos mediante la conductividad
eléctrica (CE) del tejido foliar de P. juliflora

La determinacion de la fuga de electrdlitos en P. juliflora expuesta a diferentes dosis de
Cu?" y Cd*, se realiz6 mediante la metodologia propuesta por Cruz (2002) con ligeras
modificaciones. La metodologia consisti6 en utilizar tres foliolos de las hojas

intermedias de P. juliflora, de cada uno de los tratamientos al final del experimento por
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triplicado. Los foliolos de cada tratamiento se suspendieron en 10 mL de agua
bidestilada y desionizada y se mantuvieron en agitacién a 100 rpm por 2 horas a 25 + 2
°C. Transcurrido el tiempo de agitacion, se determin6 la CE (conductividad eléctrica)
usando un conductimetro (ORION, modelo 162).

Después de la primera medicion de cada tratamiento, las muestras fueron esterilizadas
a 120 °C y 2 atmosferas de presion por 15 min para garantizar la plasmalisis celular
total. Posteriormente, las muestras se dejaron reposar por 24 horas y se cuantificé de
nuevo la CE total. La fuga de electrolitos para cada tratamiento se expresé en pS cm™
y fue calculada mediante la siguiente formula (Begum et al. 2014): (ECf-ECI/ECt-ECi)
x100.

Donde:

ECf= conductividad eléctrica final

ECi= conductividad eléctrica inicial

3.7 Determinacién de pigmentos fotosintéticos: contenido de clorofilas (a, b y
total)
La determinacion de pigmentos fotosintéticos en P. juliflora se realizé a las 4, 8, 12, 24,

48 horas después de la exposicion a las diferentes dosis de Cu?* y Cd®*. La obtencién
de los pigmentos fotosintéticos se extrajeron mediante maceracion en condiciones de
oscuridad en un mortero previamente enfriado usando 5 mL de acetona fria al 80% y
0.2 g de tejido foliar (Borell et al. 2000). Posteriormente, el extracto obtenido de cada
tratamiento se coloc6 en tubos de 15 mL y se centrifugaron por 10 minutos a 14 000
rom, dejandose reposar por 5 min en completa oscuridad. Posteriormente, se
registraron los valores de las lecturas de las muestras a 470 nm, 646 nm, y 663 nm

usando un espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 20). Los valores de los
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pigmentos fotosintéticos, Chla, Chlb, Chl total y carotenoides fueron calculados usando
la formula propuesta por Gashi et al., (2013):

e Clorofila A (Asss) (Lg/mL) = 12.21 (Ass3) — 2. 81(Ass)

e Clorofila B (Asss) (Mg/mL) = 20.13 (Asss) — 5.03 (Ass3)

e Clorofila Total (ng/mL) = Clorofila A + Clorofila B

e Carotenoides Cx + ¢= (1000 A470— 3.27Ca — 104Cb)/198

Los datos obtenidos de cada pigmento se reportaron como pg/ml de peso fresco (PF).

3.8 Determinacién de Cu?'y Cd* en los diferentes tejidos de P. juliflora

Una vez que las plantas se expusieron a las concentraciones de Cu?*y Cd®* por 48 h,
se procedio a lavarlas con EDTA 10 mM, seguido de un enjuague con agua des-
ionizada para eliminar el Cu®* y Cd?*" superficial. Posteriormente, los tejidos (hojas,
tallos y raices) se liofilizaron, hasta obtener su peso constante (Malec et al., 2009).
Para realizar el analisis de los metales en los tejidos de P. julifiora, 200 mg de cada
tejido (hojas, tallos y raices) se pusieron a digestion con 200ul de acido nitrico (HNO3)
(69 %) y se mantuvieron a 80 °C en bafio maria durante 3 horas como minimo o hasta
obtener la digestion total de la muestra (Haque et al., 2009). La biomasa
completamente digerida se afor6 a 2 mL con agua desionizada e inmediatamente se
homogenizaron por 5 minutos a maxima velocidad en el vortex. Enseguida, las
muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm por 15 min y el sobrenadante fue colocado
en tubos eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, las muestras de tejido, se enfriaron y se
pusieron en tubos de grafito piro-recubiertos (por triplicado), en donde se les determino
las concentraciones de Cu?* y Cd** mediante un espectrofotémetro de ICP-OES (ES-
Plasma 400, PERKIN ELMER) a las siguientes longitudes de onda (A) 228.8 y 324.8

nm, respectivamente (Figura 5).
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La exactitud del método analitico se control6 empleando un material de referencia
certificado (BCR 279, Ulva lactuca), con un porcentaje de recuperacion entre 91-95 %
para Cu®* y Cd*". Adicionalmente, se realizaron curvas de calibracién usando
concentraciones estandar conocidas de Cu®* y Cd** (50, 20, 5, 2, 0.5 ppm)
respectivamente (Marti et al., 2009; Jiménez-Vieyra y Zambrano-Zaragoza, 2011).
Finalmente, la concentracion de cada metal en los diferentes tejidos de la planta se

expreso en ug g~ de peso seco (PS).

Figura 5. Preparacion y analisis de las muestras de tejidos (hoja, tallo y raiz) de P.
juliflora por medio del equipo ICP-OES a las 48 h después de la exposicién a Cu®*y
Cd*.

3.9 Determinacion del factor de bioacumulacién e indice de transporte de Cu®*
y Cd*" en P. juliflora
La absorcién de los iones de Cu?* y Cd** en los diferentes tejidos de P. juliflora, se

calculdo usando el factor de bioacumulacion (FBA). Este factor nos proporciona

informacion sobre la habilidad de la planta para acumular metales, con respecto a la
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concentracion de metales presentes en la solucion nutritiva (Zayed et al., 1998; Ghosh

y Singh, 2005). El FBA se determind usando la siguiente formula:

EBA= Concentracion del metal en el tejido de la planta (ppm)

Concentracion inicial del metal adicionado a la solucion nutritiva (ppm)

Por otra parte, el indice de transporte (It) nos proporciona informacién sobre la relacion
existente entre la concentracion de metales presentes en el tejido radical y el tejido
foliar (tallo y hojas). Este It nos muestra la habilidad de P. juliflora para transportar los
metales de la raiz a las hojas y de esta manera, poder clasificar a la planta en base a
su estrategia de tolerancia al metal (Ghosh y Singh, 2005). El It se evalu6 de acuerdo a

la siguiente formula:

Metal en hojas (ppm)

Metal en raices (ppm)

3.10 Expresién de genes de MT’'s (Mtl, Mt2 y Mt3) y de la FQ's en el tejido foliar

de P. juliflora expuestas a tres concentraciones de Cu®"y Cd?*

3.11 Extraccion del ARN y sintesis del ADN complementario de P. julifloray P.
glandulosa

Las muestras de los tejidos (hoja, tallo, raiz y embriones) de las plantas expuestas a los
metales y sus controles, se congelaron en nitrégeno liquido y almacenaron a -80 °C
hasta su posterior procesamiento. Para la extraccion del ARN total se siguio el método
de aislamiento libre de sales de guanidina y fenol saturado descrito por Ghawana et al.,

(2011) para plantas ricas en metabolitos secundarios. EI ARN total obtenido se tratd
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con DNasa en presencia de un inhibidor de ribonucleasa para evitar su degradacion. La
integridad del ARN se evalud espectrofotométricamente y se visualizO mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio. La sintesis del
ADN complementario se realizd utilizando 5 ug del ARN total y un kit de pre-

amplificacion SuperScript (Invitrogen, Carlsbad, CA).

3.12 Disefio de iniciadores especificos para los genes de metalotioneina tipo 1,
2y 3y lafitoquelatin sintetasa
Con la finalidad de identificar los genes de MT's (Mtl, Mt2 y Mt3) y de la FQ’s, se

disefiaron iniciadores especificos en base a las secuencias conservadas de los genes
de las MT’s (Anexo 1). Los iniciadores seleccionados para la evaluacién de los genes
de metalotioneina tipo 1, 2 y 3 y la fitoquelatin sintetasa se disefiaron utilizando el
programa DNASTAR (Lasergene Primer Select Program, DNAstar, Madison, WI). Los
pares de iniciadores para cada uno de los genes consistieron en las siguientes

secuencias (Cuadro 2).

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados durante la técnica de RT-PCR.

Proteina dlcjolfrl il:;eer Secuencia del Primer Tm [°C] Fngazll:z:)od[;lb]
PjMtl MTI1-F 5’-GCTGCGGAAGCAAGATG-3’ 450
PgMtl MT1-R 5’-GATGGACCTTTATGGACAACA-3’ 430
PjM¢e2 MT2-F 5’-CAAGTGCGGCTCTGGAT-3’ 62 300
PgMt2 MT2-R 5’-GCTTTCATACAACACCCTCAA-3’ 450
PjMe3 MT3-F 5’-GAAAGGCAACGGCTATG-3’ 430
PgMt3 MT3-R 5’-TGGATGTGCCTCGTGTAT-3" 300
PjFQs FQ-F 5'-GGAAAGGACCTTGGAGAT-3’ 60 240

FQ-R 5"-TCGGTGGTACGATGAGATTA-3’ 240
. ACT-F 5’-GGATGGGTCAGAAGGATG-3’
Actina 60 500

ACT-R 5’-CGTCCACTGGCATACAGA-3’
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3.13 Homologia de PgMt2 Isoforma |, PgMt2, PgMt3 y PjFQs
Los productos amplificados con los iniciadores de PgMt2 Isoforma |, PgMt2, PgMt3 y

PjFQs obtenidos en P. juliflora y P. glandulosa se enviaron a secuenciar a la
Universidad de Davis, CA para su verificacion. Las secuencias nucleotidicas de PgMt2
Isoforma |, PgMt2, PgMt3 y PjFQs obtenidas se compararon con secuencias de los
genes MT’'s y FQs de otros organismos disponibles en la base de datos del GenBank
(Cuadro 3, 4, 5y 6). La alineacion y comparacion se realizo utilizando el algoritmo de
Clustal W (MegAlign, DNASTAR software, Lasergene Version, 1.02, Madison WI)
(Sanger et al., 1997). Los resultados mostraron que las secuencias obtenidas con los
iniciadores PgMt2 Isoforma |, PgMt2, PgMt3 presentaron una alta homologia (80-90%)
con secuencias del gen MT1, MT2 y MT3 presentes en otras plantas (Cuadro 3, 4 y 5).
Por otra parte para las secuencias obtenidas con los iniciadores de PjFQs mostraron
una alta homologia (85-89%) con las secuencias del gen FQS presente en otras
plantas (Cuadro 6). Las tres secuencias de MT para ambos organismos, en este
estudio se registraron en la base de datos del GenBank con las siguientes claves y

nameros de acceso: PgMt2 (Isoforma 1), KJ957829.1; PgMt2 KJ949044.1; y PgMt3

KJ949045.1 (Anexo 2). En el caso de la secuencia de FQS obtenida para ambos
organismos se registro con la clave y numero de acceso: PjFQs, KJ493795.1 (Anexo

3).

Cuadro 3. Homologia del gen Pgt2 Isoforma | de P. glanduiosa encontrada en diversas especies de

plantas.
Especie Fragmentos :c(::':?o Homologia Vaéor bp
Prosopisjulifiora Mg otioneinMRNA complete - g447157 4 97% e 542
Leucaena leucocephala Mg othionein mRNA, complete  y c356440.1 91%  5e-58 231
Lotus japonicus e Y CVFFLL-0DG uninown BT142377.1 82% 3e-30 553
Vigna angularis METmRNAfortype 2 AB176561.1 80% 2022 649

metallothionein, complete cds
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Cuadro 4. Homologia del gen PgMt2 de P glandulosa encontrada en diversas especies de plantas.

Valor

Especie Fragmentos No. de Acceso Homologia E bp
- type 2 metallothionein (MT2) o
Prosopis juliflora mRNA, complete cds EU447158.1 98 % 0.0 622
Lotus japonicus  Sion® JCVI-FLL-SDG unknown BT142377.1 81%  2e51 553
metallothionein-like protein 2-like
Cicer arietinum (LOC101504992), transcript XM_004492289.1 82 % 2e-22 594
variant X1, mRNA
Cuadro 5. Homologia del gen PgMi3 de P. glandulosa encontrada en diversas especies de plantas.
. c Valor
Especie Fragmentos No. de Acceso Homologia E bp
. ) phytochelatin synthase PCS1- o
Lotus japonicus 8R (pcs1) mRNA, complete cds AYB33847.1 89 % 2e-38 1506
phytochelatin synthase isoform
Sesbania rostrata 4 (PCS) mRNA, complete cds, GQ204310.1 88 % 7e-37 1325
alternatively spliced
metallothionein-like protein 2-like
Glycine max homo-phytochelatin synthase NM_001248647.1 85 % 3e-30 1874
(PCS1). mRNA
Cuadro 6. Homologia del gen PjFQs de P julifiora encontrada en diversas especies de plantas.
. . Valor
Especie Fragmentos No. de Acceso Homologia . bp
. ] phytochelatin synthase PCS1-8R
Lotus japonicus (pos1) mRNA, complete cds AY633847.1 89% 2e-38 1506
phytochelatin synthase isoform 4
Sesbania rostrata (PCS) mRNA, complete cds, GQ204310.1 88 % 7e-37 1325
alternatively spliced
metallothionein-like protein 2-like
Glycine max homo-phytochelatin synthase NM_001248647 .1 85 % 3e-30 1874

(PCS1). mMRNA
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3.14 Andlisis de la expresion de PgMt2 Isoforma I, PgMt2, PgMt3 y PjFQs
mediante la técnica de RT-PCR

Una vez confirmada la identidad de cada una de las secuencias de PgMt2 Isoforma I,
PgMt2, PgMt3 y PjFQs y con la finalidad de establecer posibles diferencias entre los
mecanismos de quelacion de las plantas expuestas a las distintas dosis de Cu®"y Cd?",
se llevo a cabo la cuantificacion de la expresion de los genes en los tejidos (hoja, tallo,
raiz y embriones) de P. juliflora y P. glandulosa expuestas a diferentes concentraciones
de Cu?*y Cd*" y a distintos tiempos de exposicién.

Por su parte, la evaluacion de la expresion se realizé mediante la reaccion de RT-PCR
utilizando un termociclador MultiGene (Labnet). Se utilizaron 2 uyL de ADNc como
templado, 3 uL de bufer 10x, 2.5 yL de MgCl, (50mM), 1 pL de la mezcla de dNTP’s
(10mM), 0.2 ul de la enzima Taq ADN polimerasa (5 U/uL) y 2 yL de los iniciadores
PgMt2 Isoforma I, PgMt2, PgMt3 y PjFQs. A su vez, se utilizaron como controles
internos los iniciadores de 18S (Ambion) y Actina (Sigma) para evaluar la expresion de
los genes.

El programa de PCR implementado consisti6 en una desnaturalizacion a 94°C por 3
minutos, posteriormente 35 ciclos por 30 segundos a 94°C para desnaturalizar el DNA,
30 segundos a 60°C para el alineamiento de los iniciadores y la extension por 30
segundos a 72°C, finalmente el programa concluye con 10 minutos de extension final a
72°C. (Cuadro 7). Los productos de PCR obtenidos, se separaron y se visualizaron por
medio de electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Los
fragmentos observados se analizaron por densitometria mediante la utilizacién del
programa ImageJ. Los niveles de expresion de cada uno de los transcritos se
reportaron como unidades relativas de expresion resultado de la normalizacion con el

control interno de Actina (Rubio-Pifia y Zapata-Pérez, 2011).
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Cuadro 7. Programa predeterminado utilizado para la amplificacion por PCR.

Pre-desnaturalizacion Amplificacion de PCR Extension final | Almacenamiento
35 ciclos de:
Desnaturalizacion: 94 °C por 40seg 4°C por tiempo
1 Ciclo a 95 °C por 5 min 72°C por 10min e

Alineamiento: 55 °C por 40seg

Extension: 72 °C por 1min

3.15 Estimacién de la calidad de RNA

La pureza y concentracion de las muestras de RNA obtenidas de los tejidos de P.
juliflora (SW) y P. glandulosa fueron evaluados espectrofotométricamente mediante
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) a diferentes longitudes de onda, obteniendo los
radios de OD Agsonso Y Azeozzo M para medida de contaminacion por
polifenoles/carbohidratos y proteinas, respectivamente (Malnoy et al., 2001). La
integridad del RNA se evalu6 por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%, se
carg6 un total de 3 ul por muestras y los geles fueron tefiidos con bro393muro de etidio
y visualizados en un fotodocumentador de luz UV MultiDoc-It Digital Imaging System
UVP. Posteriormente se llevé a cabo un tratamiento con DNasas utilizando RQ1

RNase-Fee DNase (Promega) y siguiendo el protocolo comercial.

Cuadro 8. Oligonucledtidos utilizados durante latécnica de RT-PCR.

Radios de Absorbancias Concentracion RNA Total
Muestra Azeors0 Azsor30 (Hg/pl)
1 2 1.92 2.2861
2 2.02 1.81 3.9886
3 2.01 2.15 0.4093
4 2.03 219 0.4234
5 2.06 2.2 0.6783
6 2.02 2.01 0.7039
7 1.88 1.98 1.0621
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3.16 Estandarizacién de la técnica de extraccion de RNA total de los tejidos de
P. glandulosay P. juliflora
En el presente estudio, primeramente se llevé a cabo el proceso de estandarizacion de

la técnica de extraccion de RNA total de plantulas de P. juliflora y P. glandulosa
expuestas a diferentes concentraciones de Cu?* y Cd*" y a distintos tiempos de
exposicion. El RNA total de las muestras utilizadas en cada unos de los tratamientos se
extrajo de manera satisfactoria implementando la técnica descrita por Ghawana et al.,
(2011), para plantas ricas en metabolitos secundarios con algunas modificaciones

(Figura 27).

P. glandulosa Cu/Cd P. juliflora Cu/Cd

28S rRNA

18S rRNA

Figura 6. Extraccibn de ARN total de embriones de (P. glandulosa y P. juliflora)
expuestos a cobre y cadmio. Carril MP: Marcador de peso molecular 1kb Plus; Carril 1:
[10 mM] Cu?*, Carril 2: [50 mM] Cu?*, Carril 3: [100 pM] Cd**, Carril 4: [1000 pM] Cd?",
(E-Pg); Carril 6: [10 mM] Cu?*, Carril 7: [50 mM] Cu?*, Carril 8: [100 uM] Cd**, Carril 9:
[1000 pM] Cd**, (E-Pj)).

Para analizar el correcto disefio de los iniciadores utilizados en el proceso de RT-PCR,
se llevdo a cabo la verificacibn mediante la amplificacion del fragmento del gen

constitutivo de Actina (300 pb) (Figura 28) de esta forma se comprobd que el disefio de

las secuencias de los iniciadores son correctas.
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Act
300pb

Figura 7. Amplificacién del gen de Actina de embriones (P. glandulosa y P. juliflora)
expuestos a metales. Carril MP: Marcador de peso molecular 1kb Plus; Carril 1:
Control; Carril 2 [100 pM] Cd**, Carril 3: [0.1 pM] Cd?*, Carril 4: Control; Carril 5: [10
mM] Cu®*, Carril 6: [50 mM] Cu?".

3.17 Andlisis estadistico

Para el analisis de las muestras se disefié un modelo de analisis de varianza (ANOVA)
completamente al azar con sus tres repeticiones y se aplico la prueba de separacion de
medias de Tukey (P<0.05) para la determinacién de las diferencias entre las
absorbancias obtenidas para cada uno de los tratamientos. De la misma manera, se
utilizé la prueba de Duncan a (P<0.01) para evaluar las diferencias entre los
tratamientos. El analisis de los datos se realizé mediante el paquete estadistico SAS

(Saberi and Shahriaari, 2011).
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VI. RESULTADOS

6.1 Porcentaje de Germinacion e indice de tolerancia
En el presente estudio los resultados de germinaciéon P. juliflora mostraron que dosis

crecientes de Cd?* (50, 100 y 1000 pM) estimularon de manera no significativa (p>00.5)

un mayor porcentaje de germinacion después de 96 h de exposicion al metal (Figura 8).
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Figura 8. Germinacion de P. juliflora a 96 horas después de su exposicién a diferentes
dosis de CdCls,.
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Con respecto al indice de tolerancia los resultados obtenidos con las muestras
expuestas a diferentes dosis de Cd*? (Figura 9), se observé que el IT disminuia

significativamente (p>00.5) conforme se incrementaba la concentracion del metal.
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Figura 9. indice de tolerancia de P. juliflora a las 96 horas después de su exposicion a
diferentes dosis de CdCl,.

Con respecto al efecto de dosis crecientes de Cu*? (10, 50 y 100 mM) en P. juliflora, los
resultados mostraron un efecto inhibitorio dosis dependiente significativo (p>00.5) en el
porcentaje de germinacion con respecto al control después de 96 h de exposicion al

metal (Figura 10).
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Figura 10. Germinacion de P. juliflora a 96 h después de su exposicion a diferentes
dosis de CuSO,.

Por otra parte los valores de IT en P. julifiora no pudieron ser evaluados debido a una
rapida inhibicidon del crecimiento radicular por las dosis empleadas del metal (Figura

11).
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Figura 11. a: Inhibicién del crecimiento radicular y b: dafio estructural de las semillas P.
juliflora a 96 h después de su exposicion a diferentes dosis de CuSO,.

6.2 Fluorescencia en hojas de P. juliflora expuestas a Cd?*y Cu®*

En el presente estudio las diferentes dosis de cobre evaluadas mostraron cambios en
los valores de eficiencia fotosintética (Fv/Fm) de P. julifiora después de 24 h de
tratamiento con el metal. Observandose que las concentraciones de 10 y 50 mM de

Cu*? causaron una disminucion significativa en los valores de Fv/Fm (Figura 12).

32



Resultados

1.1

1.0

0.9

0.8

Fv/Fm

0.7

0.6

0.5

0.4

_I;_Con'trol

Eloo mM Cut?
== 50mM Cu*?
<~ 10mMm Cu*?

1

0.3

12 24 48

Tiempo de exposicion (h)

Figura 12. Cambios en los valores de Fv/Fm del tejido foliar de P. juliflora expuesta por

48 h a dosis crecientes de Cu*?.
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Por otra parte, el efecto de las dosis crecientes de Cu*?, el tamafio y el nimero de

centros de reaccion activos en las hojas, dado por la relacién sobre Fv/Fo (Figura 12),

mostrdé un claro efecto inhibitorio de Fv/Fo de las hojas de P. juliflora a través del

tiempo e incremento de la concentracién del metal.
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Figura 13. Cambios en los valores de Fv/Fo del tejido foliar de P. julifiora expuesta por

48 h a dosis crecientes de Cu*?.
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Fo/Fv

Similares resultados fueron observados al evaluar la eficiencia del proceso de
disociacion de la molécula del agua evaluado por medio del parametro Fo/Fv. En
donde, las dosis de 10 mM de Cu*? afectaron de manera significativa los valores de

Fo/Fv a partir de las 24 h después de la exposicion al metal.

3.0 == Control
=3—100mM Cu*?
=~ 50 MM Cu*?

2.5 == 10 mM Cu*?
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1.5

1.0

0.5

0.0

-0.5
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Figura 14. Cambios en los valores de Fo/Fv del tejido foliar de P. julifiora expuesta por
48 h a dosis crecientes de Cu*.

En contraste, cuando las plantas de P. juliflora fueron tratadas con dosis crecientes de
Cd*? (50,100 y 1000 uM); los valores de eficiencia fotosintética (Fv/Fm) de P. juliflora
no presentaron cambios significativos después de 48 h de tratamiento con el metal

(Figura 14).
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Figura 15. Cambios en los valores de Fv/Fm del tejido foliar de P. juliflora expuesta por
48 h a dosis crecientes de Cd*?.

De la misma forma, los valores de Fo/Fv y Fv/Fo, respectivamente, no mostraron

cambios significativos al incrementar las dosis del metal con respecto al testigo

después de 48 h de tratamiento (Figura 15ay b).
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Figura 16. Cambios en los valores de Fv/Fo (a) y Fo/Fv (b) del tejido foliar de P.
juliflora expuesta por 48 h a dosis crecientes de Cd*?.
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6.3 Determinacién de la fuga de electrolitos mediante la conductividad

eléctrica (CE) del tejido foliar de P. juliflora

La fuga de electrolitos (FE) es un indicador de la integridad celular que permite

identificar de manera répida el efecto de metales en las plantas. En este sentido

nuestros resultados mostraron que los valores del FE en hojas de P. juliflora expuestas

a Cu*?, presentaron un incremento significativo del 75% a partir de las 24 h para las

dosis de 0.05 mM del metal con una ligera disminucion a 60% a las 48 h después de la

exposicion. Por su parte los valores de FE de P. juliflora tratadas con dosis de 0.1 mM

del metal presentaron incrementos significativos con respecto al control a partir de las

12 h con un 60% y 70% de FE, después de la exposicidén al metal.
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Figura 17. Valores de fuga de electrolitos de plantas de P. juliflora tratadas por 48

horas con diferentes dosis de Cu*?. Los valores son expresados como medias + S. D.

38



Resultados

Por su parte, la exposicién de P. juliflora a las dosis crecientes de Cd™ generé un
efecto no significativo en los valores de FE en el tejido foliar después de 48 h después
de la exposicion al metal (Figura 18). No obstante, aun cuando los valores de FE no
fueron significativos, estos mostraron una ligera tendencia de incrementarse a medida

gue se aumentaba la dosis y el tiempo de exposicion al metal.
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Figura 18. Valores de fuga de electrolitos de plantas de P. juliflora tratadas por 48
horas con diferentes dosis de Cd*?. Los valores son expresados como medias + S. D.

6.4 Determinacion de pigmentos fotosintéticos en P. juliflora expuestas a
cobre

Los cambios en clorofila a, b y total en el tejido foliar de plantas de P. juliflora expuestas

a 10, 50 y 100 mM de Cu*? por 48h, son mostrados en la figura 18 a, by c.
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En donde se puede observar que el efecto de dosis menores del metal (10 y 50 mM)
produjo un efecto significativamente mayor en los valores de Clorofila a, b y total
comparado con las plantas control. En contraste la dosis alta del metal no mostré
cambios significativos en las variables evaluadas comparadas con las plantas control
(Figura 18). En el caso del contenido de carotenoides los resultados mostraron que
después de 48 h de exposicion a 10, 50 y 100 mM del metal mostraron un efecto
significativamente menor comparado con las plantas que no estuvieron expuestas a

Cu?* (Figura 19).
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Figura 20. Contenido de carotenoides en plantas de P. juliflora tratadas por 48 horas
con diferentes dosis de Cu™.
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6.5 Determinacion de pigmentos fotosintéticos en P. juliflora expuestas a

cadmio

En el presente estudio las plantas de P. juliflora expuestas a 100 y 1000 uM de cadmio

mostraron una disminucién significativa en los valores de clorofila a y total, a las 48 h

después de la exposicion al metal (Figura 21).
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Figura 21. Cambios de clorofila a (a), b (b) y total (c) en plantas de P. juliflora tratadas
por 48 horas con diferentes dosis de Cd*?.
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En el caso en de la clorofila b la dosis de 100 uM de cadmio mostraron un efecto
negativo no asi la dosis de 1000 uM que presentd un incremento en los valores de esta
variable con respecto al control (Figura 21b).

En cuanto al efecto de las dosis de cadmio sobre el tejido foliar de P. juliflora los
resultados mostraron que las tres dosis empleadas (50, 10 y 100 uM) causaron una
disminucién significativa en el contenido de carotenoides totales comparados con las

plantas control (Figura 22).
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Figura 22. Contenido de carotenoides en plantas de P. juliflora tratadas por 48 horas
con diferentes dosis de Cd*?.
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6.6 Determinacion de Cu® en los diferentes tejidos de P. juliflora

La exposicion de las plantas de P. juliflora a cobre, mostraron que la dosis alta (100

mM) generd mayor acumulacion con respecto al tiempo y comparado con las dosis de

10 y 50 mM que fueron similares a las plantas control (Figura 23).
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Figura 23. Contenido de cobre en parte aérea de P .juliflora a diferentes tiempos de
exposicion.

En el caso del analisis de la acumulacién de cobre en el tejido radicular, los resultados

mostraron que todas las dosis del metal presentaron una tendencia significativa de

acumulacion en raiz a partir de las primeras horas de exposicion.
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No obstante al finalizar el experimento se observé una ligera disminucion en la

acumulacion del metal en las plantas, pero significativamente superior comparadas

con las plantas sin exposicion al metal (Figura 24).

mM Cu™2
0 mM Cu™
00 mM Cu™|

ntrol

O 1
| - |

1

L

_|D|_

.

B

&

e v a4

<
< < < = < < < <

(S4 8 /3M) zre1 U2 21Q0)) AP UOQTOLNUIIUO))

—
<

48

24

12

Exposicion (horas)

Figura 24. Distribucion de cobre en parte radicular de P. juliflora a diferentes tiempos

de exposicion.
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6.7 Determinacién del factor de bioacumulacion e indice de transferencia en
los diferentes tejidos de P. juliflora expuestos a cobre

El factor de bioacumulacion (BAF) en P. juliflora tratadas con cobre, mostraron que los
valores de FBA tienden a disminuir en el tejido radicular a medida que se
incrementaron las dosis del metal de 10 a 100 mM (Cuadro 9). Indicando una mayor
acumulacion del metal en el tejido foliar de P. juliflora, lo anterior se reflej6 en los
valores del indice de translocacion (IT) de P. juliflora en donde se observé que las dosis
mayores del metal incrementaron la transferencia del sistema radicular a la parte aérea

de las plantas al final del experimento.

Cuadro 9. Factor de Bioacumulacién (BAF) e indice de translocacion (T/) de cobre en Prosopis juliflora durante 48
horas de exposicion.

. BAF T
Dosis (mM) Raiz Parte Aérea Parte Aérea/Raices
50 208.33 + 10.40° 325+9.012 0.16+0.036°
100 130.66 + 3.54° 395+ 1.320 0.30 £ 0.002°
1000 66.41 +0.28¢ 54.16 + 2.36° 0.81+0.04¢

Datos de las medias * S. D. (n=4). Las letras con diferente superindice (a, b, y ¢} en la misma columna son
significativamente diferentes (Comparacion maltiple Tukey p<0.005).
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6.8 Determinacion de Cd* en los diferentes tejidos de P. juliflora

P. juliflora tratadas con diferentes dosis de cadmio por 48 h de exposicidn, mostraron

una baja acumulacion del metal en el tejido foliar con respecto a las plantas (Figura 25).
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Figura 25. Distribucion de cadmio en parte aérea de P. juliflora a diferentes tiempos de

exposicion.

En contraste el andlisis del metal en el tejido radicular mostré que las plantas de P.

juliflora expuestas a 50, 100 y 1000 puM del metal se acumuld significativamente con

respecto al tiempo (Figura 26). Donde la exposicién de P. juliflora a dosis altas de Cd**

fueron las que mostraron una mayor acumulacién del metal al final del experimento

comparadas con las plantas control.
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Figura 26. Distribucion de cadmio en parte radicular de P. juliflora a diferentes tiempos

6.9 Determinacién del factor de bioacumulacién e indice de transferencia en
El factor de bioacumulacion (BAF) en P. juliflora tratadas con cadmio, mostraron que
los valores de BAF se incrementaron con las dosis (1000 uM) empleadas al final del
experimento (Cuadro 10). Asi mismo, los mayores niveles de acumulacion del metal

de exposicion.
fueron observados en el sistema radicular y en menor proporcion en las partes aéreas.

los diferentes tejidos de P. juliflora expuestos a cadmio
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Cuadro 10. Factor de Bioacumulacién (BAF) e indice de franslocacion (T/) de cadmio en Prosopis juliflora durante
48 horas de exposicion.

Dosis BAF Ti
(kM) Raiz Parte Aérea Parte Aérea/Raices
10 36.93 + 5.41 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
50 317+0.2 0.2+3.39 0.0063 +22.27
100 7153 +3.02 0.1+1.69 0.0013 + 50.050

Datos de las medias * S. D. (n=4). Las letras con diferente superindice (a, b, y ¢) en la misma columna son
significativamente diferentes (Comparacion multiple Tukey p< 0.005).

6.10 Patrones de expresion de las Metalotioneinas en respuesta al estrés

Los resultados de expresion obtenidos de las MT's en plantulas de P. juliflora y P.
glandulosa expuestas a diferentes concentraciones de Cu?* (100 mM) y Cd** (100 pM)
y distintos tiempos de exposicion verificaron el disefio de los iniciadores especificos
para cada una de las MT’s (PgMt2 Isoforma |, PgMt2, PgMt3) debido a que se logro
amplificar dichos genes.

Los genes fueron inducidos significativamente con cobre, comparado con los
tratamientos de cadmio que aln cuando también expresaron las tres metalotioneinas,
los expuestos a cobre fueron casi siempre inferiores en expresion. Durante las primeras
4 h posteriores a la exposicion, se observd un mayor nivel de expresion de las tres
MT’s expuestas a cobre (Figura 24a), finalmente se observé una disminucion de la
densidad relativa en las cada una de las MT’s conforme transcurria el tiempo de

exposicion (Figura 24b).
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En el caso de las plantas tratadas con cadmio, éstas tuvieron una expresion constante
desde las primeras horas de exposicion (4 h) y hasta el término de la exposicion (12 h)
(Figura 24b), sin embargo, fueron en su mayoria siempre inferiores en densidad relativa

(%) con respecto a los tratamientos con cobre.

CuSO, [100 mM]

MT’s 500pb

CdCl, [100 nM]

MT’s 500pb

4 4 4 8 8 8 12 12 12

Tiempo de exposicion (hr)

Figura 27. Amplificacion de MTs de embriones de P. glandulosa expuesta a 4, 8 y 12
hr con CuSO4 [100 mM] y [100 pM] de CdCl,. Carril MP: Marcador de peso molecular
1kb Plus. Carril 1-3: Mt1, Mt2 y Mt3 a las 4 hrs de exposicion; Carril 4-6: Mtl, Mt2 y Mt3
a las 8 hr de exposicion; Carril 7-9: Mt1, Mt2 y Mt3 a las 12 hrs de exposicion.
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P. Juliflora (SW)

MT's 500pb

MT's 500pb

Tiempo de exposicion (24 hr)

Figura 28. Amplificaciéon de MTs de embriones de P. glandulosa y P. juliflora expuestas
a4,8y 12 hr con CuSO4 [100 mM] y [100 uM] de CdCl,. Carril MP: Marcador de peso
molecular 1kb Plus. Carril 1-3: Mtl, Mt2 y Mt3 a las 4 hrs de exposicion; Carril 4-6: Mt1,
Mt2 y Mt3 a las 8 hr de exposicién; Carril 7-9: Mtl, Mt2 y Mt3 a las 12 hrs de
exposicion.

6.11 Patrones de expresion de fitoquelatin sintetasa (FQs) en respuesta al
estrés

Los resultados de nuestro estudio mostraron un patrén similar de induccién de las
fitoquelatinas bajo el estrés por cadmio en donde las plantas mostraron mayores
niveles de expresion del gen comparado con las plantas estresadas con cobre. En este
estudio, se logré la amplificacion del gen fitoquetin sintetasa FQs en las plantas de P.
glandulosa y P. juliflora, respectivamente, sometidas al estrés por cobre y cadmio. Sin
embargo, hasta el momento sélo la secuencia perteneciente a la especie de P. juliflora

fue secuenciada y depositada en la base de datos del GenBank.
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CuSO, [100 mM] CdCl, [100 uM]

FQ's
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MT’s 500pb ... >
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Figura 29. Niveles de expresién del gen PjFQs en plantulas de P. juliflora y P.
glandulosa expuesta a 24 h con metales. Carril MP de peso molecular 1kb Plus. Carril
1-3: P. glandulosa con Cu®* y P. juliflora con Cd**.
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VIl. DISCUSION

Los nutrientes esenciales requeridos en concentraciones trazas como Cu, Zn, Ni, Co,
Fe, entre otros, son de gran importancia debido a que juegan un rol significativo en la
expresion de genes, biosintesis de proteinas, acidos nucleicos, produccion de
metabolitos secundarios, clorofilas y en el metabolismo de carbohidratos y lipidos
(Parmar et al., 2013). Sin embargo, cuando una planta es sometida a estrés por
elementos esenciales y no esenciales, estos pueden ejercer un efecto adverso sobre la
respuesta fotosintética, sintesis de proteinas, transporte de metabolitos y en la toma y
translocacion de iones esenciales principalmente (Lotmani y Mesnoua, 2011). Asi
mismo, la mayoria de las respuestas relacionadas con el estrés ambiental en plantas
estan ligadas con el crecimiento, diferenciacion y aspectos fisiolégicos como la
fotosintesis, absorcion de iones, transporte, entre otras (Parmar et al., 2013).

Durante el analisis de los resultados de germinaciéon de las semillas de mezquite P.
juliflora se observé que dosis crecientes de Cd?* y Cu?" influyeron de manera
significativa en el porcentaje de germinaciéon cuando fueron expuestas a 50 mM y 100
mM de Cu®*, observandose una disminucién de hasta un 55 y 40 % del total de
semillas germinadas respectivamente. Resultados similares se encontraron en plantas
de trigo (Triticum aestivum) en donde la exposicion prolongada al cobre causo efectos
negativos en el porcentaje de germinacién (%), perturbaciones en la morfologia,
reduccion y crecimiento de la raiz (Singh et al., 2012). De la misma manera, estudios
protedmicos recientes han revelado que la toxicidad del Cu?* inhibe la germinacién de
semillas debido a una disminucion en la actividad regulatoria de alfa-amilasas o
enolasas; asi mismo, afecta el metabolismo en general, la absorcion de agua y la

movilizacion de alimentos de reserva (Senthy y Ghosh, 2013).
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Contrariamente, la exposicion de semillas de P. juliflora a Cd* mostré un efecto
positivo en el incremento de semillas germinadas (100 %). Lo cual contrasta con los
resultados observados por Amirjani (2012) en donde plantas de arroz, soja y cebada
expuestas con diferentes dosis de Cd?** en condiciones hidropénicas mostraron menor
crecimiento y desarrollo. En contraste en semillas de trigo (Triticum aestivum)
Munzuroglu y Zengin (2006), demuestran que bajas concentraciones de Cd** no
afectaron la germinacion de las semillas pero si mostraron un efecto inhibitorio en el
crecimiento de la radicula y del coledptilo. Lo cual fue similar a los resultados
observados en el presente estudio en donde las diferentes dosis empleadas no
afectaron la germinacion de P. juliflora pero si el desarrollo radicular. De tal forma que
el Cd** puede no afectar la germinacién de P. juliflora pero si disminuir el crecimiento
radicular mediante la inhibicion del desarrollo de células meristeméticas y algunas
enzimas presentes en el cotiledén. Lo anterior ha sido previamente descrito en semillas
de Leucaena leucocephala expuestas a dosis creciente de Cd**, en donde dosis de 100
ppm no afectaron la germinacién pero si el desarrollo de las plantulas (Muhammad et
al., 2008). No obstante estudios posteriores son necesarios para conocer los posibles
mecanismos involucrados en el proceso de estimulacién de la germinacién por el Cd*",
y su posterior efecto en la inhibicibn de enzimas que participan en el desarrollo
radicular. Finalmente, aunque existen estrategias de defensa de las plantas para hacer
frente a la toxicidad de los metales esenciales y no esenciales como Cd?* y Cu®, los
mecanismos por los que el proceso de germinacién de semillas compite contra el
estrés generado por los metales, sigue siendo en gran parte desconocido (Zoran-lli¢ et
al., 2015).

Por otro lado, la exposicion de plantulas de P. juliflora a Cu** y Cd** se manifesté en la

fisiologia de dichas plantas. En nuestro estudio el incremento de la exposicién a cobre
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provocO una baja en los niveles de pigmentos fotosintéticos de P. juliflora que
estuvieron expuestas por mayor tiempo y conforme se incrementaba la concentracion
del metal. En este sentido los resultados obtenidos en nuestro estudio mostraron que
las plantas de P. juliflora bajo estrés por Cd** y Cu?" presentaron una disminucion
significativa en la concentracion de clorofilas a, b y total y carotenoides totales
conforme se aument6 la concentracion y el tiempo de exposicion. Por su parte, las
plantas que fueron expuestas a Cu®" resultaron en una mayor influencia negativa
disminuyendo los niveles fotosintéticos; pudiéndose deber en parte a que el Cu?* es un
cofactor que interviene en el transporte de electrones durante la fotosintesis y la
respiracion, asi como en el mecanismo de detoxificacion de radicales libres generados
en el metabolismo; siendo el fotosistema Il (FS II) uno de los componentes mas
sensibles del aparato fotosintético (Singh-Tomar y Jajoo, 2013).También, en diversos
estudios se ha observado que los metales pesados ejercen un efecto negativo en la
relacion de los valores de fluorescencia de clorofila a y clorofila b, debido a una
hidrolisis mas rapida de Chl a comparado con Chl b.

Asi mismo, se ha observado la sustitucion de Mn en la molécula de clorofila por
metales pesados como Cd, Zn, Cu y Hg, dando lugar a un cese abrupto de la
fotosintesis. Siguiendo con esto, los resultados obtenidos en nuestro estudio la
disminucién significativa de la clorofila en las plantulas de P. julifiora que fueron
expuestas a cobre y en menor proporcién con las plantulas expuestas a Cd** podrian
ser debido a una posible sustitucién de Mn por Cu®* en el cloroplasto. Estos resultados
concuerdan con los datos obtenidos de eficiencia fotosintética mediante la técnica de
medicion de la fluorescencia de la clorofila (Singh-Tomar y Jajoo, 2013). En donde la
inhibicién de la fotosintesis por Cu®* indica un efecto del metal en el cierre de los

centros de reaccion del fotosistema Il y el complejo de disociacion de la molécula del
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agua con dosis altas del metal en las ultimas horas de exposicion (48 hr). De la misma
manera, similares resultados fueron observados cuando las plantulas de P. juliflora
cuando fueron expuestas a 100 y 1000 uM de Cd*?. Resultados similares han sido
reportados por Nwugo y Huerta, (2008), en plantas de arroz (Oryza sativa L.) expuestas
a cadmio en condiciones hidroponicas, quienes observaron que los tratamientos con
Cd*? disminuyeron los valores de Fm y Fv/Fm. El dafio generado por las dosis
crecientes de Cu?* y Cd*® no solo se registré en la eficiencia fotosintética y en los
pigmentos fotosintéticos, sino también se vio reflejado a nivel fisioldgico. Lo anterior se
comprob6 mediante el analisis de la fuga de electrolitos en el tejido foliar de P. juliflora
donde se observo una deficiencia ligera en los valores de fuga en las muestras de P.
juliflora que fueron estresadas con Cd®" contrastante con un cambio ligeramente mas
significativo en las plantas expuestas a Cu®" que fueron sometidas a una mayor
concentracion y con un mayor tiempo de exposicion.

Estos resultados muestran que la fuga de electrolitos y la clorosis del tejido foliar
observados en P. juliflora son generados por los metales que causan un dafio
significativo en la permeabilidad de la membrana celular, resultado de procesos de
lipoperoxidacion y estrés oxidativo. Similares estudios han sido reportados por Benimeli
et al. (2010) en plantas de maiz (Zea mays) en donde el exceso de cobre generd una
inhibicion del crecimiento, clorosis de las hojas e incremento de la fuga de electrolitos.
Por su parte, en los anélisis de acumulacién de Cu?* y Cd?** se ha demostrado que los
metales esenciales o no esenciales, provocan una disminucion significativa del
crecimiento y la acumulacion de la biomasa de forma directa o indirectamente
(Gangwar et al., 2014). En el presente estudio, los resultados obtenidos con las plantas
de P. juliflora expuestas a cadmio y cobre tuvieron un comportamiento similar

acumulando los mayores niveles de concentracion en las raices comparado con las
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partes aéreas. Esto debido a la posible presencia de mecanismos de tolerancia y de
transferencia de los metales de la raiz a la parte aérea la cual es mediada por
mecanismos activos (Chmielowska-Bgk y Deckert, 2012). De la misma manera,
estudios realizados por Senthilkumar et al., (2005) en especies de P. juliflora expuestas
a Cu?*y Cd*" indican que dicha especie es capaz de acumular mayor concentraciéon de
Cd?* en el sistema radicular comparativamente con el tejido aéreo. En este sentido,
Felici et al., (2014), observaron que plantas de soya Glycine max expuestas a cadmio
es acumulado principalmente en las raices y s6lo una pequefia porcidn es transportada
a los o6rganos aéreos, asi mismo, las actividades metabdlicas en los diferentes
compartimentos celulares son indirectamente afectadas.

Por su parte Lehotai et al., (2011), en chicharo (Pisum sativum L. cv. Rajnai torpe y cv.
Lincoln) sometidos a estrés por cobre, encontraron que la mayor acumulacion del metal
se llevo a cabo en el sistema radicular de dichas especies comparado con las partes
aéreas, demostrando de esta forma el bajo indice de translocacién del Cu®* hacia las
hojas. Dicho estudio, concuerda con los resultados obtenidos en nuestra investigacion
en donde P. juliflora present6 bajos niveles de translocacion de cobre y cadmio hacia
las partes aéreas, acumulando la mayor concentracion en las raices, demostrando a su
vez, que muy probablemente P. julifiora también implemente un tipo de mecanismo de
defensa al estrés por metales a nivel radicular.

De acuerdo a los resultados de nuestro estudio se determiné que P. juliflora puede ser
clasificada como una planta fitoestabilizadora de Cd** y Cu®** dada las concentraciones
de cada metal mayormente acumuladas en los tejidos radiculares, con una limitada
translocaciéon a los tejidos aéreos de P. julifiora. En donde una plata fitoestabilizadora
sera aquella que mantenga los niveles relativamente bajos en sus tejido foliar y puedan

contener grandes cantidades de metales en sus raices (Baker y Walker 1990; Mganga
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et al., 2011; Seth, 2011). No obstante la participacion de moléculas quelantes como las
fitoquelatinas, metalotioneinas o la presencia de compuestos tioles, podrian favorecer a
una mayor acumulacion de los metales en la raiz, debido a que son considerados los
principales ligandos de alta afinidad implicados en los procesos de detoxificacion y
tolerancia de metales esenciales y no esenciales como cobre y cadmio (Hossain et al.,
2012).

La tolerancia a metales pesados en plantas ha sido definida como la habilidad que
tienen de sobrevivir en suelos contaminados que resultan toxicos para otras especies
de plantas (Yong-Hoe et al., 2013). Esto como resultado del desarrollado de diversos
mecanismos basados en la compartimentacion de los metales en los tejidos inactivos,
guelacién por los ligandos de metales y la detoxificacién por antioxidantes (Al-Shanfari
y Abdullah, 2014; Kapoor et al., 2014). En este contexto, el presente estudio permitid
identificar por primera vez la presencia de MTs y FQs en plantas de P. juliflora
expuestas a cobre y cadmio. Lo cual es de gran relevancia ya que muestra la
capacidad de esta planta de inducir mecanismos de tolerancia a metales especificos
como las MTS y FQs durante el estrés a metales esenciales y no esenciales. Las MTs
participan en la tolerancia debido a su funcibn como moléculas quelantes y
transportadoras de iones. Estas pueden unir de manera eficiente los elementos téxicos
como resultado de la formacion de enlaces mercaptidos (azufre-metal) con numerosos
residuos de Cys (presentes en las proteinas) y el metal. De tal forma que contribuyen a
la detoxificacion de metales mediante la regulacion de la concentracion del metal en el
citosol (Kumar et al.,, 2012; Dabrowska et al., 2013). Por otro lado, existen varios
estudios con diferentes tipos de plantas y algas, en donde se ha observado que la
acumulacion de fitoquelatinas es inducida bajo estrés por Cu?* debido a la toxicidad

generada por el metal bajo un nivel de exposicion agudo, lo que a su vez sugiere que
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las FQs muy probablemente no participan en el secuestro de Cu®* en condiciones de
exposicion subtoxico. Asi mismo, se ha asumido que las FQs pudieran estar
funcionando en el mantenimiento de la homeostasis celular o en el trafico de nutrientes
esenciales como Cu y Zn (Henk et al., 2014). De esta manera con base en lo anterior y
de acuerdo a los resultados observados en nuestro estudio, se asume la posible
participacion de las fitoquelatinas como principales moléculas participantes en los
mecanismos de tolerancia en P. juliflora, debido en parte a que los requerimientos de
Cu?* son minimamente necesarios para inducir FQs cuando dicho metal se encuentra
en concentraciones considerables en las células vegetales o incluso cerca de los
umbrales de toxicidad (Henk et al., 2014). Por otro lado, se observé que la induccién de
FQs en las plantas de P. juliflora expuestas a cadmio, tuvieron una menor participacion
debido a un bajo nivel de expresién observado. Contrariamente a nuestros resultados,
se ha demostrado que la fitoquelatin sintasa es constitutivamente expresada, pero la
sintesis de fitoquelatinas (FQs) es Unicamente inducida en presencia de metales no
esenciales como Cd (ll), As (Ill) y Hg (I) 6 por concentraciones elevadas de metales
esenciales de transicion como Zn (Il) y Cu (I) (Won-Yong et al., 2014). Estudios
realizados en diferentes especies de plantas expuestas a diversos metales esenciales y
no esenciales, han reportado diversos niveles de expresion de proteinas quelantes de
metales como las fitoquelatinas (FQs). A su vez, se ha demostrado que la sintesis de
FQs se lleva a cabo bajo el estrés por metales como Hg, Cu, Zn, Pb y Ni, habiéndose
demostrado que no solo es exclusivo de Cd. Aun cuando el cadmio es el primer
inductor de la sintesis de estas proteinas, la exposicién de P. juliflora a Cu®* y Cd** en
nuestro estudio resulté ser mayormente expresado bajo el estrés por Cu®* en toda la

evaluacién del experimento comparado con las plantas estresadas por Cd**.
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Por otra parte, se tiene bien documentado que los genes de FQs se encuentran
presentes en todas las plantas superiores, encontrandose secuencias homologas en
plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas como P. juliflora (Yadav, S., 2010). Con
base a lo anterior y considerando nuestros resultados es posible indicar que la
expresion de las moléculas quelantes (MTs y FQs) inducidas en plantas de mezquite
expuestas a Cu*'y Cd**, son uno de los primeros mecanismo de tolerancia primario, la
produccion de metalotioneinas bajo estrés con ambos metales. Sin embargo, no se
descarta la participacion de otros mecanismos o componentes enzimaticos como los
gue forman parte del sistema de defensa antioxidante como mecanismo de defensa por
el estrés oxidativo provocado por Cu® y Cd?* (Yanyan et al., 2013). Finalmente,
considerando la eficacia en la acumulacion y tolerancia de los metales, se consider6 a
P. julifflora como una planta potencial para la descontaminaciéon de suelos

contaminados con metales en las regiones semiaridas y aridas del Valle de Mexicali.
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VIIl. CONCLUSIONES

Con base en el analisis de nuestros resultados se observé que las especies de P.
julifiora expuestas a las diferentes concentraciones y tiempos de exposicién de Cd*" y
Cu?* demostraron ser un buen modelo de estudio para la evaluacién del estrés por
metales pesados debido en gran parte a las caracteristicas fisicas y biolégicas de la
especie. Asi mismo, fue posible demostrar que la especie de P. juliflora, presenta la
capacidad de acumular metales como cadmio y cobre mayormente en sus tejidos
radiculares, lo cual hace posible la implementacion de dicha especie para fines de
fitorremediacion de suelos contaminados con metales. Por otro lado, se logré la
obtencion, amplificacion, secuenciacion y el depdsito de las secuencias en la base de
datos del GenBank, lo cual es de suma importancia debido a que son nuevos registros
de los genes MT’'s (PgMt2 Isoforma I, PgMt2, PgMt3) y la FQ's (PjFQs) para las
especies de P. glandulosa y P. juliflora, respectivamente. Finalmente debido a las
caracteristicas que presentan las especies de Prosopis sp, y con base en la literatura
se recomienda el uso de estas especies para el mejoramiento y conservacion de los
ecosistemas aridos y semiaridos de Baja California sujetos a contaminantes como Cd?*

y Cu?.
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AGeCT . TCeATGGTeL T .AARTGCcCTTGC .ATTGATCCaGGaAGAAAaTGGAAAGG .. CCTTGGAGATGGTTcGALGAATCLATGT TgGAcTGL TGLGAgCCTL TgGAaRaaGTcARaGet aaAGG.ATCa

811 820 830 840 950 860 970 880 990 1000 1010 10240 1030 1040

1 1
CGTTCGGGAAGCTTGTGTGTTTGGCTCATTGTGCCGGAGCAARAGTTGAAGCCTTTCATGC TACACATAGCAGCATCGATGATTTTCGTARATATGTCAAGAAATGTTCCATGTCCGATGACTGTCACGT
CATTTGGGARAGT TGCATGC T TGGCCCATTGTGCCGGTGCTARTGTTCAAGC TATTCGTACARGCCARGGCAGTCTTGAGGAT TTCCGCCAGCATATTATCAGATGCACTTCTTCTGATGAT TGCCATGT
CTTTITGGGAAAGTGGTATGTTTGGCTCACTGTGCAGGAGCGARGGTGGAAGCTTTTCGCTCTAATCATAGTACTATTGATGATTTTCGTARACARGTCATGGCCTGCACTACTAGTGATAATTGTCATCT
C.TTLGGGAAagTLGLaTGL TTGGCLCAL TGTGCcGGaGl AR GTLgAAGCLLTTCg .CLA. .CAtaGeAgt aTEGALGATTTECGLaAacAtgTecAtga.aTGoaltack Lok GATgAL TGLCAL T

1041 1050 1060 1070 1080 10890 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

1 1
AATCTCATCGTACCACCGAGCTGCCCTCAARACARACGGGAATTGGCCACTTTTCTCCGATTGGAGGGTATCATGTTGGAAGGGACATGGCACTTATTTTGGACGTTGCACGATTTAAGTATCCTCCCCAT
GATCACATCGTACAACCGARAAGC TTTCGGTCAGACTGGAACTGGACATTTTTCACCARTTGGTGGTTATCACAAAGGARGTGATATGGCACTCATTTTAGACACTGCACGTTTCAARTATCCTCCTCAT
GATCTCATCATACCATAGAGGCCTTTTTAAACAGACAGGTTCGGGCCACTTTTCACCTATTIGGTGGTTATCACGCGGGAAAGGATATGGCACTGATTCTAGATGTTGCGAGGT TTAARTACCCCCCTCAC
gATCLCATCgTAC, - egCbLT CAgAC.GGaact GGeCAcTTTTCACC .ATTGGLGGETATCAcg . . GGARggGALATGGCACT .ATTETaGAcgt TGCacG. TTEAARaTALCCECCECAL

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1260 1260 1270 1280 1280 1300

1 1
TGGATCCCACTTAAARCTTCT TTGGGAAGGCATGAARTTACATCGATGAGGATACTGGACAATCTAGGGGGTTCATGC TTGTATCARGGCCTCACAGGGAACCTGGATTGCTTTATACTCTGAGCTGCAAARC
TGGGTCCCACTTCARCTTCTTTGGGAGGCTATGAARGTATGAAGATCCTGCTACCGGATATCCTAGGGGATTCATGC TTATATCARAGC TTCAGAGAGCGCCATCTCTTCTTTACACCCTGAGCTGCAGAC
TGEGTTCCCCTCCCTCTCCTTTGGGARGCCATGARCACART TGATGARGCACCAGGAT TACATAGGEGGTTTATGC TAATTTCTAAGC T TCACCGAGCTCCTGCACTGCTATATACCC TGAGCTGTARAL
TGGgTcCCaCTbcaaCTECTTTGGGAaGecATGAA .La . ak .GATga. Getal . GGAtaacc TAGGGGETTcATGCTLaTaTCaflaGCL TCAcaGabc . CObgcacTgCTLTALACCCTGAGCTGeAanRC

1301 1310 1320 1330 1340 1360 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

1 1
ATGAGAGTTGGATTAATATTGCARAATTCCTAATGGATGATGTTCCTCTTCTGT TARARTCAGAGGATGTGARRGACATCCTTCAGGTTGTTTCART TATAGCCGCTTCACTGCCATCTARTTTTGAAGH
ACGAGAGCTGEGTTCARRCCGCARAGTACT TGATGGATGATGTCCCTATTC TTC TGAARRAGGCARATT TAARCACAGTACARGATGTACTCTCTCTTATTTTCARATCTCTCCTTTCCAATGE TEGGGA
ATGAGAGT TEEGTCACTATCTCARAGCATT TGATGGATGATCTTCCTGTCC TGT TARGTCCTGAGAATGTGARGEGCATAAAAGATGTTCTCTCTTCTGTTCTTTCARATC TACCTTCAAATTTTGTTGA
ALGAGAGE TEGg T aat At cgCAAAgt act TgATGGATGATETLCCT, TECTgt TaRaa, c, GagaATgTgAR. g, calacaagtGTecTcTCE . ETaTt (ke cabet CT, Cob TC, ARTEL TG,  GA

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
ATTCATCARGTGGAT TGCTGAGATCAGGAGGCGAGAGGATGETGGTCCAAGT TTARGCGL AAGGCTTGCTATE TATTGARACAGGTGCAGGAGAC TEGGCTTTTCARR
TTTTATTARATGGET TGCAGAAGT TAGARGACCAGARGARAAT——-TCAGC TTTARGE TTGCGATT TCGTACTGCAACAART TCGTGARRCCAAAC TGTATARG
ATTCATAARGTGGATAGCAGAAGT TCGARGGCAAGAGGAGARTGGTCARAAT TTEAGTGAC TAGCTATE TATTGAAACAAGTECAGGACACTCCTCTTTATAAG
aTTcAT, ARgTGEGaTtGCaGAag TkaGaRGgr .AGAZEA, aaTggtccha, TTT, aAGgC TEGCEATCAAGGAAgagGTAL TGaAACAag TgCagGi  ACE , . CTE TatAfg
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
CATGTGECTTCCTTTTTGTCARGT ——=——— TC---TTGCAGCAG-GCARCARGTATCAGGTGATGGEGACACGT TACCTATCATTGCTGCARGTGT TTGT TGCCAAGGAGCAGARRT TTTAGET GGGARA

TATGTGTCEGARTEGCTGTCTGATATGCGGTCATGTTGCTGCAACGCATCAGCTTTCAG-TGGAARAGATTCATTARCTEATATTGCEGCCAGTGTATGT TECCAGGETGCT—TTATTGTTGGCTGGARA
CATGTCACAAGCATTTTATTTTCAGAAAAT TC-—-TGTCTGCCAGTCARATG: CAGCATCAGACAGCAGT TTGGCTAATGTTGCTGCAAGCATTTGCTGCCAAGGAGCAGETCTTTTTGCAGGAAGA
cATGTg.C...cttetTgTet. t......TC. .. TegCtGlaa, gCAacag .t .LCAG. Ly, aga.gacac. TTa.CTaat aTTGCEGCaAGE gTE TGE TECCAaGGAGCag  LaTTE T G, ghigAal

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

CCTAGCTCAG-—CAGGETAT——TGCTGTCGAGARACATETCTGARATGC TTGAAAGC TGARGATGACARGCCARTARCARTGETT TCAGGEAC TGTGGTAAATGETARCAGCGAGCARGGGGTTGATGTT
TTTAGGTAGGGACARTARATCATGCCT TAAAGARACATGCGT TARCAATGTGARATCCART GGAGGETGECCCCATARCTGTAGTGTCAGGTACTGTAGT T TCAGAGGGTGG TGAGCARGGGGTTGATATG
TCTGGTTCAT-CGEATAGGTTTTGCTGTCTACARACATGTGTTAGATGC TACAGAGC TACCGGGGACARTTCTGCTACAGTGETGTCTGGEACAGT TGTARRTGETAATGGGGAGCAGGGGETTGATGTT
tcTaG.Tcag. .caata.aT. . TGCtgTe  AgARACATEL g Tt Aaat gottglafgCtaa . Gg . Gacaa, ol . at aACag TG TeTCaGGgACEGT . GTaaat Ggtaat g6 . GAGCAaGGGETTGATETE

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950

TTGATTCCTTCATCATCTGAGARATTAT———GTTGCATTT-——GCTCTAARRGTARGTACATAAGEGETECACCCAGC TABCACTGATGTGC TARCAGTGC TTCTECTGTCCTTACCATCTACARCTTGEG
TTGEGTACCCACATCGCCATCAARATCACATEGT TGCARTGCAGETTCTTCTICTTTCTGTGCTATAGCTCACCCGGEACATGETGACGTATTARCTATTCTTTCACTAGCCTTGTTTACCARCTCTTGET
CTGGTCCCTACATCTCARGTARRGACTAGCTGCTGTCC TTCAGG—GCARGATCGTTGCTCGCCAATG—-CACCCTGCARGCARCGACGTGC TGACAGCAC TATTGCTGGCATTACCTCARCATACATGET
ETGgT.CCLaCATE  ccag.affatca., . . .GETGea, Tecagh, tCba  atebbbgt , cgc. A, . 6. .CACCE . Goaagea. LGACGTgoTaACagt . CTeELgCTggleTTacct . ¢ aa.aCt TGEE

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

1 1
CTGGCATCACAGATGAGCAGCTTTTGGCCGARATACACGATCTTGTTTCAATTGARARTCTTCCTACT TTGCT TCAGGARGAGGT TCTGCACT TGAGACGTCAGC TACACC TTCTCARGAGATGTCAAGA
TCEATATCAGCAATAAGAAGCTGCTTGATGARAT TCGTGCTCTAGTTTCAT T TCAGAATCTTCCCGATETACT TCAGGAGGAGGT TCTACACE TGCGCAGGCAACTAATGT TTCTGARGARATGCARAGA
CTCAAATARRAGATACAATGGTCT TGCAGGARATAGAGAACCT TGTCTCAGCAGABAACCTGCCTCCT TTGCTGCARGARGAGAT TTTGCACE TGCGAGGGCAGT TCCTCCTCC TCARGARATGCARGER
ctga.ATcA.apATaagaaboT . tTega. GAAATaca. gat CTEGTETCA. LbgAgARECTECCE . cTE TeC TECAgGAaGAGE T TeTeCACE ThoGa. GeCAgcTactoc TECToAAGAaATGCaRaGA

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210

GGGTAAGGTAGACGAGGATCTTGGTGCTCCTCTCTCTTGACTGTTAAATTTATACCCCATACCATTTTCTTAATCGTTCAACTAGCTTCATGACACGT-CGAGTAGGGTAGAATC——————| ACTTAAATT
CAAARGAGGTCGACGGGGACGTTTTATTGCCTTCCATTTCCATGGTGTARTTGATATGATATCAARATTCACATACT TACTARGAGAARTGTTCGCTGTTGCTAARTTTGTTGTATACCTGCTTACTAGTGAR
TAACAAGGTAGAAGAAGATTTAGCTGCACCTCCCTTCTAG

-aa.aAGGTaGAcGagGAL . Teg.bge.CCTocCEEET, . .bg.b. a.bbe i vtres C.a.bbG. A, .C.b G a ag. b b G bicLacb. gk 8. Gae e aChe st

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340

EEEHTTTHEEHEHTETTEHEHHETEHHEHTTTT ——————————— HEEHETEHTTEHETH—EHTEHTTTEETHHTTHEHTT——HTTTTEETHETTTHTEHTHHTTEHEEETTEETE—HTEETHT
HEEEETHTEHTHTEEHTETETHTTETEEHTTTTEEHHTTEHETTETEHHTHHHEEETEHEEETEHEEEHHEETTEEHHTTTEHETTTEHHTHTHHEETEEETTEHHEHHTEHHTETTHETHEEHHHTTET

sgC..biicoLLigbgaiialbgaiabbbbi Lol bbb iaLc.gbgasicagaicaLsLbELcL L ibLac bl Lab bl LeLLga bl laLaak. LalclblgaagLlaLn LBl
2341 2350 2360 2370 2378
1

GAACTTCCCTATTARARAARAARAAAAARARAARAA
TAGTTTTCGTCTCL

-a..tk.c.b.b. . aaaasaaaaaaaaaaaaaaaaa. .

Figura 30. (a) Alineacion de los aminoacidos correspondientes a las secuencias

analogas de

FQs reportado en otras plantas. (b) y (c) Alineacion de nucle6tidos

correspondientes a secuencias del gen FQs de diferentes plantas.
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Pl

Halus
Tupha
Consensus

Pl

Halus
Tupha
Consensus

Pl

Halus
Tupha
Consensus

Pl

Halus
Tupha
Consensus

1 10 2 £ di ] &0 7 ] 90 100 10 120 130
I ' ' 4 ' ' ' : : : : ' ' I
ATGTCGGACARGTGTGGCARCTGTRACTAT L TGACARGAGC CAGT TG GARGARRGECARCKGC TATGTTRCCGACATCATTGACCC TGACAACAGC TACGACEAGAGCTACATGATRGCCRAGEC TG
ATGTCG6GGARRTGCGACARCTGLGAC TRCGC TGACAGCACC CAGTGLGTGARGAAGGEARACAGC TACGACTTGGTGATCGT TGAGAC TGAGARCCGC TCCATGEACACCRTC TTCGTREATG==CTC
ATGTCGACC===TG0GGCARCTGLGAC T GCGC TGACARGAGCCAGT GCGTGARGAAGGEARACAGC TATGETGTTGAGAT CATCGAGAC TGAGAAGAGC TACCATEACGGCGTC TTCEAGRTCG=~=CAG
ATGTCGg, caagTheGRCARC TGeGAC TG GL TEAC AagAeCCAGTGebTGARGARRGGAAACAGCTALG, ket GagATCATE GReal TGReAReaGTAC , 8, GRcagCat Ct Tegk 66, o6, ,  Cte

JEi R[] 150 160 il 180 190 200 Pl el ] 20 &0 20
I ' ' 4 ' ' ' : : : : ' ' I
(TG o6 TGAGCATGAC GGG ARGTECAAGT G GGACCARGL TGC T CCTRLGTGRACTGCACTTAT GG AL TRAGCCATGARTCTGATGARTCTCLCARCCACARATACTATGATGTAGCCCTRTGATGA
(TG0 CRCCBAGCACGAC 66 AARGT L ARGT 6T GGCACAGGL TG L TCATATATGAGCTGCACT TR GG TCACTARACCCATACAACCARRT TARAGATGTARACGARTARAGTGTT =mmmmm TAIGGGAA
CTG0CA==~AGAACGAGEGCARCTACAAGT 6 TG GGCC TTCC TG TGCTTATGTGGACTGCCACTGTGGCAAT TGAGCART -=ATATGTGAGCACTRCTATG TARGGR=ATGRT GAT mmmmmmme fiGAAGA
CTGCTg, ,pAGeAc6Actn, ARgTGCARGTGLGE, cCa, eCTGCEL, TobGTGealThCace TATGGcc e TaRsCeat.  aat ata, a, actbetat , Aegafith, 2 TGaT,. . b L GR, A

BLowWo B M W MW ¥ B MW X W WM W W
I I

ATARGTG TGGTRTGCTTRC TG TTRTATATGTAGTACCTCGT TR TG CTACATATATATATATACACGAGGCACATCCARTARTTGACTC TG TCTCTRGTCTTCACATATCTGAGRTCATTRITCTGTACT
RACAACGTTGTG=GCTTTRTCTTTRRTTTTTTATAGTATTTGTGTCTATTGAGTGACATA A=m===GTRTCTRTGARRACCTRTCACTRTCTCTRIGATT: QTGICATR

AAGGATGCAGTRATGGTARACTGGAGTGT TAT-~~GTAGTARGEACTATCATG===-GTGTGC TACAGTTAATCAGGT TGCAATAAAT TGGCT==mGGATTC-mmmmmmmee GATCTAGm=mmmmm {1
Ha,aatht,Tg,gek T, telt, o1, T6Tat,, eTagTkoth, [Tat, ,ag, a,algTac, , a0t ack,  aata, b oacac b CTobEopal e, vy v svs o BRTCAE 4 osspenalt

] 41 420 430 440 40 460 4 480 43052
I ' ' : ; ' : ' ' ' =
TRRTACCCATGTCTRTGTGTC TTTC TR TG TATARTGCRC TRATRT TRTCATATATC AT TCTTCC TC TTTAARAARARARRARRAARAAARRARARRAAAAA
TRATCGECATRTTCRTG=GTCTT-=-GTGRTGTTATGARRTEATATTATTRGARTACAGGCTTTRGCTCTCT
TTGTATCCATCTCARTCGGTTATCC-=TARTATAGTTCTRTTATTGTAARRRRARRAR

Taala, CCATeTe, g Tp, Ot T o eTpalal aal e, aTgATat TAE A, A3380E, CEE o sBEubss s rnnsnssnsssssrssnsnssrsrnnens

Figura 31. Alineacion de los aminoacidos correspondientes a las secuencias analogas
de MT-1 reportado en otras plantas.
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Hoccaea
Thlaspi
Populus
Pl
Hordeun
Conzenzus

Hoccaea
Thlaszpi
Populus
PJ
Hordeun
Conzenszus

Hoccaea
Thlaspi
Populus
PJ
Hordeun
Consensus

Hoccaea
Thlaspi
Populus
PJ
Hordeun
Consensus

Hoccaea
Thlaspi
Populus
Pl
Hordeun
Conzenzus

1 10 20 30 an 50 60 0 80 90 100 110 120 130
| |
ATGTCTTGCTGCGGAGEARACTGTGGTTATGGATCTRAC TGCARGTGCGGCCAGGET TRCGGAGET TRCARRAGGARCCCAGAC T TGGGATATTCCGGRGAGACGACCACGACCGAGACACTTGTCTTGE
ATGTCTTGCTGTGGAGGARACTGTGGT TGCGGATCTGGCTGCAAGT GCGGCARCGGATGCGGAGET TGCARAATGTACCCAGACTTRGGTTTCTCTGGTGAGACCACCACCACCGAGACTCTTGTCCTCG
ATGTCTTGCTGTGGAGGEARACTGTGGGTGTGGCTCTGGCTGCAAGT GCGGCAGCGGCTGTGGAGGATGCARGATGTACCCTGACATGAGCTCCTCGG=--AGACGATCACCARAGARACTCTGGTTCTTG
ATGTCTTGCTGTGGTGGEARACTGTGGT TGTGGAAGCGGCTGCAAGT GCGGCTCTGGATGCGGCGETTGCARGATGTACCCAGACATGAGC TACACCG=---AGACGACAACCACTGAGACTCTGGTTATGG
ATGTCTTGCTGCGGECRECARGT GCGEETGCGGCGCCREC TGCCARTRCGGCACCRECTGCGGCEEETACGTGCTCTGCTCT-~CCTCTGCTACATAGTACATARTAGAACGACGACGACGCATGAACCGA
ATGTCTTGL TG, GGaffc TGL GGaTGeG6e , coGGL TRLaART GLGGCacchbe TheOGenh , Tplaagat gt alcCbyal , Ty, GeTacac 6. ,  ApAc A, aACgAc, zagAC, CLEGE  cbop

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
GC-GTTGCACCGGCGATGARGAACCAGTACGAGGCTTCCGGCGAGAGGAGCG-—~CTGAGARCGATGCTTGCARGTGTGGATCTGACTGCARGTGCGACCCTTGCACCTGTARATGART--~ARACCTTT
GC-GTTGCCCCGGCGATRGACTCCCAGTACGAGGCTTCCGGCGAGACCTTCGTTGCCGAGARTGATGCCTGCARATGCGGATCTGACTGCARGTRCARCCCTTRTACCTGCARATGARC---ARCCCATA
GT-GTGGCACCAGAGARGG---GTCACTTTGAGGGAGE TGC TGAGACGGTCATGEGAGCCGAGAGTRGCTGCARGTRTGGAGCCARC TATACCTRCGATCCCTRCACTTGTARATGAGAGCGATCCGCTT
GA=-GTCGCCCCGGTGARGA==-=CTCAGT TGGAAGGAGCCG=--AGATGGGCGAAGCCGCTGAGARTGGCTGCARTTGCAGGCCTAACTGCACATGCAACCCCTRCAACTGCARGTGAGAGGAAGAAGAR=
ACCATCGTTTCGGARGT TGAGGGTACGTAGGTGGTGGCAG==m==== TGGCA===CTGACTCGTTTGCGTGTGTGTGTGTAATGAAC-GTAGGTGCARGATGTTCCCCGACGT TGAGGCCACCGCCGGCG
gc.gTehe, clgbagat gpag, gtoaglaghagh, gC. 6. . .apa. .2ela, . ,cthac.ag, . TGc, Thcaag TGt gga, c, aACLGLA, ¢ TGCAA, o, Tgcacctgcaa, beage, . L AECCE .. .

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |

AAAA-TA-ATAGGCA-GAGATARTCATCGA=-==GTTGT=-TTARTTTTA=GTAATARTAACTCTARTGATGTTTTTTTAGTTGTGGTTTATGTGCARTARTGGCTGTAGCCTTGTCTTT-TATCGGATAG=
ARCCCTA-AGAGTCT-GCAATARCCCTAAT-—-GTTATGTTAGGTCTG-GT TATGTGTAATA-ATGGCTGATTTCGCCGGTTGT TTTGCCGGTCCTTCTCTTCTTCTGCTGTGTRTTTHTATGRTTTGG-
GCTGCGT-TGATTCARGAAATGATCATCGCATCGACGGAT TGACARGARATAATATTTCATCTACTAGECGTTTATARG=-~GGTTGTCTCTTGTCTTCARCAR-GTTTCAATAAAGTAGCTAGTATA===
----- A-TGAAGL TAEARGCAGAGATAGA=---GATGGATCCTTTAGGCGTTATATCTARTAGAATARGCGARTGTARGACGTTCTTGTATTGTGATC TAGAGTAT TAGAATARGGT GGT TATGGCACGA
CCGCCGCCATGGTCATRCCCACCRCCTCCCA-CAAGGGETACGTACGTCGTCATCCGCACCARCTARCCAGCTCTTTCG===TTTARCTGATGAAAACGTGCATGCTTCTCTGACTGECTGACTGACTG=
.c,ceg, atagtCa,Ge,,,,, ccle,ca,cea, ppel, cetace,cel AT, ,g,acta,at ,ac, g, btEtbeG,,  bEE  bet, kg, aate, by, abgettet , Teactbg,t,actga, 2.

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| |
=TCTTCRTTTGTGTCTTRGTCATCTGTCTARTAGATAT LTCTG CCATGTGACCTTAGTTTGATGGTCCCATTTGTACTT==m==~ CATTCAGTGGARTGACG
~TCATARNATATCGCTGCACGTTTTATCTATGTGA LTATA TRAATCARRTATTATTATGG: GTTTGTTTTC: GANTCTCTGARTTGARG
~TATTCATGGCTTGTTTTCTRCARATCTTCTTGGATTTGCAG----------CTCTGE----GGCTTCCT-CTCTAGTATCAAGTCT TAAG---~TCRT--GTTAGCT----- GCTTGTCGTCCTGTTTA
CTARATTACTTCTAGCTARTTCTAGATTTTCTAGGGTTTTCCATGTGCATGTTCTCAGGTCATGGCTGCTTTARCTTGTATTGTGTTTTGAGGGTAT TATATGARAGC TCARATGARACTGGGCATCTCTG
-GACTGACGGATGGGETCGACCTRGETTRCGCTTGTGCAGGAG LTCCGE: CGGGTTCGAGATGGCCGGCGGGGAGACCGGLGGLT === GCGACTGCGCCA--CCT

.ba,T,acggalge, T gacch, gbt, cbobbege,a.80rrsssrrsssssLIC 8B s s ssssrsnsssa Obggtac,a.at, b gg. 2.2, G, .6, gct,,,, 20 actg, poca, o0,

521 530 a0 540 h60 570 5
| |
AATATATTARGCTTTTAATARARAAAARAARAARAARA
TTTCAGHTGAGAACTHTARAGTTTGCTTCAA
TCTTTCTTGTATAATTAARATGT TAGTGT TGCTATGGAARARRARARRR
CCTTTTATGGARTCATATTATGCTARAAAARAARARARARARAARARARRARARA
GCARGTGCGGCACCECGTGCRGE TGCTCCTGCTGCAGCTGCARGTGA
.cta,t.tgg.a,c.. b appctoct,cboch, a0, v eBBe s sBennnass

Figura 32. Alineacién de los aminoacidos correspondientes a las secuencias analogas
de MT-2 reportado en otras plantas.
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Populus
Salvia
Cajanus
Thlaspi
Arabidopsis
Conzensus

PJ

Populus
Salvia
Cajanus
Thlaspi
Arabidopsis
Consensus

PJ

Populus
Salvia
Cajanus
Thlaspi
Arabidopsis
Conzensus

PJ

Populus
Salvia
Cajanus
Thlaspi
Arabidopsis
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| |
ATGTCTTGCAGCTGCACTAAC TGCGRGTGTGGAAGCAGCTRCGGCTRCGGARGCARGATGTACCCA---GACTTRAGCTACACCGA-GAAGACGACCAGGGAGAGTCTGATGT TRERGGTRACGCL-
ATGTCTGGTTGTAGCTGTGGCTCTGACTGCARGTGCAGCAGTGACTGCARATGCGGCATGTACCCT---GACTTRGGTTTCTCAGA-GAGCACCACARCCGAGACARTCATTGCAGRTTTTRCACE-

ATGTCGTCTGGCTRCARATRTGGTTCCAGL TGTGGC TRTRGCAGCRGCTRCAGCTATGAGATOGA==mmmmmmmmmr L — GA-GARGAGCACARGCATTGCCATGATTGARGGGGETCGCCCC-
ATGTCTAGCTGTGRGTGTGGAAGCAGC TGCARCTGTRGCAGCAACTGCGGTTGCARCARGTACTCTTTTGACTTGAGTTACGC TGA-GARGACARCCACAGAGACTCTAGTTTTGRRTGTTRGGCE-
ATGGCCGRTTCT-

TRAAGAGAAATGGGACTGATTCTAACCAGGATGATTCTAATTGTGGATGTRGCTCCT
PR 1. TR SRR . DR T8 210 - SN . SR SO N0 PPN 17D DR I U DRI - PO 1 Y Y- S 771 21 LT X

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
| |

CCTGCARATGTGGTGACTCTTGCAGTTGC-GAGAAGARC TACARCARGGAGTGCG=-~ACAACTGTAGCTGTGGGTCARRCTGTAACTTTTGATGARATTATTATGGTCTAARATCATA
++ 4488, bebbgtea, ., ThGaabgt GCLGAgALgaact. , cg. cpc, GAg, gch. . .a. .gcTheA, cTATGGaTCaaal Thcacl Tgtga, ceat.gcaackge, g bR ad, oo s sfuvanssass

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
AGATGATGACCCCTTCATGATAGATGATGCAGARATARGAGAGTGTCTRTRTGTGCATGCTT-ATGTTTGTTRTTTTTCCTRTACTTRTCATCALTGCCTRTGACTTTARTGGCCGCTGCTTTRTTTTCT

e R N

3/ 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430493
| |
ATTTGGTTGTTGTCCATARAGGTCCATCTCTGCTGATGAATG-TGARARATARTGTATCTTGTATGTATGT TRARARAAARARARAARRAAARAAARAARAARR
TACTGTATGGTTTCATTTGT==mmmmmmmm TGCTGTARTTTGATGGCTACTGGTCTGTCTTGTATGTGTGTT

THCTGTTHGTTGA

FEEE R R IR LR R R FEEREEEEEEEE B R R R R R AR R R R R R R

Figura 33. Alineacién de los aminoacidos correspondientes a las secuencias analogas
de MT-3 reportado en otras plantas.
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Mucleotide v |MicheI—L0pez C

Save search  Advanced
Display Settings: Summary, Sorted by Default order

Resulis: 4

[ Prosopis glandulosa metallothiongin type 2 isoform 1 mRENA, complete cds

1. 533 bp linear MRNA

Accession: KJ9578201 Gl 668357708
GenBank FASTA  Graphics

[ Prosopis glandulosa metallothionein e 2 mENA. complete cds
2. 443 bp linear MRNA

Accession: KJ949044.1 Gl 663082488
GenBank FASTA  Graphics

[ UNVERIFIED: Prosopis juliflora phytochelatin synthase-like (PCS) mRNA.
3. 568 bp linear mRNA

Accession: KJ493795 1 Gl 592928530
GenBank FASTA  Graphics

[]  Prosopis glandulosa metallothionein e 3 mRNA. complete cds

4. 460 bp linear mMRMNA

Accession: KJ949045.1 Gl 663082490
GenBank FASTA  Graphics

Display Settings: [~] Summary, Sorted by Default order

Send to:

artial sequence

Send to:

Figura 34. Deposito de secuencias en la base de datos del GenBank correspondientes

a los genes MT’s de P. glandulosa y FQ’s de P. juliflora.
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Fast protocol for extraction of DNA from
Prosopis spp leaves (plant adapted to arid
environment) without liquid nitrogen
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ABSTRACT. The extrachon of hgh-qualty gencowme DNA from

Prosapis =pp for pohymerase cham reachon (PCR) amphfication 15

compheated. owing to the presence of a lgh percentage of secondary
metzbolites that bind to or co-precipitate with mcleie anids. In the

present study, we report a modified sodimn dodecy]l sulfate’phencl
profocol that elinvnates the wse of liquwd mtrogen in the maceration
process, fmercaptoethanel m the buffer extrachon, and the ethanel
precipitation step. The & /A absorbance ratios of the 1solated DINA
were approxmmately 2.0 to 1.9, suzpesting that the DNA fraction was
pure and can be used for finther PCE anabysis. The DM A isolated by this
profocol 1s of sufhicient quality for molecular applications; s techmque
could be apphed to other orgam=ms that have sumlar substances that
hinder DNA extraction. Finally, thes proposal represents an alternative
fast, cheap, and effectrve method for the 1solabion of zenceme DINA
from fresh leanves of Prozopis spp, even m low-technology laboratones.

Eey words: Genonue DN A extrachion: Pobymerase cham reachon;
Prosopis spp

Genetics and Malecular Research 13 (3): 4090-4084 (2013) CFUNPEC-RP www. fimpecp com br

72



Anexos

Chemistry and Ecology, 2013 Taylor & Francis
http: //dx.doi.org/10.1080,/02757540.2013.851194 Taykr & Frrea

Modifications of photochemical efficiency, cellular viability and
total phenolic content of Prosopis glandulosa leaves
exposed to copper

Claudia Yared Michel-Lopez*, Daniel Gonzilez-Mendoza**, Esat Ruiz-Sdnchez” and Roberto
Zamora-Bustillos®

Y Instituto de Ciencias Agricolas, Universidad Auténoma de Baja California (ICA-UABC),
Mexicali, México; ® Division de Estudios de Posgrado e Investigacicn,
Instituto Tecnologico de Conkal, Merida, México

(Received 28 February 2013; final version received 17 September 2013)

The effects of copper (Cu”*) on photochemical efficiency, cellular viability and total phenolic content in
Pmsapis plandulosa eaves were evaluated afier 4, 8 or 12 hexposure to 0.1, 10 or 100mM Cu?* using the
tissue tolerance test. The results showed that significant reductions (p « 0.003) of photochemical efficiency
in P plandulosa Yeaves were found afier 8 h exposure to 100mM Cu** compared with controls leaves.
The results also showed a significant increase (p « 0.05) on electrolyte leakage values in P plandulosa
leaves after 4h exposure to 100mM Cu®* compared with control leaves. Total phenolic content in P
planduloza leaves only differed significantly when exposed 12h to the highest concentration of Cu?*.
These results suggest that Cu”* can produce reactive oxygen species that may form hydroxyl radicals that
damage proteins and lipids, which in turn causes loss of integrity and reduce photochemical efficiency of
leaves. In conclusion, the photochemical efficiency and cellular viability analyses can be used as useful
physiological tools to assess early changes in photosynthetic performance of P, plasdulosa in response to
copper pollution.

Keywords: Prosopis glandulosa; heavy metals; photosynthesis: total phenolic content
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