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variedades hibridas de maiz (Zea mays)

Gonzalez-Alejandre Magdalena, Carre6n-Abud Yazmin, Martinez-Trujillo Miguel™

Laboratorio de Genética y Microbiologia. Facultad de Biologia. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Francisco J. Mugica s/n. Col. Felicitas

del Rio. Morelia, Michoacan.

Resumen

El Cromo (Cr) es el séptimo metal mas abundante en la corteza terrestre,
varia entre los 100 y los 300 pg/g. Sin embargo, la inadecuada disposicion
de desechos provenientes de procesos industriales lo han convertido en
un importante contaminante ambiental. Los componentes del cromo son
perjudiciales para las plantas afectando su crecimiento y desarrollo, por lo
que es necesario establecer estrategias para remover el metal de los suelos
contaminados y a la vez proteger a las plantas para evitar la disminucién
de su productividad. En este trabajo, se utilizaron plantas de maiz de dos
variedades hibridas, Puma PT3 Poncho y Albatros, para evaluar su tolerancia
al Cromo en condiciones de crecimiento in vitro, resultando mas tolerante
en el follaje la variedad Puma, que aunque redujo su crecimiento en
concentraciones de 100 a 1000 uM del metal, continué con su crecimiento.
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Effect of Chromium on in vitro growth of two hybrid maize
varieties

Abstract

Chromium (Cr) is the seventh most abundant metal in the earth'’s crust, its
concentration varies from 100-300 pg/g. However, the improper disposal
of waste from industrial processes have made this metal an important
environmental contaminant. Once Cris deposited in the soil or surface water,
mostly it found in soluble form, forming precipitates or adsorbed to the
solid fraction of soils and sediments. The chromium compounds are highly
toxic to plants and are detrimental to their growth and development, so it
is necessary to establish strategies to remove the metal from contaminated
soil while protecting the plants to prevent loss of productivity. In this paper,
two varieties of maize plants were used, Puma PT3 and Albatros, to assess
their Cr tolerance under in vitro conditions, being more tolerant in the
foliage the Puma variety; although its growth was reduced at 100 to 1000
UM Cr concentrations, they continued growing.
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Introduccion

El Cromo (Cr) es el séptimo metal mas abundante en la
corteza terrestre; varia de 100 a 300 pg/g, sin embargo, la
inadecuada disposicion de desechos provenientes de
procesos industriales lo han convertido en un importante
contaminante ambiental (Hayat et al, 2011). El Cr es un
metal de transicion y su quimica no es sélo rica en la
variedad de colores de sus compuestos, sino también en la
variedad de estados de oxidacion, los cuales van de -2 a +6,
siendo las formas mas estables y abundantes la trivalente
Cr(lll) y la hexavalente Cr(VI); los otros estados de valencia
son inestables y de vida corta en los sistemas bioldgicos
(Shupack, 1991). El Cr(VI) estd asociado al oxigeno, para
formar los oxianiones hidrocromato (HCrO,), cromato
(CrO42’) o dicromato (Cr2072’), y en presencia de materia
organica es reducido a Cr(lll) (Shanker et al., 2005). El Cr(lll) es
termodinamicamente muy estable, se encuentra formando
oxidos, hidréxidos y sulfatos, y se le ha encontrado asociado
a materia orgdnica en suelos y ambientes acuaticos (Shanker
etal., 2005).

Estudios previos acerca de las interacciones de
microorganismos y plantas con el Cr han proporcionado
informacion sobre su transporte y acumulacion; se ha
reportado que el Cr(VI) se transporta activamente a través
de las membranas celulares, tanto de procariontes como
de eucariontes mediante transportadores de sulfato
(Cervantes et al., 2001). Los estudios de captacién de Cr(VI)
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en plantas de A. thaliana en medios suplementados con
nutrientes minerales, sugieren que la captacién es a través
de los transportadores de sulfato y de fosfato (Lépez-
Bucio et al., 2014). En el citoplasma, la toxicidad del Cr esta
principalmente relacionada con los procesos de reduccion
del Cr(VI) a Cr(lll), por la accién tanto enzimatica como no
enzimatica, pasando por estados inestables intermedios de
Cr(V) y Cr(IV), en el cual se forman radicales libres generando
estrés oxidativo y en consecuencia diversos efectos téxicos
para el ADN, lipidos y proteinas (Cervantes y Campos-Garcia,
2007).

El impacto de la contaminacion por Cr en la fisiologia
de las plantas depende de la especiacién del metal, la
cual es responsable de su movilizaciéon y su subsecuente
entrada, asi como del efecto celular subsiguiente (Shanker
et al., 2005). El Cr(VI) inhibe la germinacién, causa necrosis
y/o clorosis de las hojas, reduccién del crecimiento de la
raiz y en la produccién de biomasa durante el desarrollo
post-embrionario (Ortiz-Castro et al., 2007). Este efecto esta
acompanado de la modificacion en la expresién de genes
que participan en las vias de sefalizacion de hormonas, el
metabolismo energético y la fotosintesis, asi como una
deficiencia en la incorporaciéon de nutrientes minerales y
en el transporte de agua hacia el tallo (Dubey et al.,, 2010;
Martinez-Trujillo et al., 2014). Por lo anterior, algunos efectos
toxicos del cromo podrian deberse a la inhibicion del
crecimiento de la raiz, que es el 6rgano que estd en contacto
directo con el suelo (Zayed et al., 1998).

La contaminacion del suelo y el agua por Cr y otros
metales, requiere del desarrollo de diferentes estrategias
para evitar el deterioro de los ecosistemas; una de las mas
utilizadas es la fitorremediacién, que implica el uso de las
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plantas para eliminar o estabilizar metales y tiene la ventaja
de que es una tecnologia limpia basada en elementos que
existen de forma natural (Delgadillo-Lépez et al., 2011). Hay
varias estrategias para la fitorremediacién, de los cuales
los mas utilizados es la fitoextraccion, lo que permite la
eliminacién de contaminantes del suelo y su transporte a las
partes aéreas de las plantas (Pilon-Simts, 2005). Para utilizar
esta estrategia es conveniente que las plantas utilizadas
tengan cierta tolerancia al compuesto toxico y lo acumulen
en sus tejidos, permitiendo asi la movilizacién del metal a
sitios donde no representen un riesgo para la poblacion
humana.

Si  bien existen plantas que acumulan altas
concentraciones de metales (i.e. metalofitas), éstas son
de crecimiento lento y dificiles de cultivar a gran escala,
para propésitos de fitoremediacién (Pilon-Smits, 2005).
La habilidad para acumular contaminantes es variable
en diferentes especies vegetales, y aunque las especies
hiperacumuladoras son preferidas, uno de los problemas
que presentan es su bajo crecimiento y su baja produccion
de biomasa (Mulligan et al., 2001), por lo que especies
con alta produccién de biomasa han sido consideradas.
Aunque estas uUltimas plantas acumulan menos cantidad del
contaminante por unidad de biomasa, la cantidad total del
contaminante que puede ser removido es igual o mayor que
en plantas acumuladoras (Marchiol et al., 2007) .

El maiz es una especie con un sistema radical abundante
(Liedgens et al., 2000; Hochholdinger et al., 2004), que
resulta ideal tanto para investigacion bdsica como
aplicada (Demostrables y Scanlon, 2004). Esta especie
es ampliamante cultivada y las practicas agricolas para
incrementar su productividad estdn bien establecidas;
ademas hay diferentes variedades adaptadas a diferentes
suelos y condiciones climéticas (Perales et al., 2005). Existen
diferentes variedades hibridas de maiz adaptadas para su
crecimiento en el centro de México. De tal modo, en este
trabajo se consideraron dos de éstas, las variedades Puma'y
Albatros, para determinar su tolerancia al Cr, analizando su
crecimiento en condiciones in vitro.

Materiales y métodos

Material biolégico

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays) hibrido Puma PT3
Poncho (en adelante lamada Puma) y Albatros de laempresa
Sygenta®, las cuales se recomiendan para su siembra en la
zona centro de la Republica Mexicana.

Desinfeccion de semillas

Las semillas se sometieron a una desinfeccion, utilizando
cloro comercial Cloralex® al 50% v/v por 7 minutos, con
agitacion constante de los tubos de plastico Corning®,
pasado este tiempo se deseché el cloro y se agregé alcohol
etilico incubando durante 15 minutos manteniendo en
agitacion constante, finalmente se deseché el alcohol y se
hicieron 7 lavados con agua desionizada estéril.

Germinacion de semillas y uniformidad de talla

Las semillas fueron sembradas en placas Petri con medio de
cultivo MS 0.2x (Murashige y Skoog 1962), suplementado
con 1% de sacarosa y con 1% de agar. Se incubaron en una
camara de crecimiento (Percival AR95L) durante 6 dias. Se
determind el porcentaje de germinacién y la uniformidad
de talla midiendo el crecimiento de la raiz principal.

Crecimiento de plantas en medios con Cr(VI)

Las semillas germinadas en medios MS 0.2x fueron
seleccionadas con base en el tamafo de raiz (2 cm) y se
transfirieron a frascos de 200 ml, con medios MS 0.2x
suplementados con diferentes concentraciones de cromato
de potasio: 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800 y 1000 uM;
la unidad experimental consistié de una caja de Petri con
3 semillas, de la cual se hicieron 6 repeticiones. Las plantas
se dejaron crecer durante 8 dias después de la transferencia.

Cuantificacion del peso fresco de la raiz y la parte
aérea

Las plantas crecidas en medios suplementados con Cr
se cosecharon a los 10 dias. Se determind el peso fresco
del sistema radical y del follaje por separado, utilizando
una balanza analitica (Ohaus® New Jersey, USA), con una
precisién de 0.0001 g.

Andlisis estadisticos

Para todos los experimentos, los datos globales se analizaron
estadisticamente en el programa SPSS10. Para evaluar las
diferencias en el crecimiento de la raiz y la parte aérea en los
diferentes tratamientos, se realizaron analisis de varianza y
pruebas de significacion de Tukey.

Resultados
Para determinar cudl variedad de maiz seria la adecuada
para realizar las pruebas de crecimiento en medios con Cr,
se determind primeramente el porcentaje de germinacion
y la uniformidad del crecimiento de la raiz principal a los 3
dias. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 1;
la variedad Puma fue la que obtuvo mejor germinacion y
uniformidad de talla, seguida de Albatros y Canelo.

Para determinar el efecto del Cr en el crecimiento de las
plantas de maiz se utilizaron las variedades Puma y Albatros;

Tabla 1. Germinacién y uniformidad de talla en tres variedades de
maiz

Puma  Albatros
Semillas totales 30 30
Semillas germinadas 30 28
Porcentaje de germinacién 100 93
Semillas con la misma longitud de la raiz+ 1 mm 30 18
Porcentaje de uniformidad de tamafio de la raiz 100 60
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las semillas germinadas en medio MS 0.2x se seleccionaron
por tamaio de la raizemergida (2 cm + 0.1) para el trasplante
en los medios con diferente concentracidon de Cr,y se dejaron
crecer durante 8 dias mas. En la figura 1 se muestran plantas
representativas colectadas al final del experimento.

El peso fresco de las plantas crecidas en los medios con
Cr se presenta en la tabla 2. El peso fresco de la parte aérea
en la variedad Puma se redujo de manera significativa en
300 uM (1.35 g) con respecto a las concentraciones menores
(100 y 200 pM) que fueron estadisticamente iguales con
respecto al control sin el metal (2.25 g); a partir de 400 uM el
peso fresco fue aun menor (0.69 g). En la variedad Albatros,
desde la concentracion de 100 uM el peso de la parte aérea

GENETICAY MICROBIOLOGIA

disminuy6 de manera significativa (1.83 g) con respecto
al control sin el metal (2.91 g); tuvo otra disminucién
significativa en 200 uM (1.20 g), con otras dos disminuciones
significativas en 400 y 800 uM, con pesos de 0.6 y 0.51 g,
respectivamente.

En la variedad Puma, el peso fresco de la raiz (tabla 2)
disminuy6 por efecto del Cr(VI) desde la concentracion de
200 pM (1.98 g) con respecto al control sin el metal (2.82 g),
con sucesivas disminuciones significativas en 300 pM (1.29
g) y 400 uM (0.88 g). En la variedad Albatros el peso fresco de
la raiz disminuyd de manera significativa en la concentracién
de 200 pM (1.22), con respecto al control sin Cr(VI) (1.95 g),
con otra disminucién significativa en 400 uM (0.87 g).

Figura 1. Plantas de maiz hibrido crecidas in vitro en medios con diferentes concentraciones de Cromo. A) Variedad Puma, B) Variedad Albatros.

Las plantas son representativas de 18 individuos para cada tratamiento.
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Tabla 2. Peso fresco de la parte aérea y de la raiz de plantas de maiz crecidas in vitro en diferentes concentraciones de cromato de potasio. Se
presentan los promedios y el intervalo de confianza para a = 0.05. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas para los valores de
una misma columna (Tukey, P < 0.05, n=6).

0 2.25+0.292 (a) 2.82+0.367
100 252+0.328 (a) 2.19+0.285
200 2.07 +£0.269 (a) 1.98 +£0.257
300 1.35+£0.176 (b) 1.29£0.168
400 0.69 + 0.089 (©) 0.88+0.118
500 0.75 +0.098 (@] 0.81+0.105
600 0.60 +0.078 (0 0.69 +0.087
800 0.48 +0.062 (d) 0.72 +0.093
1000 0.51 +0.066 (d) 0.57 +0.074

Para comparar de una manera estandarizada como el
Cr afect6 el peso fresco de las plantas en las dos variedades
de maiz se utilizaron porcentajes, considerando como
100% el control sin Cr en cada variedad. El porcentaje del
peso fresco de la parte aérea (Figura 2) mostré diferencias
significativas entre las dos variedades: en la concentracion
de 100 uM, los porcentajes fueron de 100y 63% para Puma
y Albatros, respectivamente; en la concentracién de 200 uM
fueron de 92y 41%; y en la concentracién de 300 uM fueron
de 60y 34%; a partir de 400 uM del metal las diferencias en
los porcentajes de peso fresco entre ambas variedades de
maiz fueron menores, aunque significativas y mayores en la
variedad Puma; lo anterior demostré una menor afectacién
del peso fresco de la parte aérea por efecto del Cr(VI) en la
variedad Puma. La disminucion en el porcentaje del peso
fresco de la raiz (Figura 3) fue similar en ambas variedades
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Figura 2. Peso fresco de la parte aérea de plantas de maices
hibridos Puma y Albatros, crecidas in vitro en medios con diferentes
concentraciones de Cromo. Se indica el intervalo de confianza de la
media para a=0.05. Las letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas con la prueba de Tukey (p<0.05, n=6).

26

(a) 291+0.378 (a) 1.95+0.257 (a)
(ab) 1.83+£0.238 (b) 1.96 £ 0.254 (a)
(b) 1.20+£0.156 (@] 1.22+0.158 (b)
(0 0.99+0.129 (0 1.20£0.156 (b)
(d) 0.60 +0.078 (d) 0.87+0.113 (o]
(d) 0.66 + 0.086 (d) 0.78 +0.101 (0
(d) 0.68 +0.090 (d) 0.63 +0.082 (cd)
(d) 0.51+0.070 (e) 0.64 +0.083 (cd)
(d) 0.30+0.039 (e) 0.51+0.068 (d)

de maiz en las concentraciones de 100 y 200 pM del metal,
mostrando diferencias significativas en 300 pM (46 y 62%),
400 uM (31y 45%) y 500 uM (29 y 40%), para Pumay Albatros,
respectivamente; a partir de 600 UM no hubo diferencias
significativas entre los porcentajes de los pesos de las dos
variedades; lo anterior demostré una menor afectacion del
peso fresco de la raiz en la variedad Albatros en algunas de
las concentraciones de Cr(VI).

Discusion

Todos los suelos poseen metales pesados como resultado
de los procesos geoldgicos y edafogénicos y la aportacion
derivada de determinadas actividades humanas. El Cr es
uno de los metales pesados que se depositan en el ambiente
como desecho de las industrias del curtido de pieles y
automotriz, entre otras (Shanker et al., 2005).
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Figura 3. Peso fresco de la raiz de plantas de maices hibridos Pumay
Albatros, crecidas in vitro en medios con diferentes concentraciones
de Cromo. Se indica el intervalo de confianza de la media para a=0.05.
Las letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas con la
prueba de Tukey (p<0.05, n=6).

Bioldgicas | Vol. 18, No. 2 | Diciembre 2016



La fitoremediaciéon es una de las tecnologias limpias
para remover los metales pesados del ambiente, y el uso de
plantas de rapido crecimiento y produccién de biomasa es
una de las ventajas de las gramineas y otros cultivos (Pilon-
Smits, 2005; Vamerali et al, 2010). Sin embargo, su baja
tolerancia a concentraciones elevadas de metales pesados
debe ser analizada tanto en condiciones in vitro, asi como en
el suelo donde se crecera.

En este trabajo se inicié con el estudio de dos variedades
de maiz germinadas y crecidas en condiciones in vitro: en
las pruebas de germinacion y crecimiento temprano, la
variedad Puma tuvo mejor porcentaje de germinacion y
uniformidad de talla, con respecto a la variedad Albatros.
Esto no significa que en las condiciones de campo para las
que estan recomendadas estas variedades se presente esta
diferencia, considerando que Albatros se recomienda para
zonas mas frias dentro del altiplano mexicano, mientras que
la variedad Puma es mas utilizada en la region del Bajio, con
temperaturas mas altas. No obstante, para propdsitos de
evaluacion en condiciones controladas, es favorable el tener
una mejor germinacién y un crecimiento uniforme, ya que
el disefio experimental requerird de menos individuos y por
lo tanto un menor costo.

En las pruebas de crecimiento, considerando el peso
fresco de la parte aérea y del follaje, las variedades Puma
y Albatros fueron diferentes en su comportamiento, ya que
mientras que la variedad Puma tuvo mejor crecimiento en
el follaje, el crecimiento en la raiz fue mejor en Albatros en
las concentraciones de 300-500 puM y similar en las otras
concentraciones. La explicacién de estas diferencias puede
estar en los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que
presentan las plantas para tolerar concentraciones elevadas
de metales, como son el almacenamiento en la vacuola, el
transporte de la raiz a la parte aérea y la sintesis de enzimas
que eliminan los compuestos altamente reactivos que
se generan en los cambios de oxidaciéon de los metales
(Shanker et al., 2005). En particular, consideramos que es
posible que en la variedad Albatros el transporte del Cr de
la raiz a la parte aérea (factor de translocacién) sea mayor
con respecto a la variedad Puma, lo que determina que en la
variedad Albatros haya menor dafio en la raiz y mayor daio
en la parte aérea y que ocurra de manera contraria en la
variedad Puma; esto se apoya con reportes de captacion de
Cr en diferentes variedades de maiz y especies cercanas, que
aunque analizadas en sistemas experimentales diferentes
(liquidos, solidos, suelo) tienen valores de translocacién
diferentes (Martinez-Trujillo y Carre6n-Abud, 2015).

Por lo anterior, considerando que en la fitoremediacién
es deseable que se desarrolle adecuadamente la parte
aérea para remover con mayor facilidad el metal acumulado
(Mahar et al., 2016), la variedad Puma es prometedora, ya
que su follaje es mas abundante y aunque pudiera acumular
menor cantidad de Cr con respecto a la variedad Albatros,
la biomasa producida lo compensaria. Esta variedad es
crecida actualmente en suelo agricola de parcelas de maiz,
suplementado con diferentes concentraciones de Cr y se
analizara la captacién de este metal.
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