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RESUMEN

Serealiz6 una investigacion para determinar el efecto del cobre sobre plantas in vitro de henequén (Agave
fourcroydes L.) var. ‘Sac Ki'. Se adicion6 CuSO, (25, 50, 75, 100 pM) en el medio de cultivo. Después de 30
dias de establecidas las plantas in vitro se determind la produccion de biomasa, el contenido de carbohidratos
solubles totales, aztcares reductores, proteinas solubles, la actividad especifica de las enzimas catalasa y
peroxidasay el nimero de brotes. No se observaron anormalidades fenotipicas o sintomas de toxicidad en
las plantas. La biomasa se incrementé a la concentracion de 50 uM y el nimero de brotes a 25 puM. Se
comprobd que el efecto sobre las variables evaluadas se relacion6 con la concentracion e indicaron tolerancia
al cobre. Los resultados de este trabajo sientan las bases para el posible empleo de esta especie en la
biorremediacion de suelos contaminados.
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Effect of different cupper concentration in culture media on Agave
fourcroydes L. in vitro plants

ABSTRACT

Aresearch was realized in order to determine the effect of copper on henequen (Agave fourcroydes L.) var.
‘Sac ki’ in vitro plants. CuSO, (25, 50, 75, 100 uM) was added to the culture medium. After 30 days of the in
vitro plants established, the following indicators were determined: biomass production, soluble carbohydrates,
reducing sugars, soluble proteins, specific activity of catalase and peroxidase enzymes and number of shoots.
No phenotypic abnormalities or toxicity symptoms were observed in plants. Biomass showed an increase at
the concentration of 50 pM also as the number of shoots at 25 pM. It was proven that the effect on the
evaluated indicators was related to the concentration of copper and indicated the tolerance to copper. The
results of this investigation settle down the bases for the possible use of this specie in bioremediation of
contaminated soils.
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INTRODUCCION contaminados: la fitorremediacion. Este método
llama la atencién porque permite limpiar los
suelos contaminados de una gran extension,

ademas de ser internacionalmente reconocida

Con el desarrollo de la sociedad humana, una
gran cantidad de desechos y contaminantes

se incorporan al medio ambiente. Entre ellos,
se encuentran los metales pesados que se han
convertido en una amenaza no sélo para el
ecosistema, sino también para la salud
humana, por la alta toxicidad y gran resistencia
en el suelo. Estos pueden llegar al hombre a
través de la cadena alimenticia o en las aguas
(Barcel6 y Poschenrieder, 2003).

Para descontaminar estos metales se han
desarrollado métodos fisicos, quimicos y
biolégicos. Entre estos Ultimos se encuentra
el empleo de plantas capaces de vivir en suelos

como uno de los mas baratos, eficaces y
respetuosos con el medio ambiente.

Agave fourcroydes L. (henequén) es un cultivo
capaz de vivir en suelos pobres de nutrientes y
salinos, es una planta micorrizada y ademas es
productora de acidos organicos (Nobel, 2009).
Estas caracteristicas la hacen prometedora para
ser utilizada como fitorremediadora de suelos
contaminados con metales pesados. Ademas,
cabe resaltar que el henequén al no entrar en la
cadena alimentaria apartalos riegos de afectacion
al ser humano con la inmovilizacién de los
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metales pesados y cumple el doble propésito
de produccion industrial y fitorremediacion.

Los estudios sobre la respuesta de henequén
en condiciones de estrés abiotico,
especificamente, de suelos contaminados, son
escasos, y por ello requieren méas atencién e
investigacion para afirmar su capacidad como
planta fitorremediadora.

Aunque no existen trabajos que indiquen el
efecto de los altos niveles de metales pesados
en el suelo sobre el desarrollo de las plantas
de henequén, esta especie crece naturalmente
sobre suelo de serpentinita el cual posee
elevadas concentraciones de Niy Cr (Chiarucci
y Baker, 2007).

Existen especies de Agave que pueden crecer
en suelos con altas concentraciones de metales
pesados sin dafios severos. Por ejemplo, Agave
sisalana Perr., estrechamente relacionada con A.
fourcroydes, fue clasificada como
hiperacumuladora de Cr y como bioindicator de
Zn, Pb yNi (Mganga et al., 2011).

Por lo antes sefialado, este trabajo se propuso
como objetivo determinar el efecto de la adicion
de cobre (CuSO,) en el medio de cultivo sobre
plantas de henequén establecidas in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas seleccionadas en campo de la variedad
‘Sac Ki' o henequén blanco, procedentes del
germoplasma de la Empresa Henequenera de
Matanzas Eladio Hernandez, se utilizaron como
fuente de explantes para el establecimiento in
vitro.

Las plantas se lavaron con agua y detergente
(1.0% m/v) por 30 minutos. Se extrajeron
apices de 7 cm de longitud que se
desinfectaron superficialmente por inmersion
en solucién de alcohol al 70% (v/v) durante un
minuto. A continuacién se flamearon hasta
extincién del fuego. Seguidamente se introdujeron
en solucién de hipoclorito de sodio 2.5% (v/v)
durante 20 minutos y posteriormente se realizaron
tres enjuagues, durante 25 minutos (5 —-10- 10
minutos) con agua destilada estéril. Finalmente,
con la ayuda de un cuchillo se eliminaron las
partes del material vegetal dafiado.
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Ya en la cabina de flujo laminar se redujo su
tamafio a 4.0 cm de longitud y se sumergieron
en solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% (v/v)
durante 10 minutos. Se realizaron tres
enjuagues, durante 15 minutos (5 -5-5
minutos) con agua destilada estéril y se
eliminaron las partes del material vegetal
dafiadasy se redujo su longituda 1.5-2.0 cm.

Los explantes se colocaron en medio de cultivo
MS, 0.1 mg I* de tiamina, 0.5 mg I de piridoxina;
0.5 mg It de &cido nicotinico, 2.0 mg I de glicina,
100 mg I** de mio-inositol y 30 g I'* de sacarosa.
Se adicionaron 0.025 mg I'* de &cido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) y 10.0 mg I de 6-
bencilaminopurina (6-BAP). El medio de cultivo
fue solidificado con 10 g I* de Agar Técnico Agar
#3 (Biocen). El pH fue ajustado a 5.7 antes de
la esterilizacion a 121°C y 1.2 kg cm™?. En
frascos de vidrio de 250 ml de capacidad se
afadieron 30 ml de medio de cultivo. Se
colocaron cuatro explantes por frasco y se
mantuvieron en camaras de crecimiento con
luz solar a 26 + 2°C (37.5 umol m?2 st de
luminosidad como promedio).

Después de una semana de cultivo los
explantes se transfirieron a frascos de cultivo con
similar medio de cultivo y al que se afiadieron
diferentes concentraciones de CuSO,.5H,0 (25,
50, 75, 100 uM) con las cuales se conformaron
cuatro tratamientos. Ademas, se incluyé como
control el medio de cultivo libre de CuSO,. Se
colocaron cinco plantas por frasco y el nimero
de frascos por tratamiento fue de 10. Estos se
mantuvieron durante 30 dias en similares
condiciones a las descritas anteriormente. Al
final del periodo se realizaron las evaluaciones
gue se mencionan mas abajo.

Contenido de biomasa

Con el propdsito de valorar el efecto del
CuSO, en la acumulacion de biomasa de las
plantas in vitro se tomaron cinco plantas por
tratamiento y se secaron en estufa a 60°C
por 72 horas, hasta peso constante para
determinar la masa seca (g).

Contenido de proteinas solubles

Se tomaron muestras foliares (hoja mas
desarrollada) (0.5 g) de cinco explantes por
tratamiento y se trituraron en 2.0 ml de solucién
tampdn de fosfato de sodio 50 mM, (pH 7.0) en
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frio, la muestra fue centrifugada a 10 000 rpm
durante 20 minutos a 4°C y se extrajo el
sobrenadante para la medicién inmediata del
contenido de proteinas solubles. La
concentracién de proteinas solubles fue medida
por el método de Bradford (1976).

Actividad de enzimas catalasay peroxidasa

Se tomaron muestras foliares (hoja mas
desarrollada) (0.5 g) de tres explantes por
tratamiento y se trituraron en 2 ml de solucion
tampon de fosfato de sodio 50 mM (pH 7.0) en
frio, la muestra fue centrifugada a 10 000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. Se extrajo el
sobrenadante para la medicion inmediata de la
actividad enzimatica de catalasa y peroxidasa.

La actividad de catalasa fue determinada por
medicion de la velocidad de la descomposicion
del H,O, previamente ajustada a una DO,,,,
(densidad éptica de 240nm) (0.040-0.045)
utilizando como blanco agua destilada, en una
solucién tampén de fosfato de potasio 20 mM,
pH 7.0 que contenia 3% (v/v) de H,O,. El
volumen final del ensayo fue de 3 ml. La lectura
fue realizada a 240 nm en un espectrofotdmetro
(Ultrospect 2000).

Se tomaron tres mediciones por muestra en el
espectrofotometro (Ultrospect 2000). La
actividad enzimética se calculé segun la
formula:

Vt: volumen total (3 ml)
Uy _ Ax4xVvexf V:volumen de la muestra (0.2 ml)
V( ) - §xV f: factores de dilucién (5)
5. 25.5 cm?/ uM

ml

La actividad de peroxidasa se midi6é por el
método guayacol peroxidasa (Bergmeyer,
1974). El ensayo de actividad enzimética se
realiz6é en un volumen final de 3 ml. Para la
reaccioén se adicioné en una cubeta de cuarzo
2.80 ml de solucion tampén fosfato de sodio
0.1 M, pH 7.0, 50 pl de solucién guayacol 0.018
M, 50 pl solucion de peréxido de hidrégeno
ajustado a DO, (0.040-0.045) utilizando agua
como blanco. A la mezcla reaccionante se
adicionaron 100 pl del extracto vegetal. La
actividad enzimética se realiz6 a 25°C y se midi6
a DO,,.. Se tomaron tres mediciones por
muestra en un Espectrofotometro (Ultrospect
2000). La actividad enzimética se calculé segin

laféormula:
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Vt: volumen total (3 ml)
V: volumen de la muestra (0.2 ml)
§xVv f: factores de dilucion (15)

5. 43.6 cm?/ UM

V(U)_AXS.OlXVtXf

ml

Contenido de carbohidratos solubles
totales y azlcares reductores

Se determiné el contenido de azUcares
reductores y carbohidratos solubles totales
a partir de la extraccién realizada para la
evaluacion de la actividad enzimética. Se
siguié la metodologia modificada del Fenol—
Sulfarico para determinar el contenido de
carbohidratos totales (Mahadevan y Sridhar,
1986). Los azUcares reductores se
determinaron segun la técnica de
Dinitrosalisilico (Sumner, 1921). Para ambas
determinaciones se establecieron curvas
patrones (y= 5.3909x — 0.0194. R? = 0.9796
para azlcares reductores: y=4.6241x— 0.0692.
R2=0.999 para carbohidratos solubles totales).

Efecto sobre el nimero de brotes

A los 30 dias de cultivo en los diferentes
tratamientos se cuantifico el nimero de brotes
por planta con el objetivo de valorar el efecto
del Cu en la multiplicacion in vitro.

Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron segln un
disefio completamente aleatorizado con tres
réplicas para cada tratamiento. Los datos se
procesaron mediante el paquete Statgraphic
Versién 5.0 (2000), sobre WINDOW. Se
determiné si los datos tenian Distribucion
Normal mediante la prueba de Bondad de Ajuste
Kolmogorov - Smirnov y Homogeneidad de
Varianza mediante las Pruebas de Bartlett. En
los casos en que los datos cumplieron los
supuestos se procesaron mediante ANOVA de
clasificacién simple y las medias se
compararon mediante la Prueba de Rangos
Mdltiples de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de biomasa

Se comprobd que la inclusion de CuSO, en el
medio de cultivo, excepto a la concentraciones

de 25, 50 y 100 uM, no afectd el contenido de
masa seca de las plantas in vitro (Figura 1).



110

= =
[T Y
o ot n
o

Masa secag)
[
%]

Biotecnologia Vegetal Vol. 14, No. 2, 2014

0 25

50 75 100

Concentracion de CuS04 (uM)

Figura 1. Efecto del sulfato de cobre, afiadido al medio de cultivo en diferentes
concentraciones, sobre la biomasa de plantas in vitro de Agave fourcroydes L.
a los 30 dias de cultivo. Letras diferentes sobre barras indican diferencias
significativas entre las medias segun la prueba de rangos multiples de Duncan

para p<0.05.

Los resultados indicaron un incremento
significativo de la biomasa de las plantas in
vitro con las concentraciones de 50uM y
25uM). Este comportamiento se diferencia de
otros cultivos. De acuerdo con lo planteado
por Costa y Spriz (1997) la tendencia de
aumentar la masa seca al aumentar la
concentracion de Cu hasta cierto nivel puede
ser debido a la acumulacién de metal y esta
no afecta a la asimilacién normal de CO,,

Cu es un micronutriente esencial que
participa en multiples procesos metabdlicos
y en las concentraciones adecuadas favorece
el crecimiento de las plantas aunque en
presencia de elevados niveles, normalmente
estas presentan reduccion de la biomasa y
sintomas de clorosis (Yruela, 2005). Se ha
informado que en exceso el cobre causa una
alteracion en la estructura de los cloroplastos.
Sin embargo, en este estudio no se observo
clorosis en las plantas evaluadas. La biomasa
vegetal y en especifico la produccién de
masa seca son indicadores para evaluar el
crecimiento vegetal.

Contenido de azuUcares reductores y
carbohidratos totales

No se obtuvieron diferencias significativas, en
cuanto al contenido de carbohidratos
solubles totales entre los tratamientos

ensayados. Sin embargo, para la variable
azUcares reductores, los tratamientos se
diferenciaron significativamente del control
(Figura 2). El mayor valor se encontré a la
concentracién de 25uM de cobre y el menor
valor a 100uM.

Enrelacion con el contenido de carbohidratos
a pesar de la presencia de diferentes
concentraciones de cobre en el medio de
cultivo, se mantuvo similar entre todos los
tratamientos, lo que indica la no alteracién
de la sintesis de estas sustancias.

La produccién de carbohidratos se relaciona
con una adecuada concentracién de cobre.
En este sentido, Mohamed (1986) encontré
unarelacién entre cobre y ferredoxil en el sitio
reductor de PSI donde Cu? estimulo el
conjunto de transporte de electron desde
agua hacia NADP y se produjo mayor sintesis
de carbohidratos. Segun Deff (2007), en
presencia de Cu se estimulan los
fotosistemas | y Il de la fotosintesis, lo que
sugiere en este caso la mixotrofia del cultivo.

El aumento de contenido de carbohidratos
también se estimula a bajas concentraciones
de cobre, tal es el caso del cultivo de
Rosmarinus officilalis L (Deff, 2007) o con
otros metales pesados en el cultivo de
Lupinus albus (Costa y Spitz, 1997).
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Figura 2. Contenido de carbohidratos totales y aztcares reductores de plantas in vitro de
Agave fourcroydes L. en presencia de diferentes concentraciones de Sulfato de cobre en
el medio de cultivo. Letras diferentes sobre barras indican diferencias significativas entre
las medias segun la prueba de rangos multiples de Duncan para p<0.05.

Por lo antes sefialado no es contradictorio que
en el control a pesar de no utilizarse altas
concentraciones de cobre presenté un
contenido similar de carbohidratos al del resto
de los tratamientos pues en el medio de cultivo
MS se agrega 0.10uM de CuSO,.5H,0 (Golden
Bell), valor inferior a los empleados en los
tratamientos. Todo ello sugiere la plasticidad del
henequén, para producir cantidades adecuadas
de carbohidratos, bajo un rango amplio de
concentraciones de cobre, que en este ensayo
no fueron limitante.

Bajo las condiciones del cultivo in vitro el
contenido de azucares reductores en el control
se toma como lo normal, por lo tanto un
incremento o decremento de esta variable
puede ser el resultado de cambios en el
metabolismo celular.

Los resultados sugieren incremento de la
respiracion mitocondrial, menor actividad

mixotréfica o mayor translocacion para hojas
mas jovenes o el tallo en las concentraciones
de 75 y 100uM en relacién con el control, sin
embargo lo contrario se aprecio en la
concentraciones de 25y 50 uM.

Deff (2007) plante6 que el bajo contenido de
azuUcares reductores se atribuye al incremento
de la respiracion en los 6rganos de la planta.
Enrelacion con lo anterior, Ahmed et al. (2008)
encontraron que en cultivo de Zea mays L. con
tratamiento de metales pesados se incrementé
la respiracion y disminuyo la fotosintesis.

El incremento o decremento del contenido de
azucares reductores podria indicar una mayor
0 menor actividad de enzimas hidroliticas por
la presencia de concentraciones diferenciales
de Cu. Mohamed (1986) sugirio que la
acumulacion de azucares reductores en hojas
de plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) se debi6 a la presencia de
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metales pesados como Mn, Zn y Fe, los que
estimularon la actividad amilolitica y como
resultado condujo a unincremento de azlcares
solubles més que de polisacaridos.

Contenido de proteinas solubles

Las concentraciones de cobre empleadas
favorecieron significativamente el incremento
del contenido de proteinas solubles en relacion
con el control (Figura 3).

La presencia de cobre en altas concentraciones
puede favorecer el contenido de proteinas dado
la necesidad de éstas para desarrollar el proceso
de respiracion mitocondrial para el cual se
establece el Ciclo de Krebs donde se producen
los metabolitos necesarios para la produccion de
amino&cidos. Por otra parte, el crecimiento y
desarrollo del vegetal requiere de proliferacion y
diferenciacion celular lo cual necesita de
proteinas. Por ultimo, existen proteinas
transportadoras de iones metalicos que actdan
en el mantenimiento del balance iénico dentro de
la célula (Kupper et al., 2009)

La tolerancia del henequén a la mayor
concentracion de Cu pudiera relacionarse con la
funcion de este como activador de la biosintesis
de fitoquelatinas que es un péptido rico en cisteina
y con alta capacidad de formacién de complejos
con los metales pesados, lo que le permite
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mantener un nivel de proteinas similar a la
cuantificada en los restantes tratamientos, a
pesar, de la reduccién de la masa seca.

Es conocido el importante papel que
desempefa el cobre en los complejos
enzimaticos y reacciones redox que se
desarrollan en las células lo que pudiera
relacionarse con el incremento en la sintesis
de proteinas. Segun los resultados obtenidos,
se observa que el control presentd el menor
contenido de proteinas y el mayor incremento
ocurrié con la adicion de CuSO,. Esto sugiere
gue los niveles endégenos de cobre presentes
en el control no ocasionaron el comportamiento
de este como cuando se presenta en elevadas
concentraciones, por ende no desencadend los
mecanismos de defensa de la planta contra
este fendmeno, por lo tanto no se estimul6 la
sintesis de proteinas. Esto pudiera indicar que
el cobre favoreciod la sintesis de proteina una
vez que se incremento sus niveles en relacion
con la concentracién que se emplea en la
propagacion in vitro del henequén.

Actividad de enzimas catalasay peroxidasa

La actividad catalasa se inhibié en presencia
de elevadas concentraciones de cobre, en el
control se produjo el nivel de actividad
especifica de catalasa significativamente
mayor (Figura 4).

50 75 100

CuS04 (uM)

Figura 3. Contenido de proteinas solubles en plantas de Agave fourcroydes L. en presencia de
diferentes concentraciones de cobre después de 30 dias de cultivo. Letras diferentes sobre
barras indican diferencias significativas entre las medias segun la prueba de rangos mdltiples

de Duncan para p<0.05.
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Figura 4. Actividad de enzimas peroxidasa y catalasa en plantas in vitro de Agave
fourcroydes crecidas en medio de cultivo con diferentes concentraciones de cobre.
Datos registrados a los 30 dias de cultivo. Letras diferentes sobre barras indican
diferencias significativas entre las medias segun la prueba de rangos multiples de

Duncan para p<0.05.

Este resultado sugiere que la actividad de esta
enzima se produce al inicio o primeros
momentos del tratamiento con cobre y posterior
a un tiempo disminuye. Esto se puede afirmar
ya que no hubo signo de afectacién fisiol6gica
de los metales pesados sobre las plantas,
sefialando su actividad anterior, ademas de
que el control con solo las concentraciones
enddgenas present6 una mayor actividad de
esta enzima. Por otra parte, la respuesta
positiva de las plantas junto con la baja actividad
de la enzima catalasa pudiera estar
relacionada con el eficiente funcionamiento del
conjunto de mecanismos de proteccion de que
dispone el henequén ante las elevadas
concentraciones de cobre.

Betancourt et al. (2005) plantearon que los
metales pesados y el estrés abibtico provocan
cambios desfavorables en las plantas y basado
en esto investigaciones posteriores revelaron
incrementos en la actividad enziméatica de la
catalasay la superoéxido dismutasa en el citosol
de raices de Pisum sativa contrario a lo
sucedido en este ensayo lo que pudiera indicar

una relacion entre los factores abiéticos y la
especie.

En el caso de la peroxidasa, la actividad no se
diferenci6 entre los tratamientos de 25 pM, 50
MMy 75 puM. La actividad mas elevada se registré
en el control y el tratamiento de 100 pM.

Los metales pesados tales como el cobre, por
sus propiedades, son capaces de estimular la
formacién de las especies reactivas de
oxigeno, los cuales en alta concentracidn
pueden dar lugar a una oxidacién incontrolable
de las estructuras de la célula, incluyendo ADN,
proteinas y lipidos de membrana, lo que
favorece la interrupcion del metabolismo y la
destruccion de la estructura celular ademas de
gue las plantas generan especies reactivas del
oxigeno (Desikan et al., 2005). Por eso, no es
sorprendente que ellas también poseen el
sistema de defensa antioxidante integral que
contiene componentes tanto enziméticos como
no enzimaticos, para controlar en niveles no
toéxicos los radicales libres, manteniendo el
balance redox celular.
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De hecho, algunos de los procesos
antioxidantes son inducibles respondiendo a la
alta concentracion de las ERO, lo que sugiere
qgue los mecanismos celulares evolucionan
para reconocery mejorar su accion ante el alto
contenido de tales compuestos (Desikan et al.,
2005). Uno de ellos es la estimulacién de la
formacion de las enzimas antioxidantes.

En este sentido, las evidencias acumuladas
sefialan que el cobre induce la actividad
peroxidasa en plantas como por en frijol
(Phaseolus vulgaris L. cv. Akman) o en ajo
(Allium sativum) (Meng et al., 2007). Por otra
parte, el cobre por ser un metal de transicion
cataliza la formacion de H,O,, por lo tanto se
supone que el aumento en concentracion de
esta sustancia tiene como consecuencia el
aumento de la actividad peroxidasa. La
respuesta obtenida sugiere ademas que en la
concentracion més elevada el mecanismo de
secuestro ya no es suficiente para reducir la
cantidad de zinc en el citoplasma por lo tanto
se incrementa la formaciéon de los ROS y estas
Ultimas se convierten en la sefal de activacion
de la peroxidasa (Desikan et al., 2005).

Efecto sobre el niumero de brotes

La diferenciacion de plantas completas y el
inicio de la multiplicacién en los explantes de
henequén se lograron en todos los tratamientos
empleados. En presencia de 25 uM de CuSO,
(Figura 5) se supero6 significativamente el
namero de brotes en relaciéon con el control.

L
(=3

[25]

No. brotes por planta
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Ello sugiere que a esta concentracién se estimulé
la diferenciacion de yemas axilares, lo que
requiere de estudios posteriores con el objetivo
de mejorar la micropropagacion del henequén.

Las plantas producidas no mostraron
anormalidades fenotipicas lo que sugiere que bajo
estas condiciones (elevadas concentraciones de
cobre) no se producen dafios que pudieran ser
letales y que interfieran con el crecimiento y
desarrollo de este cultivo.

Se hace necesario tener en cuenta, que el Agave
fourcroydes L. es una planta CAM en la cual, la
produccion de acido organico (acido malico) es
muy elevada (Nobel, 2009). Este &cido posee la
capacidad de reaccionar con los metales
pesados a través de los enlaces débiles de
oxigeno. Kupper et al. (2009) plantearon que
este tipo de enlace es esencial en la tolerancia
de las plantas hiperacumuladoras de metales
pesados.

En las plantas hiperacumuladoras de metales
pesados se produce la reaccién de casi todos
estos con acidos organicos, los cuales se
encuentran comunmente en vacuola. Ademas
de los posibles mecanismos de tolerancia a
los metales pesados mencionados durante
toda la discusién del trabajo, el Agave
fourcroydes L. posee este recurso que
evidencia la estabilidad de su metabolismo a
altas concentraciones cobre, y por lo tanto,
podria significar uno de los mecanismo que
justifican la tolerancia a metales pesados.

[=]
]
]

50 75 100

CuS04 (uM)

Figura 5. Efecto de la presencia de diferentes concentraciones de cobre en el
medio de cultivo sobre el nimero de brotes en plantas in vitro de Agave fourcroydes
L. Letras diferentes sobre barras indican diferencias significativas entre las medias
segun la prueba de Rangos multiples de Duncan para p<0.05.
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Estudios futuros acerca de la tolerancia del A.
fourcroydes al Cu y sus efectos en el
metabolismo de la planta se requieren con el
propdsito de establecer su nivel de tolerancia
para su posible uso en sistemas de
fitorremediacion como en otras especies de
agaves.

CONCLUSIONES

Las concentraciones de cobre afadidas al
medio de cultivo no ocasionaron anormalidades
fenotipicas en plantas in vitro de henequén var.
‘Sac Ki' establecidas in vitro ni se observaron
sintomas de toxicidad. Se comprob6 que el
efecto sobre las variables evaluadas se
relacion6 con la concentracién e indicaron
tolerancia al cobre. Los resultados de este
trabajo sientan las bases para el posible empleo
de esta especie en la biorremediacion de
suelos contaminados. Se sugiere asi la
realizacion de més estudios sobre la capacidad
fitorremediadora de esta especie junto con su
empleo en condiciones de campo ya que los
resultados obtenidos la apuntan para tal fin.
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