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RESUMEN

RESUMEN

Una planta con la capacidad para tolerar, acumular o hiperacumular algun
contaminante, puede tener gran importancia en los procesos de fitorremediacion.
En la actualidad existen pocas especies identificadas con dichas capacidades, por
lo que es relevante investigar estas especies antes de que se pueda dar un
proceso de extincién. En el presente estudio se trabajo con dos zonas mineras del
estado de Hidalgo: Molango y Zimapan. En estas zonas se colectaron muestras de
plantas y sustratos para identificar nuevas especies tolerantes, acumuladoras o
hiperacumuladoras de Mn en Molango, Hidalgo y de As y Pb en el caso de
Zimapan, Hidalgo.

Bajo las condiciones fisicoquimicas que presentaron los sustratos de Molango, las
10 plantas identificadas mostraron un comportamiento exclusor con respecto al
Mn. En algunas de ellas como Thelypteris kunthii, Equisetum hyemale, Equisetum
myriochaetum y Blechnum occidentale, este comportamiento fue evidente por su
capacidad para acumular el Mn en la raiz y evitar su translocacion. En el caso de
Xantosoma robustum, Platanus mexicana, Cnidoscolus multilobus, Asclepius
curassavica L, Solanum diversifolium y Pluchea sympitifolia es posible que sean
acumuladoras. Los sustratos de esta zona presentaron condiciones reductoras,
pHs alcalinos, CIC entre media y alta, CEs menor a 2 dS m™ y textura arenosa. En
el andlisis de la extraccion secuencial el Mn presentd el siguiente orden en las
cinco fracciones evaluadas F5>F3>F4>F2>F1. El Mn presente en la solucion del
suelo puede estar en un equilibrio dinamico entre la fase soluble e insoluble por
las condiciones de pH y Ey y en el caso del agua se encuentra como Mn?*, los
resultados obtenidos de esta zona se publicaron en la revista Bioresource
Technology (Anexo 5).

En Zimapan se colectaron un total de ocho plantas de las cuales Eschscholzia
californica, Viguiera dentata, Brickellia veronicifolia, Nicotiana glauca y Flaveria

trinervia se clasificaron como acumuladoras de As y como posibles acumuladoras
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de Pb; Notholaena sulphurea, Argyrochosma formosa y Ricinus communis como
tolerantes al As y Pb; en la zona se presentaron dos tipos de sustratos uno
fuertemente &cido, con condiciones oxidantes y CIC baja y otro con pH entre
ligeramente acido a alcalino, con condiciones reductoras y CIC media. Ambos
sustratos no presentaron problemas de salinidad y tienen una textura arenosa. El
arsénico es probable que se encuentre como As (V) y el Pb como hidroxocomplejo
insoluble en los sustratos ligeramente &cidos a alcalinos y como As (1) y Pb** en

los sustratos acidos.
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1 INTRODUCCION

En suelos mineralizados se encuentran especies de plantas tolerantes a metales,
adicionalmente éstas pueden tener la capacidad de acumular o hiperacumularlos,
su identificacion es importante para poder emplearlas en la remediacion de aguas
0 suelos afectados por este tipo de contaminantes. El uso de plantas
acumuladoras ha dado lugar a la técnica conocida como fitorremediacion, la cual
se define como el uso de plantas para contener, acumular o degradar un

contaminante.

En Latinoamérica hay pocos estudios acerca de especies acumuladoras de
metales toxicos, no obstante, debido a la gran cantidad de zonas mineras
presentes en esta area es probable encontrar plantas que puedan ser
hiperacumuladoras de metales. A nivel mundial existen 400 especies clasificadas
como acumuladoras, la mayoria de ellas se han encontrado en Europa debido
principalmente al interés que existe en este continente por conocer estas especies
vegetales antes de que se extingan. A la fecha se tienen identificadas para niquel
(Ni) 317 especies, para cobre (Cu) 37, para cobalto (Co) 28, para plomo (Pb) 14,
para zinc (Zn) 11, para manganeso (Mn) 9, para cadmio (Cd) 2 (Kidd et al., 2007),
para arsénico (As) 3 (Ma et al., 2001). Dentro de las especies mas estudiadas se
encuentran las del género Alyssum para Ni (Kidd et al., 2007), Pteris vittata para
As (Ma et al., 2001; Silva et al., 2006; Sing y Ma, 2006) y Phytolacca acinosa y
Phytolacca americana para Mn (Xue et al., 2004; Xu et al., 2006).

El estado de Hidalgo cuenta con mas de 500 afios de mineria, donde Molango se
destaca por la extraccion de Mn y Zimapan por la extraccion de Cu, Pb y Zn e
indirectamente As. En el estado aun no se han realizado estudios de identificacion
de plantas tolerantes a pesar de que Ortiz (2005) encontré en Zimapan, que el
maiz tiene la capacidad de acumular As. Aldape et al. (1999), observaron que la
poblacién en la zona minera de Molango se encuentra expuesta a contaminacion

por Mn, el cual proviene de diferentes fuentes, como el aire, el agua que beben y
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los vegetales que se cultivan alli. Esto es debido al enriquecimiento natural que
presentan los suelos, por tal motivo, el principal objetivo de este estudio es
identificar plantas que puedan tolerar, acumular o hiperacumular metales o
metaloides, lo que permitird proponer estas especies para la fitorremediacion de

suelos contaminados por elementos traza.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Contaminacion del suelo por metales

La presencia de metales en el suelo tiene dos origenes: 1) natural; que es cuando
los contenidos de metales se atribuyen a la composicion de los distintos minerales
presentes en la roca y a erupciones volcanicas y 2) antrépico; que es cuando las
concentraciones de los metales en el suelo son mayores a su composicion
geoquimica y son el resultado de las actividades industriales, mineras y agricolas.
Los suelos cuyos altos contenidos de metales son de origen natural normalmente
son identificados como yacimientos. En estos sitios se puede observar que los
organismos que habitan se encuentran adaptados a estas condiciones
geoquimicas con una alta tolerancia al estrés metdalico (Kabata-Pendias et al.,
1992).

Diversos sitios en el mundo se encuentran contaminados con metales, debido en
gran parte a las actividades mineras, las cuales depositan residuos minerales
sobre el suelo, donde tanto las plantas como los animales estan expuestos a ellos.
Los residuos provenientes de la actividad minera son esparcidos en diferentes
compartimientos ambientales debido a la accién del viento y del agua, por medio
de la erosién, la lixiviacion y la escorrentia (Carrillo y Gonzéalez, 2006). En México
el area afectada por la presencia de metales traza es aproximadamente de 21.7
millones de hectareas y el 65% del total de los residuos que provocan dicha

contaminacion proviene de la actividad minera (CGM, 2001).

Los metales originados de distintas fuentes pueden llegar a la superficie del suelo,
posteriormente su destino dependera de las propiedades fisicas y quimicas de

éste y especialmente de la especiacion del metal.
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2.2 Biodisponibilidad de metales

Los metales en el suelo se pueden encontrar formando diferentes compuestos, o
cual complica su estudio, por ello, las técnicas de especiacion consideran cinco
fracciones principalmente: 1) en solucion, como iones de metal libre y complejos
metalicos solubles, 2) adsorbidos en los sitios de intercambio de los constituyentes
organicos, 3) precipitados como oOxidos, hidroxidos y carbonatos, 4) ligados a la
materia organica, y 5) formando parte de las estructuras de los silicatos (Basta,
2004). Para que la planta pueda absorber los metales, éstos deben estar
biodisponibles. La biodisponibilidad depende de la solubilidad y movilidad de los
metales en la solucion del suelo. La concentracion total del metal en un suelo no
refleja los niveles de biodisponibilidad, ya que sélo los metales presentes en la
fraccion uno y dos son los disponibles (Silveira et al., 2003).

Dentro de los procesos del suelo que estan involucrados en la biodisponibilidad de
metales destacan el intercambio catidnico, adsorcion/desorcion (formacion de
enlaces formales con minerales del suelo), precipitacion/disolucion (dependen
directamente del producto de solubilidad del sdélido en agua) y formacion de
complejos (interaccién de metales con ligandos organicos o inorganicos), todos
estos procesos afectan la distribucion de los metales entre la solucion del suelo y
la fase solida y son los responsables de su movilidad y biodisponibilidad
(Rieuwerts et al., 1998; Silveira et al., 2003; Basta, 2004).

La biodisponibilidad de los metales también depende de la naturaleza del metal,
su interaccion con los coloides del suelo, las propiedades y el tiempo de contacto
del suelo con ellos (Naidu et al., 2003). Las propiedades del suelo que afectan la
disponibilidad de un metal son: el pH el cual esta relacionado con la especiacion,
solubilidad, adsorcion e intercambio de los iones, afectando la carga eléctrica del
suelo; el potencial redox (En) determina la especie del metal en la solucién del
suelo y altera su solubilidad; la textura, el contenido y tipo de arcilla influyen en la

movilidad del metal; la materia organica participa en los procesos de complejacion
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de los metales debido a los diferentes grupos funcionales que presenta; los oxidos
de hierro (Fe), Mn y aluminio (Al) participan en los procesos de adsorcion y la
presencia de cationes y aniones libres (Rieuwerts et al., 1998; Silveira et al., 2003;
Basta, 2004). Otros factores que afectan la biodisponibilidad son la actividad

microbiana, las propiedades fisicas del suelo asi como la actividad de las raices.

2.3 Los microorganismos en la biodisponibilidad de metales

Las condiciones de la interfase raiz-suelo (rizosfera) pueden ser modificadas por
la planta, a través de la produccion de exudados radiculares y rizodepdositos
(mucilago y restos celulares), y por la actividad microbiana como la liberacion de

sideroforos o reacciones redox (Adriano, 2001; Lombi et al., 2001).

Los compuestos toxicos del suelo son frecuentemente modificados por los
microorganismos (Van Zwieten et al.,, 2003), pero algunos de éstos pueden
dificultar el crecimiento de los microorganismos del suelo y dafiar su habilidad para
promover el crecimiento de las plantas. Los hongos del suelo proporcionan una
gran area superficial para realizar el enlace con los nutrientes del suelo, tales
como el fosfato inorganico a través de ectomicorrizas y endomicorrizas asociadas
con las raices de la planta. Adicionalmente los hongos del suelo tienen el potencial
para incrementar o mejorar la toma de contaminantes inorgénicos por las plantas.
Consecuentemente, los hongos micorriticos en suelos contaminados con metales
téxicos, son cruciales en el mantenimiento de diversas poblaciones de vegetacion

endémica (Leyval et al., 1997).

Los microorganismos que viven naturalmente en altas concentraciones de As
pueden coexistir e incluso recibir beneficios de los compuestos de As. El As V
puede ser utilizado en el metabolismo vegetal como aceptor terminal de electrones
en la respiracion desasimilatoria 0 como donador en la oxidacion quimica autotrofa
del arsenito. EI metabolismo de bacterias y hongos est4d asociado con dos

procesos importantes; el primero es disminuir la concentracién de As dentro de la
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célula vegetal, por medio del mecanismo de transporte del As y el segundo; una

mejor absorcion del fosfato (Cervantes et al., 1994).

Sharples et al. (2000) presentaron evidencias que los hongos Hymenoscyphus
ericae actuan como un filtro para mantener bajas concentraciones de As en el
brezo Calluna vulgaris cuando estéa creciendo en suelos contaminados con As. Por
otra parte, en un experimento en el cual se empled la hierba Holcus lanatus,
Gonzélez-Chavez et al., (2002) observaron que la micorriza de los hongos del
género Glomus suprime la afinidad hacia el arsenato y el transporte de fosfato en

las raices.

El Mn es afectado por la actividad microbiana, el cual es oxidado por la accién de
varias bacterias y hongos acuaticos. Los organismos tales como Arthrobacter y
Leptothrix oxidan el Mn?* en Mn** (MnO,). Otros géneros de microorganismos que
oxidan al Mn son: Bacillus, Cladosporium, Corynebacterium, Curvularia,
Gallionella, Klebsiella, Metallogenium, Pedonicrobium, Pseudomonas Yy
Sphaerotilus (Coyne, 2000).

2.4 Arsénico

El As es un elemento ubicuo en el ambiente, proviene tanto de fuentes naturales
como antropogénicas. Las fuentes naturales mas importantes son la volatilizacion
y las actividades volcanicas; mientras que las mayores fuentes antropogénicas
son la explotacion y la fusibn de menas metaliferas, la quema de combustibles

fésiles y actividades agricolas (Mitchell y Barr, 1995).

El As es un elemento no esencial para las plantas y aparentemente no esta
involucrado en las reacciones especificas metabdlicas cuando es suministrado en
bajas concentraciones. Sin embargo, cuando se presentan altas concentraciones

se ha reportado que interfiere en algunos procesos metabdlicos, por ejemplo
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inhibe el crecimiento de plantas y algunas veces provoca la muerte (Marin et al.,
1993).

La biodisponibilidad y la fitotoxicidad del As en el suelo estan controladas por un
gran numero de factores tales como las condiciones de drenaje, asi como el tipo y
cantidad de materia organica entre otros ya comentados (Mitchell y Barr, 1995). El
comportamiento quimico y toxico del As esta influenciado por la forma y especie
quimica presentes. El As Il es mas movil y mas toxico que el As V, las arsinas
gaseosas son aun mas toxicas. Como regla general las formas arsenicales

inorganicas son mas toxicas que las organicas (Adriano, 2001).

Para que un suelo agricola se considere contaminado por As debe presentar
concentraciones totales entre 1-20 mg As kg™ suelo (Wauchope, 1983), pero un
suelo contaminado asociado con zonas mineralizadas puede contener hasta 2,600
mg de As kg™ suelo (Meharg et al., 1994). Los niveles de As soluble varian en un
rango entre de 0.007 y 13 mg kg™ dependiendo del grado de contaminacion de un
suelo. Los niveles de As soluble tienden a incrementar significativamente cuando

se presentan potenciales redox bajos (Carbonell et al., 1998).

Los compuestos de As son diferentes en su solubilidad, movilidad,
biodisponibilidad y fitotoxicidad. La toxicidad del As hacia los sistemas biolégicos
lo han hecho un componente util de insecticidas, herbicidas, fungicidas, entre
otros. Sin embargo, el uso indiscriminado de sustancias con As ha provocado su
concentracion en plantas, asi como su disponibilidad en algunos suelos, lo cual

reduce la productividad de los mismos (Marin, 1995).

2.5 Manganeso

El Mn es uno de los elementos mas abundantes de la corteza terrestre. Se
encuentra en el suelo, los sedimentos, las rocas, el agua y los productos
bioldégicos, sin embargo, la intensa actividad humana ha hecho que la

disponibilidad del Mn se incremente (Xu et al., 2006).
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El Mn se utiliza en la produccion del acero, en la industria quimica se emplea
como agente oxidante y para la produccién de permanganato de potasio y otros
productos quimicos derivados de este elemento. También, se utiliza como
recubrimiento de electrodos en varillas de soldadura, en los trituradores de rocas,
en las agujas y cambios de via de los ferrocarriles. También se emplea en la

fabricacion de ceramica, vidrio y tintes (Nordberg, 2001)

Entre los minerales mas importantes que contienen Mn estan los o6xidos,
carbonatos vy silicatos, dentro de los 6xidos mas estables de este elemento esté el
dioxido de manganeso (MnO;), puede formar diversos compuestos
organometalicos. EI Mn en la naturaleza puede presentarse en ocho estados de

oxidacion diferentes, los mas importantes son: +2, +3 y +7 (Nordberg, 2001).

La actividad minera y la fundicion de metales han incrementado la concentracion y
disponibilidad del Mn en el suelo, propiciando con esto un efecto en la estructura y
composicién de la vegetacién (Zheljazkov y Nielsen, 1996). La disponibilidad de
Mn en el suelo es controlada por el pH (Smith y Paterson, 1990). Sin embargo, el
pH de la rizosfera es mas importante para determinar la disponibilidad de Mn para
las plantas (Reisenaur, 1988). EI Mn es un micronutriente esencial para las plantas
y funciona como cofactor en algunas enzimas y un constituyente importante de la
superoxidasa dismutasa que protege a los tejidos de la toxicidad de los radicales

libres del oxigeno, liberados de varias reacciones enzimaticas (Marschner, 1995).

Las plantas absorben al Mn en forma divalente y su disponibilidad se incrementa
en suelos acidos o en condiciones anaerobias. Altos niveles de Mn en el suelo
pueden conducir a un desbalance nutricional en las plantas, especialmente en
relacién con otros cationes divalentes como el Mg?* y Ca** (Cenni et al., 1998). En
general, la absorcion de nutrientes, principalmente en relacién con los elementos
gue entran o se difunden por las raices, puede ser impedida por la inhibicién de
los vellos de las raices propiciada por el Mn y por la reduccién de los estomas

(Lidon, 2002). Por lo tanto altas concentraciones de Mn pueden reducir el

11



MARCO TEORICO

crecimiento de las plantas debido a la deficiencia de nutrientes propiciada por este

elemento (Marschner, 1995).

En el ser humano el Mn se acumula en los tejidos ricos en mitocondrias y
atraviesa las barreras hematoencefélica y placentaria. También se han observado
concentraciones elevadas de Mn en las zonas pigmentadas del organismo, como
son la retina, la conjuntiva pigmentada, la piel morena y el pelo negro. Se calcula
que la carga total de Mn en el organismo varia entre 10 y 20 mg para un varon de
70 kg. La vida media del Mn en el organismo es de 36 a 41 dias, pero en el caso

del Mn depositado en el cerebro es considerablemente mayor (Nordberg, 2001).

2.6 Plomo

Es el metal con propiedades téxicas que mas se ha propagado en el ambiente en
las dltimas décadas. Alteraciones neurolégicas, anemia y céncer de rifion estan
relacionados con este elemento. Los animales pueden absorber Pb por inhalacion
o ingestion. Si la absorcion es lenta, la excrecién lo es aun mas, de manera que el
Pb tiende a acumularse. La anemia es el primer sintoma de envenenamiento
cronico producido por el Pb en los animales, dado que interfiere en la sintesis del
grupo hemo, reflejandose en sintomas tales como nauseas, vomitos y dolores

abdominales (Navarro- Aviiig et al., 2007).

El Pb suele aprovechar la metabolizacion del Ca para sustituirlo y dafar la célula.
Sin embargo hay un denominador comun en la toxicidad de ciertos metales. Las
proteinas especificas que se ven principalmente afectadas por mercurio (Hg), Pb,
cadmio (Cd) y As pueden diferir de un metal a otro. No obstante, se produce una
interaccion bioquimica similar que es la responsable de la toxicidad de estos

cuatro metales (Navarro-Avifio et al., 2007).

Un aspecto importante a considerar, concerniente a la toxicidad es que el tiempo

de residencia de los metales pesados en el suelo ronda los miles de afos. Por
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tanto, representa un riesgo permanente para la salud ambiental. No ocurre asi con
otros productos téxicos como plaguicidas, insecticidas, derivados del petroleo
entre otros, que son, hoy dia, factores comunes de contaminacion mundial. En
consecuencia, surge la necesidad de tratar, descontaminar y remediar suelos

contaminados por metales (Navarro-Avifié et al., 2007).

2.7 Plantas tolerantes, acumuladoras e hiperacumuladoras de metales

Una planta tolerante es la que sobrevive bajo una concentracion elevada de algun
contaminante, una acumuladora sera la que presente concentraciones superiores
a la normal de dicho contaminante, pero inferiores a la concentracion para poderla
considerar como hiperacumuladora, estas Ultimas son aquellas que sobrepasan
una concentracion especifica de algin contaminante. En el caso de ambientes
mineralizados, las plantas pueden sobrevivir en ellos usando dos estrategias; la
primera consiste en que las plantas restringen la absorcion de los metales, o bien,
los acumulan soélo en la raiz, lo que les permite mantener concentraciones bajas
en la biomasa aérea a pesar de las concentraciones elevadas de metales en el
suelo (estrategia de exclusion); la segunda, es cuando la planta absorbe los
metales y los translocan a su parte aérea de forma no tbxica (estrategia
acumuladora) (Baker, 1981). La exclusibn es mas caracteristica de especies
sensibles y tolerantes a los metales, mientras que la acumulacién es posible que
se presente en especies que aparecen en suelos contaminados o metaliferos

(Barcel6 y Poschenrieder, 2003).

Chaney et al. (2000), definen de forma general a una planta hiperacumuladora
como aquella que alcanza concentraciones de metales en la hoja entre 10-100
veces las concentraciones normales en planta. Actualmente se utiliza el término
hiperacumuladora para designar plantas que acumulan mas de10,000 mg kg™ de
Mn y Zn; méas de 1,000 mg kg™ de Co, Cu, Pb, Ni, As y selenio (Se) y méas de 100
mg kg™ de Cd (Kidd et al., 2007). Otro criterio para considerar a una planta como

hiperacumuladora es el que reportan Gionocchio y Baker (2004) en el cual toman
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en consideracion el porcentaje de acumulacién en base seca de cada elemento
(Tabla 1). Se ha observado que estos valores en plantas metalofitas no provocan
algun estrés fisioldgico.

Tabla 1. Porcentajes de metales y metaloides en plantas para ser consideradas
como hiperacumuladoras.

Metal Concentracién
(% en base seca)
Arénico >0.1
Cadmio >0.01
Cobalto >0.1
Cobre >0.1
Plomo >0.1
Manganeso >1.0
Niquel >0.1
Selenio >0.1
Zinc >1.0

Tomada de: Gionocchio y Baker, 2004

2.8 Metalofitas

Las metalofitas son especies de plantas que han desarrollado mecanismos
fisioldégicos para sobrevivir y reproducirse en suelos con altos niveles de metales,
los cuales pueden ser micronutrientes o toxicos. Existen dos grupos de
metalofitas; las seudometalofitas, que pueden desarrollarse en ambientes
mineralizados o no vy, las eumetalofitas, las cuales son endémicas de suelos con
afloramientos naturales de minerales metalicos. Las eumetalofitas tienen muy
dificil su supervivencia, debido en parte, por su especializacion para sobrevivir en
entornos contaminados con minerales especificos, y por otra, por su restringida
supervivencia en zonas no mineralizadas (Laboreo y Panadero, 2000; Reevers y
Baker, 2000, Shaw, 1990).

América Latina posee una gran abundancia y diversidad de yacimientos minerales
metalicos. Sin embargo, se han reportado pocas especies tolerantes,

acumuladoras e hiperacumuladoras de metales en comparaciébn con otras
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regiones del mundo como Norteamérica, Oceania, Asia, Europa y Africa, los datos
biogeoquimicos disponibles para los sitios mineros en Ameérica Latina son muy
pocos. Esto podria deberse tanto a la escasez de estudios cientificos sobre la
vegetacion nativa que se ha desarrollado sobre mineralizaciones superficiales o en
suelos enriquecidos antrépicamente con metales, asi como a la falta de métodos
biogeoquimicos para el analisis de minerales, mas que a la ausencia de este tipo
de especies vegetales en la region. Latinoamérica es, sin embargo, un area con
gran potencial para la presencia de este tipo de especies vegetales, no solo por el
gran numero de mineralizaciones y areas contaminadas con metales, sino por su
amplia y Unica diversidad vegetal. Si las comunidades vegetales presentes sobre
mineralizaciones naturales, no se estudian antes de que se lleven a cabo los
procesos de extraccion de los minerales, podrian perderse para siempre especies
y genotipos claves para ser usados en la mitigacion de problemas ambientales

relacionados con el propio sector minero (Gionocchio y Baker, 2004).

Las plantas ideales para ser usadas en procesos de fitorremediacion deben crecer
rapido, tener gran cantidad de biomasa y ser tolerantes a altas concentraciones de
metales. Algunas metalofitas son llamadas hiperacumuladoras porque pueden
acumular altas concentraciones de metales o metaloides en sus 6rganos,
concentraciones que exceden sus requerimientos fisiologicos (Baker y Brooks,
1989).

2.9 Mecanismos de absorcién de metales en las plantas

Para que una planta pueda absorber algin contaminante del suelo, éste debe estar
disponible, para que pueda estar de forma disuelta influirhn muchos factores fisicos
y quimicos ya mencionados anteriormente (seccion 2.2.). Una vez que el
contaminante esté en la solucién del suelo, su absorcion por las raices de las
plantas dependerd del gradiente hidrico tanto del suelo como de las plantas;
mientras mas negativo sea el gradiente hidrico de las raices en comparacion con el

del suelo mas facil sera su absorciéon (Villee et al., 1996). Una vez que la solucion
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del suelo se encuentre dentro de las raices, se transportara en la planta via el
Xilema (parte lefiosa) y por capilaridad (Robb y Pierpoint, 1983). Para que la
solucién del suelo llegue hasta las hojas u érganos aéreos la transpiracion jugara un
papel muy importante, ya que hara la funcién de succion. La presencia de la mezcla
de nutrientes y contaminantes disparara la actuacion de diferentes mecanismos en
la planta. Algunos de estos mecanismos se encargaran de transportar los nutrientes
hasta las células para que puedan cumplir con su funcion biolégica y otros
mecanismos transladaran a los contaminantes al organelo donde sean menos

perjudiciales (Villee et al., 1996).

La presencia de las plantas acumuladoras o hiperacumuladoras a menudo esta
restringida a suelos ricos en metales, no son competitivas en zonas no
contaminadas. Estas plantas se encuentran distribuidas por todo el mundo, y de
forma predominante en Nueva Caledonia, Cuba y la region Mediterrdnea, entre
otros lugares (Baker et al., 2000).

Esta capacidad de sobrevivir y crecer en suelos contaminados, y acumular gran
cantidad de metales convierte a las hiperacumuladoras en organismos adecuados
para la fitoextraccion. La planta puede protegerse formando complejos metélicos
estables menos téxicos con quelantes como fitoquelatinas, metalotioneinas, acidos
organicos, aminoacidos y fenoles de tipo flavonoide, o bien, secuestrando los
metales desde zonas con un metabolismo activo (citoplasma) hacia el interior de
las vacuolas o en la pared celular, donde no puedan ocasionar efectos adversos
(Vazquez et al., 2006). Parece ser que la capacidad de acumulacion de estas
plantas no esta determinada por la accién de un solo mecanismo interno, sino de
varios, que actian conjuntamente. En general, las hiperacumuladoras presentan
una tasa de crecimiento baja, poca produccion de biomasa y un sistema radicular
pobre, posiblemente debido al costo energético que representa acumular niveles
de metales en su interior que pueden exceder valores tan altos como el 1% del

peso seco de la planta (Vazquez et al., 2006).
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Las plantas que acumulan e hiperacumulan metales tienen la capacidad de
solubilizarlos del suelo, eficiencia para absorberlos en las raices y traslocarlos a
sus organos (Pollard et al., 2002). Algunas plantas hiperacumuladoras excretan
acidos organicos tales como citrico, malico y oxalico, los cuales propician un
decremento en el pH y a la vez pueden actuar como queladores de metales, por lo

tanto los metales quedan biodisponibles en forma cationica (Ross, 1994).

Los mecanismos de detoxificacion de metales pesados involucran (Xiao et al.,
2005):

a) Enlace del metal a la pared celular

b) Reduccién en la absorcién o un bombeo hacia el exterior de la membrana
plasmatica

c) Quelacién del metal en el citosol por varios ligantes como las fitoquelatinas,
metalotioneinas y proteinas que forman enlaces con el metal

d) Reparacion de las proteinas dafiadas por el estrés

e) Compartamentalizacion de los metales en la vacuola por transportadores

localizados en el tonoplasto

El exceso de metales y nutrientes en el suelo es toxico para las plantas,
principalmente por la interaccidbn con otros iones. Esta situacion que puede
deberse a causas naturales, y generalmente provoca una reduccion del
crecimiento y de la produccion vegetal, ademas de suponer un riesgo para la salud
humana. La raiz constituye el principal tejido de entrada de metales pesados a la
planta. Hasta alli los metales pesados pueden llegar fundamentalmente, por un
proceso de difusion en el medio, mediante un flujo masivo y por intercambio
cationico. La raiz posee cargas negativas en sus células debido a la presencia de
grupos carboxilo del acido péctico. Las cargas negativas de estas células de la
rizodermis interaccionan con las positivas de los metales pesados presentes en el
suelo creando un equilibrio dinamico que facilita la entrada al interior celular. De

esta forma los cationes se absorben por la pared celular que ademas es hidrofilica
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lo que facilita el transporte i6nico. Una vez unidas las cargas positivas a las
negativas de la pared celular, los metales se transportardn en parte por la via
apoplastica (entre células) y en parte por la simpléstica (en la célula). No obstante
se ha demostrado recientemente que parte del flujo de metales pesados, al menos
en el caso del Pb puede quedar retenido en la pared celular por la estructura de

lignina y celulosa (Xiao et al., 2005).

Uno de los aspectos mas importantes de la acumulacion de metales pesados es el
que se refiere al proceso de complejacion. Un complejo o compuesto de
coordinacion es el resultado de la interaccion de un atomo central, esto es, un ion
metélico con orbitales de valencia vacios que puede actuar como acido de Lewis
(aceptor de electrones), y una o varias bases de Lewis (donador de electrones)
con pares de electrones libres. Estas bases se conocen como agentes
complejantes o ligandos. Esta interaccion lleva a la formacion de un enlace
covalente coordinado o dativo. El atomo central debe disponer de orbitales vacios
capaces de aceptar pares de electrones. En consecuencia, los cationes de los
grupos | y Il de la tabla periédica tienen poca tendencia a formar complejos, al
disponer de orbitales poco profundos y, por tanto, con poca disposicion a captar
electrones. Por el contrario, los metales de transicion si presentan una elevada
tendencia al proceso de quelacion, puesto que poseen orbitales profundos (tipo d
o f) (Huheey et al., 1997). El metal se rodea de los ligandos formando un complejo,
los ligandos simples como el agua, so6lo forman un enlace con el atomo central, y
se llaman monodentados o monocoordinados. Algunos ligandos son capaces de
formar multiples enlaces de coordinacién, y se describen como bidentados
(bicoordinados) o tridentados (tricoordinados), lo cual incrementa la estabilidad de
los complejos. La planta utiliza este mecanismo de complejacion en el interior de
la célula para detoxificarse de los metales. De esta manera, el metal queda
inmerso en una interaccion quimica que lo mantiene en equilibrio electrénico
(complejado), pero que no lo deja fuera del metabolismo, ya que no se ha
eliminado del citoplasma de la célula y, por ello, sigue siendo potencialmente

toxico. Los metales muestran gran afinidad por determinados grupos funcionales
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como sulfidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. Los ligandos que
utilizan las plantas son basicamente aminoacidos y acidos organicos, y mas
especificamente, dos clases de péptidos: fitoquelatinas y metalotioneinas. Entre
los aminoé&cidos se tienen la histidina y la cisteina entre los acidos organicos los
mas frecuentes son los acidos citrico y malico. Posteriormente los metales unidos
a estos compuestos son almacenados en la vacuola, donde no son perjudiciales

para la planta (Xiao et al., 2005).

2.9.1 Metalotioneinas y fitoquelatinas

Los metales contaminan la atmdsfera, gedsfera e hidrésfera, los organismos que
crecen en estos ambientes adquieren estrategias de adaptacion y uno de los
principales mecanismos de defensa es la sintesis de fitoquelatinas (PCs) y
metalotioneninas (MTs), ambas contienen grupos sulfidrilo de la cisteina, los
cuales se enlazan y secuestran al metal formando complejos muy estables
(Prasad, 1999).

2.9.2 Metalotioneninas (MTs)

Las metalotioneninas, son polipéptidos de unos 70-75 amino&cidos con un alto
contenido en cisteina, aminoacido capaz de formar complejos con cationes
mediante el grupo sulfidrilo que posee como radical. Son proteinas que sirven
como transportadoras de metales de bajo peso molecular, fueron las primeras
proteinas identificadas en mamiferos como transportadoras de Cd. Se cree
también que son las responsables de la quelacibn de metales pesados en el
citoplasma de las células de mamiferos y bacterias pero se piensa también que no
son proteinas tan decisivas en el proceso de quelacion de metales pesados en
plantas (Reddy y Prasad, 1990).
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2.9.3 Fitoquelatinas (PCs)

Las PCs son ligandos de alta afinidad que complejan metales pesados. Se
identificaron después que las metalotioneninas (MTs). Se piensa que las PCs
pueden desempefiar en las plantas el papel equivalente al que las metalotioneinas
desempefian en mamiferos y bacterias. La sintesis de PCs se induce en las
plantas por tratamiento con metales pesados y su disminucidén provoca una mayor
sensibilidad a ellos, por lo tanto su papel en la tolerancia y acumulacion de estos

contaminantes en las plantas es importante (Ernst et al., 1992).

2.10 Estrés oxidativo en plantas

La adaptacion de las plantas al estrés por metales traza se basa en mecanismos
que reducen la entrada de metales en la planta 0 que una vez absorbidos,
permiten su almacenamiento en lugares no perjudiciales para las células

principalmente en la vacuola (Eapen y D"Sousa, 2005).

Reaccion de Fenton
Es un proceso mediante el cual se generan radicales OH a partir de la ruptura del
peréxido de hidrégeno generando un radical hidroxilo (‘OH) y un ion OH", el Fe?*

es el causante de esta ruptura como se muestra en la ecuacion 1:

H,O, + Fe** — -OH + OH + Fe*' (1)

Este radical -OH es muy reactivo y puede producir procesos de oxidacion en
cascada. En general lo que se produce en la célula son interacciones que causan
una fuerte descompensacion electronica, principalmente por la accion de los
radicales formados por el radical ‘OH o bien, por la generacion de otros radicales,
por la oxidacion o reduccién de las especies quimicas en el medio. En la préctica,

el nombre “reaccion de Fenton” se utiliza para metales diferentes al Fe.
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Existe otra reaccién en la cual el Fe*" reacciona con los radicales libres de
oxigeno presentes en un organismo y el Fe®" se reduce a Fe?*, al conjunto de
estas reacciones se les llama Haber-Weiss: y se presentan en las ecuaciones 2, 3

y 4.

Fe’ + 0" > Fe®" + O, (2)
H,0, + Fe?* — -OH + OH + Fe** ()
0O, +H;0, —» -OH + OH + O, (4)

En este caso el Fe solo funciona como un catalizador, el cual queda libre para
seguir reaccionando con mas peréxido de hidrégeno. En el ambiente cuando un
organismo acumula metales, estos son los encargados de realizar esta reaccion
(Prasad, 1999).

Los radicales generados de las reacciones anteriores pueden extraer un hidrégeno
de un grupo metilo (-CH,-) de la poliinsaturacion de los acidos grasos de la
membrana lipidica (Figura 1), y dejar al carbono con un par de electrones libre (-C-
H), el radical generado llega a ser estabilizado por reordenamientos moleculares
produciendo un dieno conjugado (dos enlaces dobles consecutivos), el cual
reacciona con el oxigeno molecular dando un radical peréxido (R-OO"). El radical
peréxido puede quitar un atomo de hidrégeno de otra molécula lipidica para dar
lugar a una reaccién en cadena. El producto final de esta reaccién son fragmentos
de aldehido, incluido el malondialdehido (MDA). También puede ocurrir que el
oxigeno reaccione directamente con el &cido graso y genere el peroxido y el MDA
sin pasar por reacciones intermediarias. El nivel de MDA en los tejidos es
considerado como una medida de la peroxidacién de lipidos, es decir del estrés
oxidativo en organismos (Prasad, 1999; Singh et al., 2004; Singh y Sinha, 2005).
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Acido graso con tres dobles enlaces
HO

N
=

H Reaccion del radical
hidroxilo con un
hidrégeno del acido graso

Reaccion del radical
libre del acido graso
con oxigeno

H L
Hﬁ)\///\?’w
H

Fragmentacion del lipido
hidroperoxidado para generar
malodialdheido y otros
productos de polimerizacion

0 0
Wl\llalondialdheido

Figura 1. Peroxidacion de lipidos de la membrana celular
Tomada de: Prasad, 1999.

2.11 Fitorremediacioén

El tratamiento de sitios contaminados y la reduccion de metales por métodos
convencionales son caros y llevan tiempo. Un método alternativo es la

fitorremediacion de suelos la cual se basa en el uso de plantas (Carrillo y
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Gonzales, 2006). La fitorremediacion ha sido definida por Salt et al., (1995) como
una tecnologia utilizada especialmente para la acumulacion, estabilizacion, y

degradacion de contaminantes con la finalidad de limpiar el ambiente.

La fitorremediacion involucra procesos como:

a) Fitoextraccion
b) Rizofiltracién
c) Fitovolatilizacion
d) Fitoestabilizacion
e) Fitodegradacion

2.11.1 Fitoextraccioén

La fitoextracciobn es la tecnologia mas reconocida de la fitorremediacién. Los
términos fitorremediacion y fitoextraccion son algunas veces incorrectamente
utilizados como sin6nimos. Mientras que fitorremediacion es el concepto, la
fitoextraccién es una tecnologia limpia especifica. El proceso de fitoextracciéon
involucra el uso de plantas para facilitar la remocion de metales en el suelo
(Kumar et al., 1995).

En la préactica las plantas acumuladoras de metales son sembradas y
trasplantadas en el suelo contaminado, después son cultivadas utilizando
practicas agricolas establecidas. Las raices de las plantas absorben metales del
suelo y los translocan a otros 6rganos donde son acumulados a lo largo de su
crecimiento. Si la disponibilidad del metal no es la adecuada para que la planta lo
pueda tomar, se pueden utilizar agentes quelantes o acidificantes para liberarlos

en la solucion del suelo (Lasat et al., 1998).

Después de que la planta crece lo suficiente y el metal se acumula, ciertas

porciones de la planta son cosechadas y removidas, dando como resultado la
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remocion permanente del metal. Algunas investigaciones sugieren que la
incineracion de los tejidos de las plantas reduce considerablemente el volumen del
material que deberia ser eliminado (Kumar et al., 1995). En algunos casos los
metales valiosos pueden ser extraidos de las cenizas y servir como una fuente de

ingreso, para compensar los costos de la remediacion (Cunningham y Wo, 1996).

La fitoextraccion puede ser vista como una remediacién de largo plazo, ya que
requiere de varios ciclos de cultivo para reducir la concentracion del metal (Kumar
et al., 1995). El tiempo para la remediacion depende del tipo y extension de
contaminacion por el metal, el tiempo y la época de crecimiento de la planta, asi
como de su eficiencia para remover el metal. El tiempo normal de remocion oscila

en un rango de 1 a 20 afos (Blaylock y Huang, 2000).

Algunos factores tales como el pH, potencial redox, textura, capacidad de
intercambio catidnico, infiltracion, entre otros, determinan la eficacia de la
fitoextraccién y remediacion del sitio contaminado (Blaylock y Huang, 2000). La
seleccidon del sitio para el cual es aplicada esta tecnologia de remediacion es
primordial. La fitoextraccion es recomendable sélo en sitios que contienen de
bajos a moderados niveles de contaminantes. Las tres caracteristicas importantes
gue debe presentar una planta para la fitoextraccion son: (1) capacidad para
acumular el metal, (2) producir altas concentraciones de biomasa (Xu et al., 2006)
(3) presentar un factor de translocacion (TF, relacion de la concentracion del metal
en la parte aérea entre la concentracion en las raices) mayor que uno (Yuan et al.,
2007) y (4) un indice de bioacumulacién (IB, relacion de la concentracion del metal
en la planta entre la concentracion en el suelo) mayor que 1 (Dowdy and McKone,
1997). Estas cuatro caracteristicas combinadas daran como resultado una

eficiente remocion del metal.
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2.11.2 Rizofiltraciéon

Los metales que estan contenidos en aguas de procesos industriales y aguas
subterraneas son comunmente removidos por precipitacion o floculacion, seguidas
de una sedimentacion y posteriormente son eliminados con los lodos generados
(Ensley, 2000). Una alternativa prometedora es la rizofiltracion; técnica
fitorremediativa designada para la remocién de metales en ambientes acuaticos.
El proceso involucra el uso de plantas, cuyas raices estan en contacto con el flujo
de agua contaminada, de la cual absorben el metal y lo concentran en sus raices
(Zhu et al., 1999). Los exudados de la raiz y los cambios de pH pueden propiciar
la precipitacion del metal en la superficie de la raiz. Una vez que la planta logra su
nivel maximo de acumulacion, debe ser cosechada para la disposicion final de

toda su biomasa o sélo de la raiz (Zhu et al., 1999).

Dushenkov y Kapulnik (2000) describen las caracteristicas de la planta ideal para
la rizofiltracion; debe ser capaz de acumular y tolerar cantidades significativas del
metal de interés, poseer un sistema radicular abundante con gran area superficial,
ser de facil manejo, bajo costo de manutencion y generar un minimo de residuos

secundarios.

2.11.3 Fitovolatilizacion

Algunos metales o metaloides contaminantes como el Se, As y Hg pueden existir
como especies gaseosas en el ambiente. Las plantas sélo pueden volatilizar Se,
mientras que los microorganismos son capaces de volatilizar As y Hg. Por ello, se
ha buscado modificar genéticamente algunas plantas mediante la insercién de
genes microbianos que hagan posible la fitovolatilizacion de As y Hg (Bizil et al.,
1999). La fitovolatilizacién de Se es un proceso cuya eficacia se ha comprobado
en humedales, en condiciones reales. No obstante, su aplicacion ha sido
cuestionada toda vez que el Se es téxico y por lo tanto, su presencia en la

atmosfera no es deseable (Suszcynsky y Shann, 1995).
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2.11.4 Fitoestabilizacion

La fitoestabilizacién también denominada fitoinmovilizacion, se basa en la
estabilizacion de contaminantes por las raices de las plantas (dentro de ellas o en
la zona rizosférica) de manera que eviten o disminuyan su dispersion via erosion
hidrica o edlica, asi como su migracion hacia las aguas subterraneas (Schnoor,
2000). Esta técnica es una modificacion del método de inactivacion en el lugar, en
el cual la funcidn de las plantas es secundaria, ya que actian como enmendantes
del suelo. A diferencia de otras técnicas fitorremediativas, la meta de la
fitoestabilizacion es no remover el metal del sitio, sino estabilizarlo y reducir el

riesgo a la salud humana y al ambiente.

2.11.5 Fitodegradacion

La fitodegradacion consiste en la degradacion de contaminantes organicos llevada
a cabo por las plantas. En determinadas ocasiones, los compuestos que resultan
de la degradacion de los contaminantes le sirven a la planta para acelerar su
crecimiento. En otras ocasiones, los contaminantes son degradados hasta diéxido
de carbono y agua, los cuales son emitidos a la atmésfera. (Engwall y Hjelm,
2000). Con algunos contaminantes como trinitrotolueno, metil terbutil éter,
tricloroetileno y algunos herbicidas la fitodegradacion ha mostrado ser efectiva.
(Morikawa y Erkin, 2003).

2.12 Antecedentes

La fitorremediacion ofrece una gama de posibilidades para recuperar o estabilizar
los suelos contaminados con metales. Sin embargo, el nimero de especies
vegetales Utiles para ser empleadas como fitorremediadoras, es limitado, por lo
cual, diversos grupos de investigacion se han enfocado a identificar plantas con

potencial para acumular o estabilizar metales.
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Peng et al. (2008), evaluaron la concentracion de metales en dos plantas
acuaticas (Potamogeton pectinatus L. y Potomageton malaianus Mig.), asi como
en muestras de agua y sedimento obtenidas del rio Donghes de la ciudad de
Jishou de la provincia de Hunan, China. Estas muestras fueron estudiadas para
investigar la contaminacion de metales debida a la intensa actividad industrial en
los alrededores de esta zona. Los resultados mostraron que las concentraciones
de Cd, Mn y Pb en los sedimentos eran mayores que los niveles de ecotoxicidad
propuestos por la Agencia de Proteccion al Ambiente de EUA (EPA, por sus siglas
en inglés). De las dos plantas, la que presentd mayores concentraciones de
metales en base seca fue P. pectinatus (596 mg Cd kg™, 318 mg Pb kg, 62.4 mg
Cu kg?, 6,590 mg zZn kg y 16,000 mg Mn kg™). También realizaron un
experimento en laboratorio con P. pectinus y P. malaianus con la finalidad de
observar la habilidad de estas plantas para remover metales pesados del agua del
rio Donghes. Los resultados obtenidos del experimento mostraron que las plantas
tienen la capacidad de extraer 92% de Cd, 79% de Pb, 86% de Mn, 67% de Zny
70% de Cu. El uso potencial de P. pectinatus y P. malaianus en el tratamiento de
aguas residuales es de importancia para la remocion de metales, por lo que

deberan ser tomadas en cuenta para futuras investigaciones.

Para el Ni, se sabe que la principal familia de plantas acumuladoras es la de las
Brasicaceae, de la cual sobresalen las del género Alyssum L. con 48 especies.
Todas estas especies se ubican en el sur de Europa, en el este del Mediterrdneo y
en Asia menor. Su presencia se correlaciona con la existencia de rocas tipo

serpentinas y otras rocas ultrabasicas ricas en Ni (Baker et al., 2000).

La captacién y acumulacion de metales por las plantas representan la entrada
principal de metales toxicos a la alimentacion animal y humana. Un metaloide de
preocupacion en el ambiente es el As, asi como los metales Cd, Hg y Pb. El Cd es
uno de los mas toxicos y se presume que la via de entrada es la de los metales

Zn*" y Fe?*, y los transportadores de Ca?* son la base molecular de captacion de
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Cd?* en las células vegetales. Algunos géneros como Arabidopsis y Thlaspi son

acumuladores de Cd (Clemens, 2006).

Algunas especies de Thlaspi pueden hiperacumular mas de un metal, por ejemplo
T. caerulescences acumula Cd, Ni, Pb y Zn, T. goesingense y T. ochroleucum
acumulan Ni y Zn, mientras que T. rotundifolium acumula Ni, Pb y Zn (Prasad y
Freitas, 2003).

Brunner et al. (2008) estudiaron la capacidad fitoestabilizadora de Picea abies y
Populus tremula, las cuales fueron colectadas en suelos contaminados con
metales. Los resultados mostraron que ambas plantas acumularon entre 10 y 20
veces mas de Cu y Zn con respecto a las plantas control. Las raices de P. abies
mostraron mayor capacidad de acumulacion que las de P. tremula. Sin embargo,
Brunner et al. (2008) concluyeron que la capacidad fitoestabilizadora de ambas
plantas es baja, ya que la concentracion de metales que lograron acumular

representaba sélo entre 0.03 a 0.2% del total presente en el suelo.

Xu et al. (2006), reportaron a Phytolacca acinosa Robx como una planta
hiperacumuladora de Mn, al acumular aproximadamente 19,300 mg Mn kg™,
desarrollando gran cantidad de biomasa. Estas dos caracteristicas hacen de P.
acinosa una buena candidata para la fitorremediacién de suelos contaminados con
Mn. Otra hiperacumuladora es la planta australiana Gossia bidwillii, ya que

acumul6 1.92 % de Mn en base seca (Bidwell et al., 2002).

Phytolacca americana fue identificada como una planta acumuladora de Mn. La
maxima concentracién en base seca que se encontré en esta planta fue de 8,000
mg kg™. La planta se caracteriz6 por tener un alto factor de translocacién (relacion
gue guardan la concentracién de hojas y tallo respecto de la raiz) (FT>10.76)
(Yuan et al., 2007). P. americana no pudo ser clasificada como hiperacumuladora

porque no llega a acumular mas de 10,000 mg kg™.
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El As es un metaloide acerca del cual se han realizado varias investigaciones para
evaluar el potencial de acumulacion de diversas plantas. Pteris vittata es la planta
acumuladora de As mas estudiada. Esta especie acumulo6 cerca de 23,000 mg As
kg™ por lo que se ha clasificado como hiperacumuladora (Ma et al., 2001). Silva et
al. (2006), realizaron un estudio comparativo entre Pteris vittata L. y Nephrolepis
exaltata L., ambas especies se desarrollaron durante ocho semanas en suelos que
contenian 105 mg As kg™'. Los resultados mostraron que P. vittata desarrollé
mayor cantidad de biomasa (7.38 vs 2.32 mg planta™) que N. exaltata y también

removié mas As (2.61 vs 0.09 mg As maceta™).

Una planta fitoestabilizadora de As es P. umbrosa, la cual posee una raiz eficiente
para absorber el As, por lo que se considera que si se estimula el crecimiento de
este organo, el potencial fitoestabilizador de la planta podria incrementarse (Soller
et al., 2007).

Singh y Ma (2006) seleccionaron a Pteris vittata (hiperacumuladora de As) y
Pteris ensiformis (no acumuladora) para estudiar la translocacion y reduccion del
As, asi como la distribucién de fésforo (P). Las especies fueron expuestas a una
concentracion de 267 uM de arsenato de sodio durante 10 dias. Trascurrido este
tiempo, se analiz6 la cantidad de biomasa, la concentracion de arsenato (As V), de
arsenito (As Ill) y de P en ambas plantas. Los resultados mostraron que P. vittata
absorbi6 al As como arsenito (As lll) y lo acumulé principalmente en hojas,
mientras P. ensiformis lo acumulé en raiz, pero como arsenato (As V). La
capacidad que presenta P. vittata para acumular As puede atribuirse a la habilidad
gue tiene esta especie para reducir el arsenato a arsenito y a la capacidad para
translocarlo de la raiz a las hojas, asi como a la alta relacién P/As en sus raices.
La concentracién de As en P. vittata después de 10 dias llegé a 1,041 mg kg™

mientras que P. ensiformis fue de sélo 155 mg kg™.

Chao-Yang y Tong-Bin (2006), colectaron muestras de suelo de una mina de As,

la cual se ubica en Hunan, provincia al sur de China. El estudio se llevo a cabo
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con ocho plantas de Pteris cretica y 16 de Pteris vittata, todas las plantas fueron
sembradas en muestras de suelo extraidas de la mina. Para Pteris vittata el rango
de concentracion de As fue de 3-704 mg kg, el IB fue de 0.06-7.43 y el FT fue de
0.17-3.98, mientras que Pteris cretica acumulé 149-694 mg As kg, presenté un 1B
de 1.34-6.62 y un FT de 1-2.61. Los resultados indican que estos helechos tienen
potencial para ser utilizados en procesos de fitorremediacibn de suelos

contaminados con As.

Visoottiviseth et al. (2002), colectaron muestras de dos &reas mineras en
Tailandia. Las concentraciones en el suelo variaron entre 21 y 14,000 mg As kg™
en Ron Phibun y de 540 a 16,000 mg As kg™ en Bannang Sata. Los criterios para
seleccionar plantas para fitorremediacion fueron: alta tolerancia al As, 1B, ciclo de
vida corto, propagacion rapida y un gran desarrollo de biomasa. De las 36 plantas
estudiadas se encontraron las siguientes: dos helechos (Pityrogramma
calomelanos y Pteris vittata), una hierba (Mimosa pudica) y un arbusto (Melastoma
malabrathricum) las cuales parecen adecuadas para la fitorremediacion de suelos

contaminados con As.

Para 1989 se conocian cinco especies de plantas hiperacumuladoras de Pb:
Auopmeria martima, Thlaspi rotundifolium, Thlaspi alpestre, Alyssum wifenianum y
Polycarpaea synandra, las cuales fueron reportadas por Baker y Brooks (1989).
Por su parte, Kumar et al. (1995), reportaron que Brassica juncea cv 426308 logro
concentrar hasta 34,500 mg Pb kg™* en base seca. Chehregani et al. (2009)
reportaron como acumuladoras a Cardaria draba (827 mg Pb kg™), Gundelia
tournefortii (652 mg Pb kg™?), Polygonum aviculare (590 mg Pb kg?) y Sacriola
orientals (884 mg Pb kg') y Noea mucronata (1,485 mg Pb kg™') como
hiperacumualdoras, por tener la capacidad de acumular mas de 1,000 mg Pb kg™.
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OBJETIVOS

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Identificar y clasificar especies vegetales tolerantes, acumuladoras o
hiperacumuladoras de metales y metaloides en las zonas mineras de Molango y
Zimapan en el estado de Hidalgo.

3.2 Objetivos especificos

Evaluar la disponibilidad del Mn, As y Pb en los sustratos, mediante la
determinacidon de las propiedades fisicoquimicas, el fraccionamiento de Tessier,

los diagramas de Pourbaix y de existencia predominio.

Identificar mediante claves dicotbmicas las plantas de estudio para conocer las

especies de metalofitas en cada zona minera.
Clasificar las plantas de acuerdo a su estrategia de acumulaciéon en relacion al Mn,
As y Pb, en funcién de la concentracion y distribucién de cada elemento en sus

organos.

Evaluar el dafio oxidativo en las plantas colectadas mediante la determinacién del
contenido de Malondialdehido (MDA).

Iniciar estudios de propagacion en una de las plantas colectadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Descripcion del area de estudio

4.1.1 Localizaciéon geografica de la zona de estudio

El estudio se realiz6 en el estado de Hidalgo, en los municipios de Molango y
Zimapan. Molango se ubica en el centro-oriente de la Republica Mexicana, entre
las coordenadas 98° 33’ a 98° 50’ O y 20° 40’ a 21° 05’N; y Zimapan, se localiza
en la parte centro-poniente del pais, entre las coordenadas 20° 57’ a 20° 34’ N y
99° 12’ a 99° 33’ O (Figura 2).

N
N
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) S A

|
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Figura 2. Zonas de estudio en el estado de Hidalgo

En el municipio de Molango se encuentra una de la minas mas grandes en
Latinoamérica, de la cual se extrae Mn, dicho mineral es empleado principalmente
en la aleacion de acero. En Zimapan, los metales de interés econémico son Zn,
Cu y Pb, cuya extraccion ha provocado de manera indirecta la movilizacion del As
presente en las rocas. En ambos lugares la extraccion tanto de Mn como de As y
Pb propicia que éstos sean transportados a otros compartimentos ambientales a

través del viento, lluvia o escorrentia, en donde representan un peligro para los
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organismos e incluso para los habitantes de las zonas. La probabilidad de
encontrar plantas que puedan tolerar o acumular As, Pb y Mn es muy alta por ser

zonas mineralizadas.

En Molango la seleccion de los sitios de muestreo se realiz6 conforme a un mapa
de isoconcentracion facilitado por la minera Autlan, ademas se considerd la
facilidad de acceso para llegar a los sitios de muestreo. Con base en el mapa de
isoconcentracion se realizé la visita a dos lugares; un Rio, el cual localmente es
llamado “Rio las Bombas” y una mina que se denomind “mina abandonada”. La
vegetacion presente en la orilla del rio fue diferente de la que crecia alrededor, por
lo que se colectaron las plantas predominantes de ambos lugares. En el caso de la
mina abandonada se encontraron encharcamientos y puntos de vegetacion

abundante sobre las escorias.

En Zimapéan se eligieron tres puntos (escorias, La Sabina y jal Los Sanchez), ya

gue la concentracidén de As en estos sitios es elevada.

4.2 Recoleccion y tratamiento de muestras

En cada zona se realizaron un total de tres muestreos, el primero (octubre de
2006) solo fue un sondeo para verificar la existencia de vegetacion, de dicho
muestreo se colectaron plantas y sustratos para realizar el analisis de minerales.
Es importante mencionar que para la seleccion de cada ejemplar se tomé en

cuenta su abundancia, asi como la cantidad de biomasa aérea que presentaba.

En el segundo muestreo (marzo 2007) realizado en Molango se colectaron un total
de siete plantas (Tabla 2), en el tercer muestreo (septiembre 2007) se colectaron
tres, dos en la mina abandonada y uno en el primer punto de muestreo. En el caso
de Zimapan en el segundo muestreo (octubre 2007) se colectaron un total de

cinco plantas (Tabla 3), en el tercer muestreo (noviembre 2007) se realiz6
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nuevamente un sondeo en los tres puntos ya muestreados y se colectaron tres

plantas mas.

Tanto en Molango como en Zimapan se colectaron cinco ejemplares de cada
planta; dos se destinaron para la identificacion y los restantes se emplearon para

determinar la concentracion de Mn, As y Pb.

Tabla 2.Localizacion geografica de los sitios de muestreo en la zona de Molango,
Hidalgo

Punto de muestreo | Longitud Norte | Latitud Oeste Plantas colectadas

Rio 20° 57’ 026" 08° 44’ 078" Segundo muestrfao: 7
Tercer muestreo: 1

Mina abandonada | 20° 58’ 779" 98° 44’ 501” | Tercer muestreo: 2

Tabla 3.Localizacion geogréfica de los puntos de muestreo en la zona de
Zimapan, Hidalgo

Punto de muestreo | Longitud Norte | Latitud Oeste Plantas colectadas

Escorias 20° 44’ 056 99° 23’ 149" Segundo muestr.eo 3
Tercer muestreo: 1

Segundo muestreo 1

La Sabina 20° 43’ 535” 99° 23’ 187” )
Tercer muestreo: 1

Segundo muestreo 1

Jal los Sanchez 20° 44’ 157" 99° 23’ 978” )
Tercer muestreo: 1

4.2.1 Prensado de plantas

Como se mencion6 antes, dos ejemplares de cada especie fueron empleados para
la identificacion, los cuales fueron limpiados con una brocha y colocados
individualmente en medio de una hoja de papel periédico doblada a la mitad. Cada
ejemplar se acomodé de manera que fuera visible la raiz, flores y frutos. Las hojas
se organizaron de manera que unas mostraran el haz y otras el envés. Una vez
acomodados, se apilaron los ejemplares colocando un rectangulo de cartén entre
cada uno de ellos, para finalmente poner la pila entre los dos extremos de la
prensa y proceder al prensado (Figura 3). Posteriormente fueron enviados a
diferentes herbarios (Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo, Universidad
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Autonoma Metropolitana-lztapalapa y Universidad Nacional Autbnoma de México)

donde especialistas del area de botanica las identificaron.

MATERIAL VEGETAL
PLIEGO DE PAPEL DE PERIODICO

ETIQUETA

Figura 3. Prensado de plantas

Tomada de: http://www.unioviedo.es/BOS/Herbario/PrepararHerbario/imagenl.jpg

La identificacion de las plantas, asi como el secado, montaje, etiquetado y

encamisado de las mismas, lo realizaron los siguientes especialistas:

M. en C. Miguel Angel Villavicencio, L.Q. Blanca Estela Pérez
Escandon y Dr. Arturo Sanchez Gonzalez, del Centro de
Investigaciones Biologicas de la Universidad Autébnoma del Estado
de Hidalgo.

Dra. Leticia Pacheco, del Departamento de Botanica Estructural y
Sistematica Vegetal de la Universidad Autonoma Metropolitana—
Iztapalapa.

M. en C. Ramiro Cruz Duran, del Herbario de la Facultad de Ciencias

de la Universidad Nacional Auténoma de México.

4.2.2 Recoleccidén y caracterizacion de sustratos

De cada lugar donde se colectaron plantas, también se obtuvieron muestras de

sustrato (suelo, jal, escorias, sedimento) a una profundidad de 0-30 cm, éstas

fueron guardadas en bolsas de polietileno de aproximadamente dos kilogramos.
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Para su caracterizacion fisicoquimica las muestras de sustrato fueron secadas al
aire y tamizadas con la ayuda de un tamiz de malla de 2 mm de diametro con
certificado NIST (Tyler, EUA). Por otra parte, la muestra fue secada en un horno a
105 °C y posteriormente molida con la ayuda de un mortero de agata, esta

muestra fue empleada para la determinacion de Mn, As 'y Pb.

Se analizaron algunas propiedades fisicoquimicas que estan relacionadas
directamente con la disponibilidad y especiacion de los minerales: pH medido en
una suspension 1:2.5 suelo agua (Thomas, 1996) utilizando un electrodo de
pH/ORP (HANNA, Italy), el potencial redox (Ey) fue medido con el mismo electrodo
de pH/ORP de acuerdo a Patrick et al. (1996). La conductividad eléctrica fue
determinada en el extracto de saturacion (CEg) (Hess, 1972). La capacidad de
intercambio catidnico (CIC) fue cuantificada de acuerdo al método de acetato de
bario para suelos alcalinos y cloruro de bario para suelos acidos (Jackson et al.,
1986) y la textura fue analizada por el método del hidrometro descrito por Gee y
Bauder (1986).

4.2.3 Recoleccion y caracterizacion del agua

En ambos lugares de estudio existen cuerpos de agua, asi como pequefios
cauces, en los cuales crecian plantas, de éstos se recolectaron muestras que
fueron conservadas en refrigeraciéon hasta su andlisis. A estas muestras se les
determinaron los siguientes parametros: pH, conductividad eléctrica (CE), y Ey de
acuerdo a la metodologia reportada en APHA (2005).

De las muestras de agua se tomaron 100 mL y se filtraron con papel filtro

(Whattman No. 42) para eliminar los sélidos suspendidos. El filtrado se utilizo para

la cuantificacion del Mn, As y Pb.
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4.2.4 Extraccion de metales en sustrato, plantay agua

Para las digestiones de metales totales y metaloide se utiliz6 un equipo de
microondas modelo MarsX (CEM, EUA), con potencia de 1200 W y con un

carrusel para 14 vasos de teflon con encamisado.

4.2.4.1 Método de digestion para sustratos, plantay agua

Las muestras de sustrato, planta y agua fueron digeridas de acuerdo a los
métodos EPA 3051, 3052 y 3015 respectivamente (EPA, 1995 a, b, c). Ademas se
realiz6 una extraccion secuencial con los sustratos de Molango en funcion del
método de Tessier et al. (1979).

4.2.5 Determinacién de manganeso, plomo y arsénico

Las muestras digeridas fueron aforadas a 50 mL con una solucién de HNO3 al 3%
preparada con agua desionizada, después se analizaron en un espectrofotbmetro

de absorcién atémica (Varian 880) para la determinacion de Mn y Pb.

Una vez aforadas, las muestras se guardaron en frascos de polietileno
previamente lavados con HNO3 al 3% y se mantuvieron en refrigeracién para su
mejor conservacion (con esto se asegura que la muestras duren un maximo de

seis meses).

Para la determinacion de As primero se realizdé una prereducciéon del As V a As lll,

de la siguiente forma:

1) De las muestras digeridas se tomé un alicuota de 5 mL.
2) Se adicion6 1 mL de Kl al 5%, se dejo reaccionar durante un minuto (Figura
4 Rx 1).

3) Se adicionaron 3 mL HCI 5M, se dej6 reaccionar durante cinco minutos.
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4) Finalmente se adicionaron 2 mL de acido ascorbico al 5% y se afor6 a 25
mL con agua desionizada (Figura 4, Rx 2).

5) Se tiene un periodo de 15 dias para analizar las muestras, antes de que
éstas desarrollen coloracion, en caso de existir coloracion al momento de

preparar las muestras adicionar 2 mL acido ascorbico.

Hasc Ox Rx 2 1, Rx 1 As V
} — - E
h
0.280 / 0.535 0.575
HAscred | As 111

Figura 4. Esquema de prereduccion

Donde:

Rx = reaccién

HAsc = acido ascorbico
Ox = oxidado

red = reducido

La determinacion de As se realizO por generacion de hidruros a partir de
borohidruro de sodio al 3% como agente reductor en una solucién de Hidréxido de
Sodio al 1%.

4.3 Determinacién del factor de translocacion y del indice de bioacumulacion

El factor de translocacion (FT) fue calculado relacionando la concentracion del
metal en base seca en los 6érganos aéreos entre la concentracion del metal en la

raiz también en base seca (Ecuacion 5, Deng et al., 2004).

_ [M en drganos adreos]
FT = (5)

[M en raiz]

Donde M: metal
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El indice de bioacumulacion (IB) representa la relacion de la concentracion del
metal en la planta entre la concentracion del metal en el suelo, ambas

concentraciones en base seca (Ecuacién 6, Dowdy y McKone, 1997).

__ [M enlaplanta]

1B [M en el suelo] (6)

Donde M: metal

4.4 Determinacion de estrés oxidativo en plantas (malondialdehido)

Se pesaron 300 mg de planta fresca y se adicionaron 10 mL de &cido
tricloroacetico al 2.5 %, el sobrenadante se tranfirié a un tubo y posteriormente se
centrifug6 a 4,000 rpm durante 20 minutos, luego se tomé 1 mL y fue transferido a
un tubo ependorf de 2 mL, en donde se le adicionaron 50 uL de sulfato ferroso 20
mM y 50 pL acido ascorbico 20 mM, luego se incub6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se le afiadieron 2 mL de acido tiobarbiturico al 0.5 %
(Preparacion anexo 1) y 5 yL de butil hidroxitolueno al 3.75% en metanol. El tubo
fue calentado en bafio Maria durante 30 minutos, posteriormente, para detener la
reaccion fue colocado en un bafio de hielo y finalmente se tomaron las lecturas de
absorbancia a 532 y 600 nm (Buege y Aust, 1978).

La concentracion de MDA se calculd de acuerdo a la ecuacién de Lambert Beer

haciendo un ajuste para corregir la absorcion no especifica (Ecuacion 7).

p .
(Aszznm—Asoonm)
g=l (7)

CM.DA =

donde:
€ =155 mMecm™

[=1cm

Las concentraciones de MDA determinadas en planta se reportan en nmol g* de

peso fresco.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Zona 1: Molango, Hidalgo

5.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos y del agua

Las caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos evaluadas de la zona minera de
Molango, Hidalgo se presentan en la tabla 4. El pH que presentaron los suelos,
sedimentos y escorias va de ligeramente alcalino a alcalino (7.65-8.19), los valores
encontrados de Ey indican que existen condiciones reductoras. Los sustratos
presentaron valores de CEs menores a 2 dS m™ (0.62-1.99 dS m™); en cuanto a la
clase textural todos fueron arenosos, esto se debe a la explotacién minera la cual
propicia la eliminacion de la capa superficial del suelo (Dorronsoro, 2004). La CIC
present6 valores en un rango de 17.81-30.00 cmol (+) kg™, es probable que la
materia organica sea la responsable de la CIC, ya que en la zona existe
exuberante vegetacion por el clima humedo templado, la abundancia de agua,
entre otros. La CIC es un indicativo de que tan facil el suelo puede intercambiar
cationes con la solucién del suelo y dejarlos disponibles para las plantas (Porta et
al., 1994), en este caso la CIC es uno de los factores que esta facilitando que las

plantas acumulen al Mn, asi como otros elementos.

La concentracién de Mn en el agua fue de 3.63 mg Mn L™ y la de mina 0.022 mg
Mn L™, La concentracién de Mn fue mayor en el agua del rio, debido a que en ese
cuerpo se descargan las aguas provenientes del lavado de las escorias. En
cambio, el agua de mina provenia de filtraciones laterales en las paredes que
quedaron en los cerros después de la explotacion minera. Debido a que el Mn es
un elemento esencial para los seres vivos, Unicamente esta normado su contenido

en agua para uso y consumo humano (0.15 mg Mn L™*; NOM-127-SSA-1994).
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Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos de la zona de Molango,

Hidalgo
ECs CIC(cmol Clase
Sustrato pH Ej(mV) ASim)  (+) kg textural Planta colectada
1 8.19 -35.19 1.95 26.25 Arenoso Platanus mexicana
(0.02)* (0.01) (0.01) (0.88) (suelo)
5 7.70 -8.12 0.38 17.81 Arenoso Cnidoscolus multilobus
(0.01) (0.16) (0.00) (1.33) (suelo)
7.86 -49.90 1.20 30.00 Arenoso : .
3 (0.01) (0.29) (0.00) (0.88) (suelo) Asclepius curassavica L.
4 7.65 -5245 0.62 18.75 Arenoso Solanum diversifolium
(0.01) (0.07) (0.00) (0.88) (suelo)
5 7.79 -40.95 1.77 18.44 Arenoso Pluchea svmbitifolia
(0.01) (0.08) (0.00) (2.21) (suelo) ymp
786 -4607 110 2500  Arenoso _duisetum hyemale,
6 (0o01) (0.75) (0.00) (0.88) (sedimento) >anthosoma robustum
' ' ' ' and Thelypteris kunthii
- 7.66 -54.65 0.49 24.38 Arenoso  Blechnum occidentale,
(0.01) (0.49) (0.00) (1.77) (Escoria)  Equisetum myriochaetum

*Desviacion estandar; E,: Potencial redox; CEs: Conductividad eléctrica en el
extracto de saturacion; CIC: Capacidad de intercambio catiénico

5.1.2 Manganeso en los sustratos

La concentracion total de Mn en los sustratos (Tabla 5) varié entre 11,638 y

106,104 mg kg™*. Estas concentraciones son entre 2 y 21 veces mayores que la

propuesta por Visser, (1994) y Alloway (1995) de 5,000 mg Mn kg* como

concentracion fitotoxica en un suelo o cualquier otro sustrato. Concentraciones

similares a las encontradas en este estudio, han sido reportadas en trabajos

realizados en la zona minera de Mn en Xiangtan, China. Wang et al., (2008),

encontraron concentraciones totales de Mn de 31,903 mg kg™ en escorias y

30,899 mg kg™ en suelo rizosférico. Liu et al., (2006) quienes trabajaron en la

misma zona, reportaron concentraciones totales de Mn de 151,684 mg kg™ en

escorias y de 52,924 mg kg™ en suelos en los que se enterraron escorias.

44



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5. Concentracion de manganeso en sustratos y en los 6rganos de las

plantas colectadas en Molango, Hidalgo

Hoja Tallo Flor . Raiz Sustrato ET B
mg Mn kg

Platanus mexicana ?51 (ﬁgﬁ (2151%731) Np 3(‘3712? 1(203;2222;) 1.97 0.01
Cnidoscolus multilobus (72330.;305% 3;234;? Np 1(52552%0 13’525.4(')'2)0 1.01 0.11
Asclepius curassavica L. 1(20778()59 1(;'862)1 %2%%00%? 1(?123? 1(2672243(13)7 17.27 0.03
Solanum diversifolium (54692.9527) 1(2542)1 Np 1(%06;;3 ?44:’320280..288?; 6.84 0.01
Pluchea sympitifolia 1(826253 18650‘;38 Np ?OATQSGZ) ?4%60176_9627) 36.08 0.01
Xanthosoma robustum ?17()?'1208) (458.'5_)195) Np (700_'6858) %216?33379?2 599 0.04
Thelypteris kunthii 1(g’f 3‘%6 ?300?.246% Np 6(53%@24%? A 0.28 0.75
Equisetum hyemale Np 2(421?7'3? Np ?i%g%%? A 0.04 0.47
Equ.isetum 1,844.31 684.01 Np 2,867.22 (210”288588_':&2) 088 026
myriochaetum (136.17) (0.29) (171.15) B

Blechnum occidentale (66?6420) (Cl)ig) Np ?2378_’665 B 0.13 0.03

*Desviacidon estandar; Np: no presenta este 6rgano; FT: Factor de Translocasion;
IB: Indice de Bioacumulacion; A: Mismo valor que Xantosoma robustum; B: Mismo
valor que Equisetum myriochaetum

5.1.2.1 Fraccionamiento de Mn

El método de extraccion secuencial de Tessier et al. (1979) es uno de los mas

aceptados y utilizados para el analisis de la distribucion de elementos traza en el

suelo y sedimento (Accomasso et al., 1993; Navas y Lindhorfer, 2002; Liu et al.,
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2003). Tessier et al. (1979) separa los metales traza en cinco fracciones las cuales
pueden ser afectadas por varias condiciones ambientales: Fraccion 1 (F1);
metales facilmente intercambiables; se ha demostrado que los metales pueden ser
adsorbidos y desorbidos por la matriz del suelo, y quedar disponibles en la
solucién del mismo. Fraccién 2 (F2); metales unidos a carbonatos y susceptibles al
cambio de pH. Fraccion 3 (F3); metales unidos a 6xidos de Fe y Mn, cuando los
metales estan unidos a esta fraccion pueden ser termodinamicamente inestables
bajo condiciones andxicas. Fraccion 4 (F4); metales unidos a la materia organica,
cuando la materia organica se llega a estabilizar dificiimente los metales unidos a
ella pueden ser liberados, pero cuando se presentan condiciones oxidantes la
materia organica puede ser degradada y liberar metales. Fracciéon 5 (F5); son los
metales ligados a los minerales, forman parte de sus estructuras cristalinas. La

liberacién de metales de esta fase, sélo es posible por intemperismo.

En funcién del fraccionamiento que se realizd, se encontré la siguiente tendencia:
F5>F3 > F4 > F2 > F1. La secuencia que presentd este fraccionamiento coincide
con el de otros autores tales como: Abollino et al., (2002), Alvarez et al., (2006) y
Kalembkiewicz et al., (2008) quienes encontraron caracteristicas fisicoquimicas
similares a los sustratos aqui estudiados. En la Figura 5 se observa que mas del
90% del Mn esta distribuido en las fracciones 5, 4 y 3. Debido a las caracteristicas
fisicas y quimicas que predominan en la zona, el Mn puede ser liberado de la F3,
ya que cuando prevalecen condiciones reductoras los o6xidos tienden a
solubilizarse y por lo tanto dejan disponibles los metales que estan unidos a ellos,
ademas la concentracion de Mn en esta fraccion es elevada (3,250.75 a 30,474.58
mg kg?). La F1 (1.06-10.43 mg kg™) y la F2 (287.48-3,884.72 mg kg-1) son otras
de las fracciones de donde el Mn puede estar de forma disponible, ya que
cualquier cambio de pH hacia la acidez podria propiciar la disponibilidad del Mn.
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Figura 5. Fraccionamiento de manganeso (porcentajes) en sustratos de Molango,
Hidalgo IIF5 F4 #F3 =F2 OF1

El pH y el E, determinan la especie de un metal. Por lo que estos parametros
ubicados en el diagrama de Pourbaix (Figura 6) indicaron que la especie de Mn
que predomina en Molango, es como hidroxocomplejo cuando se encuentra en la
solucién del suelo. Los valores de pH y Ej ubicados en el Diagrama de Existencia
Predominio (DEP) aparecen en el umbral de la fase soluble e insoluble (Figura 7),
por lo que es probable que el Mn esté en un equilibrio dinAmico entre estas fases,
lo cual permite que el Mn se encuentre como Mn*" especie que asimilan las

plantas.

En cuanto al agua se puede observar que la especie predominante es Mn?*, de
ahi que ésta sea una fuente importante de este elemento para las plantas que se
encontraron en el sedimento, ademas el agua puede propiciar la disolucion del
Mn. Datos reportados por Turner et al., (1981) indican que el Mn en solucién a pH
6 existe en un 58% como Mn?**, MnCl,*" 37%, MnSO, 4%, MnCO3z 1% y Mn-
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Humato 0.01%; a pH de 6 como Mn?* 98% y MnSO,4 2% y a pH 8.5 como Mn*
62%, MnCO3 35%, MNnOH" 1% y MnSQO4 1%, lo que indica que en un rango de pH
entre 6 y 8.5 predomina la especie de Mn?*, estos datos sustentan lo reportado en

este estudio.

1.5 4
MnO,(ac)

14

0.5 4
Mn,0,
o 07 Mt &IN

0.5 1 Mn(OH),

A

Mn (s)
-1.5 v - pH
0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 6. Diagrama de Pourbaix para Mn

1: Platanus mexicana; 2: Cnidoscolus multilobus; 3: Pluchea sympitifolia; 4. Asclepius curassavica
L.; 5: Solanum diversifolium; 6: Equisetum hyemale, Xanthosoma robustum and Thelypteris kunthii;
7: Blechnum occidentale, Equisetum myriochaetum; 8: agua.
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Figura 7. Diagrama de existencia predominio para Mn

1: Platanus mexicana; 2. Cnidoscolus multilobus; 3: Pluchea sympitifolia; 4: Asclepius curassavica
L.; 5: Solanum diversifolium; 6: Equisetum hyemale, Xanthosoma robustum and Thelypteris kunthii;
7: Blechnum occidentale, Equisetum myriochaetum; 8: agua.

5.1.3 Identificacion y clasificacion de las plantas tolerantes al manganeso

Se lograron identificar un total de 10 plantas de la zona de Molango, Hidalgo, sus
nombres cientificos son: Platanus mexicana, Cnidoscolus multilobus, Asclepius
curassavica L., Solanum diversifolium, Pluchea sympitifolia, Xanthosoma
robustum, Thelypteris kunthii, Equisetum hyemale, Egisetum myriochaetum y
Blechnum occidentale (ver imagenes en anexo 2), ninguna de estas plantas ha
sido reportada como tolerante, acumuladora o hiperacumualdora de Mn en
estudios previos de otros grupos de investigacion.

Muchas especies toleran elevadas concentraciones de metales en el suelo porque
restringen su absorcion y translocacion hacia érganos aéreos, lo que les permite
mantener concentraciones constantes y relativamente bajas en la biomasa aérea
independientemente de la concentracion del metal en el suelo. Esta estrategia es

empleada por las plantas exclusoras o tolerantes (Baker et al., 2000). Por el
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contrario las plantas acumuladoras absorben los metales activamente a partir del
suelo y los acumulan en formas no tdxicas en su biomasa aérea a esto se le
denomina estrategia de acumulacion. Una respuesta intermedia es la que
presentan las plantas indicadoras, cuya concentracion metalica refleja la del suelo
(Baker et al., 2000).

La evaluacion de la concentracion de Mn en cada érgano de las plantas antes
mencionadas indican que cinco de ellas lo acumulan principalmente en raiz
(Cnidoscolus multilobus, Thelypteris kunthii, Equisetum hyemale, Egisetum
myriochaetum y Blechnum occidentale) cuatro en hoja (Platanus mexicana,
Asclepius curassavica, Solanum diversifolium y Xanthosoma robustum) y una en
tallo (Pluchea sympitifolia), lo que indica que cada planta tiene diferente

comportamiento de asimilacion y estrategias de defensa ante un mismo elemento.

En la tabla 5 se muestra que Platanus mexicana, Cnidoscolus multilobus,
Asclepius curassavica L., Solanum diversifolium y Pluchea sympitifolia presentan
FTs superiores a uno (1.01-36.08), lo que indica que estas plantas presentan una
estrategia de acumulacion ante el Mn, pero esto no es indicativo de que puedan
ser empleadas en fitoextraccion, ya que las concentraciones que acumulan no son
lo suficientemente elevadas (10,000 mg Mn kg™ BS) para considerarlas para este
proceso. Posiblemente las raices de estas plantas estan restringiendo el paso al
Mn y el que llegan a asimilar lo acumulan en sus 6Organos aéreos como un
mecanismo de defensa (Kidd et al., 2007). En cuanto al IB (0.01-0.11) es claro que
la concentracion que acumulan estas plantas es muy pequefia en comparacion

con la que existe en los sustratos.

Thelypteris kunthii, Equisetum hyemale, Equisetum myriochaetum y Blechnum
Occidentale son plantas que acumularon mayoritariamente el Mn en raiz, lo que
sugiere que estas plantas presentan una estrategia de exclusion ante el Mn, por lo
que este metal puede estar formando complejos estables en las células de las

raices lo que impide su translocacion hacia 6rganos aéreos, por presentar estas
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caracteristicas podrian ser empleadas en fitoestabilizacion o rizofiltracion, ya que
son plantas que pueden vivir en ambientes con elevada humedad (Schnoor, 2000
y Zhu et al., 1999). Dentro de este grupo resaltan Eqgisetum hyemale y Telypteris
kunthii por haber acumulado en la raiz 45% y 59% respectivamente, del Mn en el
sustrato. Seria interesante evaluar la capacidad de inmovilizacion que puedan
presentar estas plantas ante el Mn, al realizar experimentos en los que se
incremente la produccién de raiz en ambas plantas mediante cultivo de tejidos

vegetales.

Xantosoma robustum a pesar de crecer en las mismas condiciones que
Thelypteris kunthii y Equisetum hyemale no mostré el mismo comportamiento de
acumulacion, ya que ella presenté un FT superior a uno, lo que indica que puede
ser acumuldora, no obstante la concentracion acumulada sélo representa el 4.25%
del Mn presente en el sustrato. Estos resultados indican que Xantosoma
robustum, bajo las condiciones de los sustratos estudiados, presenta un
comportamiento de exclusion con respecto al Mn, mediante el cual, compleja el
metal en la zona de la rizosfera y limita eficientemente la absorcion del elemento

por las raices.

Como se menciond, para que una planta tenga aplicacion en tratamientos de
fitoextraccion de Mn; debe acumular mas de 10,000 mg Mn kg™ planta en base
seca, presentar valores de IB y FT mayores que uno y producir grandes
cantidades de biomasa. Es dificil encontrar plantas que cumplan con todas estas
caracteristicas, por ello, algunas como Phytolacca acinosa, se han clasificado
como hiperacumuladoras sin tener un IB mayor a uno, porque acumula hasta
19,300 mg Mn kg™ planta en base seca y su FT varia entre 13 y 29 (Xue et al.,
2004). Esta misma planta, P. acinosa, fue reportada por Wang et al., (2008) como
acumuladora debido a que su FT fue igual a 1.45 y la concentracién de Mn en toda
la planta fue 1,374.7 mg kg™'. Es importante mencionar que ambos grupos de
investigacion trabajaron en la misma zona minera de Mn en Xiangtan, China. Los

datos anteriores confirman la complejidad que conlleva un proceso de
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fitoextraccidon, porque la disponibilidad del metal varia espacialmente en una

misma zona.

Los resultados mostrados por Xue et al. (2004) y Wang (2008), también permiten
considerar la posibilidad de estudiar el comportamiento de las plantas del segundo
grupo (Thelypteris kunthii, Equisetum hyemale, Equisetum myriochaetum vy
Blechnum Occidentale) bajo condiciones en las que la solubilidad del Mn sea
mayor y de esta manera conocer las condiciones en que presentan su potencial

maximo de acumulacion.

5.1.4 Evaluacién de estrés oxidativo en las plantas de Molango, Hidalgo

El contenido de MDA es un indicativo de estrés oxidativo (Prasad, 1999), asi,
tenemos que a mayor concentracion de MDA en la planta mayor estrés y
viceversa. Los resultados de MDA (tabla 6), indican que las plantas Thelypteris
kunthii, Equisetum hyemale y Eqgisetum myriochaetum, presentan las
concentraciones mas bajas de MDA en comparacién con las plantas clasificadas
como acumuladoras en este estudio. Por lo que las plantas que estabilizan la
mayor concentracion de Mn en la raiz, limitan su translocacion a la parte areay
por lo tanto presentan un menor estrés. Otra posible razén es la concentracion de
Mn; si se analizan los datos de la tabla 4, se puede observar que las
caracteristicas fisicoquimicas son muy similares entre suelos y sedimento, e
incluso si se considera el fraccionamiento (figura 5) es muy similar, la Unica
diferencia es la concentracién de Mn total (tabla 5), ya que en el sedimento la
concentracion es entre ocho a 10 veces mas baja en comparacién con los suelos,
por lo que a mayor concentracion de Mn en el sustrato mayor estrés en las plantas

y menor asimilacion del mismo.

52



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6. Comparacion de la concentracion de malodialdehido y manganeso en
planta y manganeso en los sustratos de Molango, Hidalgo

>[Mn] en los Organo con Sustrato MDA nmol
Planta 6rganos mg kg™ rayor (Mn] g" Pf
9 9% acumulacion mg*kg™
Platanus mexicana 1,001.70 Hoja 1(803;22225) ?29:,3019)
Cnidoscolus multilobus 2,119.58 Raiz 1(3’52546'2)0 (588;52:3
Asclepius curassavica L 2,947.69 Hoja 1(26%?43%)7 (223;1978)
Solanum diversifolium 869.06 Hoja ?44520280.288?3 (115343785)
Th : N . 35.30
elypteris kunthii 8,784.20 Raiz 11,637.50 (0.11)
(263.39) A '
Equisetum hyemale 5,945.70 Raiz A (112;1015)
Xanthosoma robustum 495.31 Hoja A 5’01'757%
Pluchea sympitifolia 1,280.06 Tallo ?49’460176'9627) ?01é841)
Eqgisetum myriochaetum 5,395.54 Raiz (5023281;')28 ?17573;
Blechnum occidentale 609.56 Raiz B ?26'627(;

MDA: Malondialdehido; Pf: Peso fresco; A: mismo valor que Thelypteris kunthii; B:

Mismo valor que Equisetum myriochaetum
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5.2 Zona 2: Zimapan, Hidalgo
5.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas en los sustratos

Las caracteristicas fisicas y quimicas de la zona de Zimapan (tabla 7), indican que
las plantas estan sujetas a condiciones muy diferentes en los jales y en las
escorias. Los jales presentan un pH que va de ligeramente acido a alcalino (6.74-
7.85), con condiciones ligeramente oxidantes a reductoras (24.53 - -39.20 mV), sin
presentar problemas de salinidad, y una CIC media (20.63 -24.17 cmol (+) kg™).
Las escorias presentaron condiciones oxidantes (234.70-279.47 mV) vy
fuertemente acidas (2.23-3.02). Ambos sustratos presentaron valores de CEs

menores a 2 dS m™ y textura arenosa.

Datos reportados por Rodriguez et al. (2009) indican que los residuos de mina
presentan valores de pH en un rango de 3.06-8.20 y una CIC entre 2.60-21.04
cmol (+) kg™, lo cual concuerda con lo reportado en este estudio. Los valores de
pH &cido se deben a que los residuos de la mineria contienen azufre el cual
reacciona con el oxigeno y genera un ambiente acido en la solucion del suelo, con
lo cual se propicia la disolucion de metales y otros minerales (Moreno y
Neretnieks, 2006).

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimica de los sustratos de la zona de Zimapan,
Hidalgo

En CEs CIC(cmol

(mV)  (dS/m)  (+) kg™ Clase textural Planta colectada

Sustrato pH

1 785 -39.20  0.47 24.17 Arenoso (jal) Easl(i:fgfr?ir::c:ZIaNicotiana
(0.03)* (0.44) (0.01)  (0.95) Caven

742 -15.27 0.54 23.13 : -
2 (0.02) (0.32) (0.02) (0.00) Arenoso (jal)  Viguiera dentata

751 -19.07 0.77 20.63

002) (0.15) (0.01) (4.51) Arenoso (jal)  Brickellia veronicifolia
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6.74 24.53 0.84 22.50

5 002) (015 (0.03) (7.21) Arenoso (jal)  Flaveria trinervia

, 302 23470 144 958 Arenoso Ef;;%iﬁg;:: lphurea,
(0.02) (0.50) (0.04)  (1.30) (escoria)  ¢inosa,

6 223 279.47 124 12.29 Arenoso Ricinus communis
(0.03) (0.49) (0.01)  (1.44) (escoria)

*Desviacion estandar; Eh: Potencial redox; CEs: Conductividad eléctrica en el
extracto de saturacion; CIC: Capacidad de intercambio cationico

5.2.2 Arsénico en sustratos

Las concentraciones de As en las escorias son mayores que en los jales, debido a
gue éstas estan constituidas principalmente por arsenopirita (FeAsS), rejalgar
(As4S4) y oropimente (As,S3). Dado que las escorias provienen del material
parental, los suelos pueden contener varios cientos de mg kg™ de dicho elemento.
Los valores en suelos contaminados, usualmente, varian dentro del intervalo de
300 a 5,000 ppm de As (Wild, 1974); el valor maximo reportado ha sido de 8,000
mg As kg™ (Levander, 1977). Lo cual concuerda con lo reportado en este estudio,
excepto para el sustrato en el cual se encontr6 Argyrochosma formosa y
Notholaena sulphurea, en el cual la concentracion de As esta por arriba de 10,000
mg As kg™ (Tabla 8).

Para saber en qué estado de oxidacidbn se encontraba el As se elabor6 un
diagrama de Pourbaix (Figura 8), en el cual se intersecaron los valores promedio
de pH y Ep de los sustratos, la interseccion indicd que en las escorias fuertemente
acidas predomina As Il y en los jales predomina As V. Para saber cual era la
especie predominante de As (lll) presente en el sustrato se elabor6é un diagrama
de distribucion de especies (DDE, Figura 9), en donde se observa que en los jales
las especies predominantes son: el arsenato diacido (H2AsO4) y arsenato acido
(HAsO4%), lo cual sugiere que estas son las especies que las plantas posiblemente
estan asimilando. En cuanto a las escorias la especie que probablemente

predomina es el acido arsenioso (H3AsO,, Figura 10).
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Escorias

-0.8 v v . . . v » PH
0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 8. Diagrama de Pourbaix para As

H,As0, H,As0/ HAsO, AsQ,’

Figura 9. Diagrama de distribucién de especies para As V.
[ Intervalo de pH en los jales
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Figura 10. Diagrama de distribucion de especies para As lll.

[ Intervalo de pH en las escorias
Bajo condiciones reductoras, estan presentes iones complejos de sulfuros y As, y
el arsenato seria probablemente la forma predominante. EI As elemental y la
arsina también pueden existir en medios fuertemente reductores. Sin embargo, el
arsenato seria el estado de oxidacion predominante como &cido arsénico (HzAsOy)
bajo condiciones &cidas y el H,AsO, que predomind bajo condiciones alcalinas
(Bohn, 1976).

5.2.3 Identificacion y clasificacion de las plantas tolerantes al arsénico

La clasificacion hecha indica que las plantas colectadas pertenecen a las
siguientes especies (Mickel y Beitel, 1988; Mickel, 1992; Moran y Riba, 1995):
Nicotiana glauca, Viguiera dentata, Ricinus cumunis, Eschscholzia californica,
Brickellia veronicifolia, Flaveria trinervia, Notholaena sulphurea y Argyrochosma
formosa (ver imagenes en Anexo 3), ninguna de estas especies ha sido reportada

por otros autores como tolerante, acumuladora o hiperacumuladora de As y Pb.

Eschscholzia californica, Viguiera dentata y Brickellia veronicifolia presentaron
concentraciones en hoja (471.62-725.41 mg de As kg™) y tallo (245.05-598.91 mg
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de As kg'l) consideradas fitotdxicas, ademas presentaron FTs superiores a uno
(2.11-6.26), por lo que se pueden clasificar como acumuladoras y pueden ser
candidatas para fitoextraccion de As. De este grupo Eschscholzia califérnica es la
gue mostro las mejores caracteristicas para poder ser empleada en fitoextraccion,
ya que su FT e IB fueron superiores a uno y mostraron buen desarrollo de

biomasa.

Nicotiana glauca, Argyrochosma formosa y Flaveria trinervia en funcion de la
concentracion en hoja y tallo y sus FTs (1.41, 1.84 y 10.44 respectivamente)
pueden ser clasificadas también como acumuladoras. Flaveria trinervia present6
un FT (10.44) elevado y un IB (0.72) cercano a uno, por lo que posiblemente
podria ser empleada en procesos de fitoextraccion, ya que su capacidad de
acumulacion es de 72% del As presente en el sustrato. Ricinus communis, a pesar
de que presentd un FT superior a uno no puede ser considerada como
fitoextractora, ya que el IB es muy pequeiio (0.08), lo mas probable es que esta
planta bajo las condiciones fisicoquimicas y ambientales de Zimapan tenga una
estrategia de exclusion ante el As y posiblemente el As asimilado lo transloca
facilmente a sus diferentes érganos como un mecanismo de defensa, por lo que

puede ser clasificada como tolerante.

Finalmente Notholaena sulphurea presentd un FT inferior a uno (0.66), ademas el
IB (0.04) de esta planta indica que esta restringiendo el paso del As hacia érganos
aéreos (estrategia de exclusion), por lo que seria apta para procesos de
fitoestabilizacion o rizofiltracion y por lo tanto puede ser clasificada como tolerante,

ya que puede desarrollarse en condiciones de mineralizacion muy elevada de As.

Hoy en dia se sabe que Pteris vittata es una planta ideal para la fitorremediacion
de suelos contaminados con As, pero Chao-Yang y Tong-Bin (2006) realizaron un
estudio en el cual colectaron ocho plantas de Pteris cretica y 16 de Pteris vittata en
Hunan, China que esta cercana a una mina de As, encontraron que las plantas de

Pteris cretica presentaron una concentracion de As entre 3-704 mg kg™, IBs de
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0.06 a 743 y FTs de 0.17 a 3.98; las de Pteris vittata presentaron una
concentraciéon de As entre 149-694 mg kg™, IBs de 1.34 a 6.62 y FTs de 1.00 a
2.61, esto es un indicativo que las plantas que son colectadas directamente de
una zona mineralizada no presentan el mismo comportamiento de acumulacion
cuando se encuentran en condiciones adecuadas de nutricién, ademas los datos
reportados por Chao-Yang y Tong-Bin (2006) presentan relacion con los
encontrados en nuestro estudio. Lo anterior sugiere que cuando se encuentren
plantas acumuladoras en zona mineralizadas se deben realizar experimentos a
nivel laboratorio en condiciones adecuadas para determinar el potencial real de
acumulacion o exclusion de una planta. Estos datos comprueban lo complicado
que es realizar un proyecto de fitoextraccion, porque aun cuando se les
proporcionan a las plantas los nutrimentos necesarios, su comportamiento de
acumulacion no es homogéneo. Ademas por el tiempo que toma la fitoextraccion,
no es realmente competitiva, por eso esta técnica no ha demostrado ser eficaz a

escala real.

La mayoria de las plantas colectadas en Zimapan presentaron un comportamiento
homogéneo de acumulacion ante el As en sus diferentes érganos (Tabla 8), esto
se podria justificar debido a que una vez que el As ha sido asimilado por la planta,
los compuestos de dicho elemento (particularmente como As pentavalente), fluyen
a través de ella en pocas horas (Wauchope, 1983), moviéndose tanto simplastica
(transporte activo de citoplasma a citoplasma) como apoplasticamente (transporte
extracelular) (Carbonell et al., 1995). Los pasos a seguir por los compuestos de As

cuando son absorbidos por la raiz son (Wauchope, 1983):

1) raiz — xilema — hojas — floema,

2) hojas — floema — raices.

El transporte de arsenito desde las raices esta limitado por su alta toxicidad para
las membranas radiculares (Wauchope, 1983). El arsenato es mas rapidamente

asimilado y translocado, debido a su menor toxicidad, de tal forma, que si se
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trabaja con cantidades no letales de este Ultimo compuesto, se pueden observar
concentraciones similares tanto en hojas como en raices (Carbonell et al., 1995).
Este comportamiento se observo en el presente estudio, ya que las plantas
encontradas en los jales presentaron mayores concentraciones de As y una mejor
distribucion del mismo en sus 6rganos, posiblemente por las condiciones de pH y
En que indican que el As esta como arsenato acido principalmente; mientras que
las plantas encontradas en las escorias, lo acumularon en raiz y la especie
presente de As por las condiciones de pH y Ej, es el acido arsenioso (As lll, el cual

es toxico).

Existe una serie de antecedentes que indican que el arsenato compite con el
fosfato como substrato en su sistema de asimilacion en una amplia variedad de
especies: angiospermas, musgos, liquenes, hongos y bacterias (Meharg y
Macnair, 1990). Meharg y Macnair (1990), parten del hecho de que ambos iones
(arseniato y fosfato) son tomados por un sistema comun (mayor afinidad por el
fosfato). Una vez que el arseniato ha entrado en la célula es metilado y convertido
en un derivado trimetilado, esto lo hace la planta como un mecanismo de defensa
(Meharg y Macnair, 1990). Aunque los compuestos organicos de As pueden ser
absorbidos desde la disolucion de nutrientes a través de la raiz y en una menor
proporcion desde el suelo, su via principal de entrada es a través de las hojas y
tallos (Hiltbold, 1975). Su entrada es dependiente de la temperatura y de la

permeabilidad de la superficie foliar (Carbonell et al., 1995).

Tabla 8. Concentracion de arsénico en sustratos y en los 6rganos de las plantas
colectadas en Zimapan, Hidalgo

Planta Hoja Tallo mgl:ziig_l Flor Sustrato FT B
Esohscholziacalformica 03482, 59713 23026\, 101830 g5
IS psw WIS R0 4500 a2 o
Brickellia veronicifolia (73235;151) (53978_3991) ?128%222) Np 5(;152%6 211 0.36
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237.68 1,018.30

Nicotiana glauca (7.99) (253)  (6.11) Np (1.15) 1.47 0.58
Argyrochosma formosa ?Zgg'gf (11912.6231; (2196?5662) Np 1(()4’1%‘_‘554 1.84 0.08
Flaveria trinervia (21281_'5246) (227_3117) ?298781) (1172%511) ?2355)2 10.44 0.72
Notholaena sulphurea (76%798) ?42_'7229) (21414 '2707) Np 1(()4%452?4 0.66 0.04
Ricinus communis ?188447) ?24 '4992) ?17;01) (1183%032 4(322'3;)2 3.24 0.08

*Desviacion estandar; Np: no presentd 6rgano; FT: Factor de translocacion; IB:
Indice de Bioacumulacién

5.2.4 Plomo en los sustratos

En la tabla 9 se pueden observar que los valores de Pb son diferentes en los
sustratos, las escorias que son los que presentaron las concentraciones mas
elevadas de (4,899.03-47,263.91 mg Pb kg™) mientras que los jales presentaron
las concentraciones méas bajas (16.63-157.51 mg Pb kg™). Los jales de esta zona
no provienen de una mina de Pb, por lo que la presencia de este elemento se
puede deber principalmente al viento que transporta las particulas y las deposita

en los jales.

En funcién de las condiciones de pH y Ey, se puede deducir que la especie de Pb
predominante en los sustratos ligeramente alcalinos es un hidroxocomplejo, que
posiblemente esté en forma de precipitado debido a la baja solubilidad de este tipo
de complejos de Pb (Silveira et al., 2003). En las escorias, el Pb se encuentra
como Pb*" (especie soluble), y por lo tanto estd mas disponible que en los jales.
Cuando se presentan valores de pH acido la gran mayoria de metales tiende a
oxidarse y por lo tanto presentan una mayor solubilidad, en este caso a un pH
superior a 6.1 el Pb(OH),>" estara de forma insoluble y cuando el E, sea superior

a 1.3 volts (Burriel et al., 1994) la especie que predomina es Pb*".

62



RESULTADOS Y DISCUSION

En sustratos acidos se produce una competencia de los iones H* con los cationes
metélicos por los sitios de intercambio, asi se tiene que a pH acido se produce
desorcion de los metales pesados, 1o que aumenta su concentracion en la soluciéon
del suelo y su biodisponibilidad (Alloway, 1995). Los pHs alcalinos pueden
deberse a la presencia de minerales calcareos. Al aumentar el pH los metales
pesados son removidos de la solucion del suelo y adsorbidos por los coloides del
mismo, esto disminuye su biodisponibilidad (Basta y Tabatabai, 1992) debido a su
precipitacion como hidroxidos insolubles, carbonatos y complejos organicos
(Silveira et al., 2003). Los metales toxicos pueden ocasionar varios problemas
como fitotoxicidad sin sobrepasan niveles de concentracién considerados como
normales (10 mg Pb kg™). El uso de plantas para la restauracién de ambientes
contaminados es una tecnologia que ha ido creciendo con el tiempo, no obstante
hasta la fecha hay pocas especies conocidas con la capacidad de acumular altas
concentraciones de contaminantes, especificamente metales toxicos (Lasat,
2002).

5.2.5 Identificacion y clasificacion de las plantas tolerantes al plomo

La mayor concentracion de Pb la presentaron las plantas colectadas en las
escorias (Ricinus communis, Notholaena sulphurea y Argyrochosma formosa) lo
acumularon principalmente en la raiz, las plantas colectadas en los jales lo
acumularon en dos diferentes 6rganos; Viguiera dentata, Eschscholzia californica
y Brickellia veronicifolia en tallo y Nicotiana glauca y Flaveria trinervia en hoja
(Tabla 9).

En funcién de la concentracién de Pb presente en cada uno de los érganos de las
plantas, las especies identificadas en este estudio se pueden clasificar de la
siguiente manera: Notholaena sulphurea y Argyrochosma formosa presentaron
una estrategia de exclusion, por lo que pueden ser clasificadas como tolerantes y
adecuadas para procesos de rizofiltracion, debido a que acumulan al Pb

principalmente en raiz; Ricinus communis es tolerante, ya que acumula
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concentraciones superiores a 10 mg Pb kg™, pero inferiores a 1,000 mg Pb kg™t y
ademas puede sobrevivir en condiciones de mineralizacion elevada, si bien estas
plantas presentan los FTs e IBs mas pequefos (Tabla 9), cabe destacar que la

concentracion presente en las raices es muy elevada.

Viguiera dentata, Eschscholzia californica, Brickellia veronicifolia, Nicotiana glauca
y Flaveria trinervia es probable que sean acumuladoras de Pb, a pesar de estar en
un sitio no contaminado, ya que segun la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 un
suelo debe presentar concentraciones superiores a 800 mg Pb kg™ para poderlo
clasificar de esa forma. Por lo tanto el Pb presente en las plantas encontradas en
los jales es muy probable que el viento haya transportado particulas de este
elemento hasta la superficie de las hojas y estando ahi las plantas lo asimilaron,
ademas si se observa la tabla 9 estas plantas presentaron los FTs e IBs mayores,
es decir que las plantas estan acumulando méas Pb del que se encuentra en el
sustrato, lo cual hace pensar que estas especies pueden ser acumuladoras, ya
gue la mayor concentracion de Pb se detectd en sus 6rganos aéreos. En el caso
de Nicotiana glauca no se pudo calcular el FT, porque la concentracion de Pb solo

fue detectada en hoja.

Los resultados indican que Notholaena sulphurea y Argyrochosma formosa
podrian ser empleadas en procesos de rizofiltracibn, ya que retienen
concentraciones considerables de Pb en su raiz. Los contenidos de Pb en las
plantas aqui presentes sélo han sido evaluados a nivel de campo, por lo que si se
realizaran pruebas a nivel laboratorio es posible que la capacidad de acumulacion

de este elemento incremente bajo condiciones controladas.
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Tabla 9. Concentracion de plomo en sustratos y en cada 6rgano de las plantas
colectadas en Zimapan, Hidalgo

Hoja Tallo Raiz Flor  Sustrato B
mg Pb kg™
Viguiera dentata (%)53%?* 5’0%821) %g'f:é (gﬁ) 1(3192)1 3.77 69.40
Eschscholzia californica (204'5872) ?O?.3382) 5’037'8622) NP (10%66?; 2.47 702.10
Brickellia veronicifolia (303?'2095; ?01.5192) (303?6215; NP 1(2768)1 3.43 93.64
N

Notholaena sulphurea 1(573%5?’ (2263?6521) 1(é32218;1 P 47.263.91 0.35 3.17
Argyrochosma formosa 1098 227,04 238595 P E009) 4 1y g g
Ricinus communis (103?'7025) Nd ?5%509?3 NP 4(22928)3 0.20 1.57
Nicotiana glauca (:)’24'7731) Nd Nd NP (10%663; - -

94.47 22.01 25.98 90.34 2365

Flaveria trinervia (4.48) (1.15) (2.26) (3.94) (0.52) 6.42 815.10

*Desviacion estandar; Nd: no detectado; Np: no presenté 6rgano; FT: Factor de
translocasion; IB: Indice de Bioacumulacién

5.2.6 Evaluacién de estrés oxidativo en las plantas de Zimapéan, Hidalgo

En la tabla 10 se presentan las concentraciones de MDA en las plantas colectadas
en la zona de Zimapan. Las plantas que presentaron las concentraciones mas
altas de MDA son: Argirochosma formosa, Notholaena sulphurea, Eschscholzia
californica y Viguiera dentata (167.30, 88.90, 78.32 y 60.80 nmol g* pf,
respectivamente), las dos primeras fueron colectadas en una escoria y la dos
restantes en un jal. Argirochosma formosa present6é capacidad para acumular As
en hoja y Pb en raiz, Notholaena sulphurea en raiz, Eschscholzia californica y
Viguiera dentata, los acumularon en hoja y tallo respectivamente, en funcién de
esto se esperaria que Notholaena sulphurea presentara contenidos menores de

MDA, ya que estos elementos no se encuentran presentes en 6rganos aéreos,
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pero no sucedid asi, esto puedo deberse a una mayor produccion de radicales
libres oxidrilo inducida por la acumulacion de As y Pb y a una mayor sensibilidad a
los mismos. Singh y Sinha (2005) han reportado que una de las principales causas
en el incremento de MDA es debido a las altas concentraciones de metales

toXicos.

Ricinus communis presentdé mayor estrés oxidativo ante As y Pb que Brickellia
veronicifolia, Niocotiana glauca y Flaveria trinervia, a pesar de que Ricinus
communis los acumulé en raiz y las demas en 6rganos aéreos, lo que indica que
esta planta es mas sensible a estos elementos toxicos en comparacion con las

otras tres que los acumulan en tallo y hoja.
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Tabla 10. Comparacion de la concentracion de malodialdehido, arsénico y plomo en plantas y arsénico y plomo en los
sustratos de Zimapéan, Hidalgo

2len OvmeRn suman JTIE OO suan woa
Planta de Zimapan yor [As] yor [Pb] nmol g*
planta acumulacion ma ka™ planta acumulacion ma ka™ f
mg kg de As 9Kg mg kg* de Pb 9xg P

o . 4,330.12 101.81 60.08
Viguiera dentata 1,286.15 Hoja (54.26) 70.66 Tallo (6.92) (0.90)
. I . 1,018.30 16.63 78.32
Eschscholzia californica 1,462.01 Hoja y tallo (1.15) 116.76 Tallo (0.86) (0.95)
. , o . 5,474.96 157.51 30.68
Brickellia veronicifolia 1,950.54 Hoja (53.37) 147.49 Tallo (8.69) (2.90)
. 10,946.34 . 47,263.91 167.30

Notholaena sulphurea 405.84 Raiz (43.22)A 1,499.48 Raiz (50.63)B (8.58)
. . 88.90

Argyrochosma formosa 832.69 Hoja A 2,683.97 Raiz B (5.54)
- . . 4,484.72 ] 4,899.03  36.47
Ricinus communis 190.8 Raiz (82.89) 77.11 Raiz (66.20) (3.55)
L . 1,018.30 : 16.63 30.00
Nicotiana glauca 587.34 Hoja (1.15) 34.71 Hoja (0.86) 2.71)
L . : 643.22 : 23.65 28.68
Flaveria trinervia 465.65 Hoja (5.55) 192.77 Hoja (0.52) (2.15)

MDA = Malondialdehido; pf: Peso fresco; Ay B: Mismo valor que Notholaena sulphurea
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CONCLUSIONES

En Molango, las condiciones alcalinas y reductoras de los sustratos favorecieron la
presencia de Mn?*, la cual es la forma més soluble y mas facilmente asimilada por
las plantas. De acuerdo a los resultados de la extraccion secuencial, se encontrd
que la mayor parte del Mn est4 unida a la fraccién residual, y que el Mn unido a las
fracciones de o6xidos y de materia organica es el que mas facilmente puede

liberarse.

Las metalofitas mas abundantes en la zona de Molango fueron: Platanus
mexicana, Cnidoscolus multilobus, Asclepius curassavica L, Solanum
diversifolium, Pluchea sympitifolia, Xantosoma robustum, Thelypteris kunthii,
Equisetum hyemale, Equisetum myriochaetum y Blechnum occidentale. Todas
ellas mostraron capacidad para sobrevivir y reproducirse bajo concentraciones

fitotdxicas de Mn.

Bajo las condiciones fisicoquimicas encontradas en los sustratos, Thelypteris
kunthii, Equisetum hyemale, Equisetum myriochaetum y Blechnum occidentale
mostraron una estrategia de exclusion frente al Mn; mientras que Platanus
mexicana, Cnidoscolus multilobus, Asclepius curassavica L., Solanum
diversifolium, Pluchea sympitifolia y Xantosoma robustum presentaron una
estrategia de acumulacién. Las plantas tolerantes o exclusoras, estan realizando
un trabajo de rizofiltraciébn por encontrarse en un medio acuatico; mientras que las
acumuladoras, en realidad estan funcionando como fitoestabilizadoras, debido a

su bajo IB.

Dado lo anterior, se recomienda que en las préximas camparfas de revegetacion
de las zonas ya explotadas por la minera, se empleen las plantas estudiadas para
rizofiltracion en las areas donde se forman pequefios humedales naturales (con la

cosecha de la planta completa) y para fitoestabilizacion en los suelos.
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En funcion de las propiedades fisicoquimicas de los sustratos y los diagramas
tanto de Pourbaix como de existencia la especie predominante de As en sustratos
acido es As Il (HsAsOs) y en sustratos alcalinos As V (H.AsO4 y HAsO,?). La
especie de Pb que predomina en los sustratos alcalinos es como hidroxocomplejo

de Pb y como Pb?* en los sustratos acidos.

Las metalofitas mé&s abundantes de la zona fueron: Eschscholzia californica,
Viguiera dentata, Brickellia veronicifoli, Nicotiana glauca, Argyrochosma formosa,
Flaveria trinervia, Ricinus communis, Notholaena sulphurea, dichas especies
presentaron capacidad para sobrevivir y reproducirse bajo condiciones fitotoxicas
de As y Pb.

Bajo las condiciones fisicoquimicas encontradas en los sustratos Eschscholzia
califérnica, Viguiera dentata, Brickellia veronicifoli, Nicotiana glauca,
Argyrochosma formosa y Flaveria trinervia se clasificaron como acumuladoras;
Ricinus communis, Notholaena sulphurea tolerante al As. Las plantas clasificadas
como acumladoras podrian ser empleadas en procesos de fitoextraccion, mientras
que las toleranes para fitoestabilizacion o rizofiltracion. Para Pb Notholaena
sulphurea y Argyrochosma formosa se clasificaron como tolerantes y adecuadas
para procesos de rizofiltracion o fitoestabilizacion; Ricinus communis tolerante;
Viguiera dentata, Eschscholzia califérnica, Brickellia veronicifolia, Nicotiana glauca
y Flaveria trinervia es probable que sean acumuladoras y Nicotiana glauca se

clasificd6 como tolerante.

De las plantas colectadas tanto en Molango como en Zimapan, cinco pertenecen a
la familia de las pteridofitas, de estas cinco tres resultaron con concentraciones de
Mn muy por encima de la considerada como normal (Thelypteris kunthii,
Equisetum hyemale, Equisetum myriochaetum y Blecnum occidentale de
Molango), y una con concentraciones elevadas de Pb (Notholaena sulphurea de
Zimapan), estas plantas se denominan como ancestrales en el planeta, pero a

pesar de su antigua existencia parece que han logrado desarrollar mecanismos
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gue les permiten sobrevivir bajo condiciones de mineralizacion elevada. Estas
plantas acumulan a los metales principalmente en raiz, lo que sugiere que pueden

ser empleadas en procesos de rizofiltracion o fitoestabilizacion.

Es interesante ver como las plantas presentan diferente sensibilidad ante un metal
0 metaloide, esto indica que cada planta presenta un diferente mecanismo de
acumulacion o defensa para cada elemento que asimila. Hasta la fecha no hay un
dato que indique cual es la concentracion limite de MDA para poder decir cuando
una planta esta presentando estrés oxidativo, por lo que es importante trabajar en
este aspecto para establecer un limite, ya que para que una planta pueda ser
empleada en procesos de fitorremediacion no debe presentar estrés o sintomas

de dafio ante concentraciones elevadas de algun contaminante.

En estudios posteriores se recomienda realizar pruebas de propagacion que
indiguen una mayor capacidad de acumulacion, con la finalidad de obtener
organismos con mayor resistencia ante los metales, esto permitira generar
organismos mas eficientes para la remocién de metales y por lo tanto es probable
que los tiempos de remediacion de suelos con el uso de plantas sea mas corto.
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ANEXO 1. Preparacion de &cido tiobarbiturico (TBA al 0.5%).

Pesar para 20 mL 3.2 g de acido tricloroacético (TCA) y 0.1 g de &cido tiobarbitarico
(TBA). Adicionar 5 mL de agua al TCA y después adicionar el TBA disolviéndolo con
5 mL de agua. Agregar 0.5 mL de acido clorhidrico y aforar a 20 mL. La solucién se
puede calentar ligeramente para ayudar a disolver el 4cido tiobarbiturico.

ANEXO 2. Plantas identificadas como tolerantes y acumuladoras de

manganeso en el municipio de Molango, Hidalgo

Asclepius curassavica L.

Morfologia

Planta herbacea, de aproximadamente 50 cm de alto, al cortarla produce latex
lechoso. Presenta hojas alargadas, de 5 a 6 cm de longitud y flores rojo-anaranjado,
en inflorescencias; fruto de aproximadamente 5 cm de largo. Es una planta

venenosa. Florece la mayor parte del afio.

g

m;

Distribucién geografica

Habita en potreros, en terrenos abandonados y a la orilla de caminos en areas de
bosque mesofilo de montafia y bosque tropical perennifolio. Se localiza en Molango,
Xochicoatlan, Yahualica, Calnali, Tlanchinol, Atlapexco, Huautla, Huejutla y
Huehuetla, Hidalgo. También se locaiza en América tropical y subtropical, desde

México hasta Argentina, naturalizada en Asia.
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Usos
Planta medicinal.

Fuente: Villavicencio et al., 2002.

Xanthosoma robustum

Morfologia
Planta herbacea, robusta de aproximadamente un metro de alto; las laminas de las
hojas miden 40 cm de largo por 30 cm de ancho; inflorescencia columnar, blanca,

protegida por una hoja modificada.

Distribucién geografica

Crece en lugares abiertos preferentemente a la orilla de arroyos o lugares hiumedos
en bosque tropical perennifolio. Se localiza en los municipios de Atlapexco, Huautla,
Huazalingo, Jaltocén, Orizatlan, Xochiatipan y Yahualica, Hidalgo. Nativa en México,

Costa Rica, Guatemala, Honduras y Nicaragua.

Usos

Ornamental, medicinal y plaguicida

Fuente: Vilavicenccio et al., 2005.
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Platanus mexicana Moric

Morfologia

Arbol, de 20 a 40 m de altura; tronco generalmente derecho, con la corteza pardo-
amarillenta con manchas blanco-cremosas y rojizas; hojas anchas (de 10 a 20 cm de
largo) con tres I6bulos, las hojas nuevas son rojizas y las maduras verde-amarillento
o grisaceo; flores masculinas y femeninas en cabezuelas separadas, globosas.

Florece de febrero a mayo.

Distribucién geogréfica

Se encuentra en bosque mesofilo de montafia y bosque tropical perennifolio,
principalmente a lo largo de rios y arroyos. Se observa en Molango, Xochicoatlan,
Tepehuacéan, Tlanchinol y Huejutla, Hidalgo. Ademas de Puebla, Veracruz y Chiapas;
también en Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Nuevo Leo6n y
Oaxaca. A nivel internacional, se extiende desde México hasta Guatemala.

Usos

Medicinal y del tronco se obtiene madera empleada en la construcciéon

Fuente: Vilavicencio y Pérez 2006

Equisetum myriochaetum

Morfologia

Planta de 1 a 2 m de alto, con tallos rectos articulados, verdes, huecos, estriados,

asperos al tacto, ramificaciones numerosas, delgadas; érganos reproductores en
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conos que se encuentran en los extremos de las ramas y del tallo principal. Crece

por manchones densos.

Distribucién geogréfica

Se encuentra en sitios humedos de bosque tropical perennifolio y bosque mesofilo de
montafia. En el estado de Hidalgo se localiza en Tepehuacan, Huejutla, Huazalingo y
Huehuetla. Este tipo de planta est4 presente en Nicaragua, Costa Rica, Colombia,
Venezuela, Ecuador, Pert y México (Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero,
Estado de México, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Hidalgo, San Luis Potosi, Nuevo Leon

y Chiapas).

Usos

Medicinal

Fuente: Villavicencio y Pérez 2006

Blechnum occidentale

Morfologia
Planta con un tallo erecto o reptante, escamoso. La hoja esta dividida una vez y la

fértil es similar a la estéril
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Distribucion geografica

México, Centro y Sur América

Usos

Ornamental, medicinal

Fuente: Red Nacional de Jardines Botanicos, 2008.

Equisetum hyemale

Morfologia

Plantas de 60 a 180 cm de largo, tallo delgado en posicion vertical, con multiples
surcos de color marrén a negro, aunque pueden ser cremas. No tiene ramas, en
primavera se producen tallos cortos y que pueden ser facilmente removidos en la
arena, para su reproduccion, sus esporas son transportadas en pequefios conos que

se encuentran en las puntas de los tallos.
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Distribucién geogréfica
Se encuentran en Norte América, incluyendo a Canada y México, ademas de Europa

y Asia.

Usos

Medicinal

Fuente: Olsen, 2007.

Thelypteris kunthii

Helechos de tallos que van de cortos a largos, de 4-8 mm de didmetro, hojas
monomorficas, perennes, peciolo de color paja, con base marrén. Se encuentran en

caminos, rios y bosques, los sumideros de piedra caliza.

Distribucién geografica

Estados Unidos de Norteamerica, México, Centroamérica en Costa Rica, América del

Sur desde Colombia hasta Brasil.

Usos

Ornamental

Fuente: http://www.efloras.org/florataxon.aspx?flora_id=1&taxon_id=233501285

89



ANEXO

Solanum diversitifolium

Morfologia

Distribucién geografica

Colombia, Costa Rica, México, Panama, Venezuela.

Usos

Ornamental.

Pluchea sympitifolia

Morfologia
Hierba gruesa; hojas alternas, simples, ovaladas, de base redondeada, margen

entero redondeado; inflorescencia, flores de color rosa-morado.

Distribucién geogréfica
Estados Unidos de Nortemerica, México, Centroamérica.
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Usos
Medicinal.

Fuente:
http://oncampus.richmond.edu/academics/flora-kiuic/pluchea_symphytifolia.html

Cnidosculus multilobus

Morfologia

Arbusto o arbol, de 3 a 6 m de altura; planta urticante, con jugo lechoso; hojas
grandes, de aproximadamente 30 cm de largo; con numerosas flores blancas, las
cuales florecen en abril y mayo. Crece en los bosques mesdfilos de montafia, y en

sitios abiertos tales como los potreros.

Distribucién geografica
Xochicoatlan, Tepehuacan, Yahialica y Atlapexco, Hidalgo. Nativa en México, se
extiende de México hasta Guatemala.

Usos

Alimenticio (masa para tortillas de maiz) y medicinal.

Fuente: Villavicencio y Perez, 1995.
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ANEXO 3. Plantas identificadas como tolerantes y acumuladoras de plomo y

arsénico en el municipio de Zimapan, Hidalgo

Viguiera dentata

Morfologia

Planta herbacea perenne, de hasta 2.5 m de alto; tallo piloso o hispido; hojas
opuestas o alternas en la parte superior, sobre peciolos de 0.5 a 5.5 cm de largo,
limbos generalmente ovados a romboideo-ovados, de 3.5 a 12 cm de largo, de 1 a 8
cm de ancho, de 10 a 13 flores; frutos y semillas de 3.5 a 4 mm de largo, negruzcos.

Distribucién geogréfica
Planta conocida desde suroeste de Estados Unidos de Norteamerica a Honduras y
Cuba.

Usos
Hojas y tallo como forraje y flores como ornato

Fuente:http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/viguiera-

dentata/fichas/paginal.htm
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Eschscholzia californica

Morfologia
Es una planta anual o perenne de una altura de 30 a 60 cm, con pocas hojas; las
flores son solitarias, con un largo pedunculo y de un color amarillo-anaranjado, tienen

forma de copa, con sépalos fusionados y 4 pétalos.

(L7 i 2

Distribucién geografica
La planta se desarrolla en vastas extensiones y dunas costeras, asi como en
llanuras, valles aridos y en los méargenes de los desiertos de California. Es una planta

comun en zonas templadas de América del Norte y del Sur.
Usos
En jardines se cultiva como planta ornamental y medicinal (es de accion sedante,

hipnético de caracter suave, analgésico).

Fuente: http://www.infojardin.net/fichas/plantas-medicinales/eschscholzia-

californica.htm

Notholaena sulphurea

Morfologia
Planta con hojas verdes en forma de estrella de hasta 10 cm de ancho, llega a tener

una altura de 20 cm. Helecho nativo de desiertos, los cuales son tolerantes a la
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sequia. Se puede encontrar en laderas rocosas, a menudo en la sombra de grandes

rocas con otros helechos.

Distribucién geografica
En Nuevo Le6n, México se encuentran alrededor de 12 especies, mientras que en
México hay un total de 24 y en total el género incluye 30 especies reconocidas que

so6lo existen en el continente Americano.

Usos
Ornato.

Fuente: http://www.flickr.com/photos/aztekium/4017149352/

Ricinus communis

Morfologia

Planta herbacea o arbustiva, anual o perenne, hasta 6 m de alto, con peciolo largo y
lamina de la hoja orbicular, flores masculinas de 6 a 12 mm de largo, flores
femeninas de 4 a 8 mm de largo; semillas algo aplanadas de 10 a 15 mm de largo,

lisas, jaspeadas de café y gris.
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Distribucién geogréfica
Es una maleza que crece en Atlapexco, Huautla, Huejutla, Huazalingo, Jaltocan,
Orizatlan, Xochitiapan, Yahialica, Huehuetla, San Bartolo Tutotepec y Tenango,

Hidalgo.

Usos

Medicinal: el té de semillas se utiliza para purgar, las hojas aplicadas en el estbmago
y en las plantas de los pies sirve para bajar la calentura.

Refrescante: Las personas en el campo acostumbran colocarse las hojas en la
cabeza abajo del sombrero o el rebozo para refrescarse.

Plaguicida: Las semillas se agregan al maiz para combatir los gorgojos.

Fuente: Villavicencio et al., 2002

Nicotiana glauca

Morfologia

De 1.5 a 6 m de alto; tallo verdoso o azul-purpureo; hojas: ovadas, elipticas o
lanceoladas, ldmina de 3 a 25 cm de largo, generalmente dos veces mas larga que el
peciolo, por 1 a 8 cm de ancho, apice agudo, base obtusa, sin pelos; flores con caliz
de 5 a 15 mm de largo, de 3 a 4 cm de largo por 4 a 7 mm de ancho, generalmente
amarilla; el fruto es una capsula de 7 a 15 mm de largo, ampliamente elipsoide;

semillas mas largas que anchas, de aproximadamente 0.5 mm de largo, café.
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Distribucién geogréfica
Ameérica tropical, probablemente Sudamérica, naturalizada en muchas partes

de América, Australia, Africa, Oceania y Asia.

Usos

A veces es cultivado como ornamental.

Fuente:http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/solanaceae/nicotiana-

glauca/fichas/paginal.htm

Flaveria trinervia

Morfologia

Planta normalmente de menos de 1 m, ocasionalmente hasta de 2 m de alto; tallo
con rayas longitudinales (estriado), a menudo rojizas. Muy ramificada; las plantas
bien desarrolladas tienen la forma como un arbusto. Pueden ser un poco lefiosas en
la base; hojas de 3 a 6 cm de largo, 1-2 cm de ancho, flores de hasta 2.5 cm de
diametro, ubicadas en la base de uno o varios pares de hojas; fruto de 2 a 2.5 mm

de largo, plano, rojizo-negruzco.
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Distribucién geogréfica
Sur de Estados Unidos de Norteamerica a Guatemala; Antillas, Sudamérica.

Fuente:http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/flaveria-

trinervial/fichas/paginal.htm

Argyrochosma formosa

Morfologia
Hojas de dos a cuatro pinadas, monomorfas; peciolo con un haz vascular, es
exclusivamente americana la mayor diversidad de especies se encuentra en el

desierto de Chihuahuense del norte de México y el area adyascente de Texas.

Universidad Nacional Autbnoma de México., 1995. Flora Mesoamericana Volumen 1:

Psilotaceae a Salviniaceae, Mexico, D.F. p 119
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Brickellia veronicifolia

Es un género de unas 100 especies de plantas de flores perteneciente a la familia
Asteraceae. Se encuentran a través de Norteamérica, con muchas especies en el
sur, especialmente Tejas. La mayoria son arbustos perennes, otras especies son
muy parecidas a los cardos, que son de la misma familia. Algunas especies tienen y

agradable aroma y otras son pestilentes.

ANEXO 4.
1 PROPAGACION DE Thelypteris kunthii en el laboratorio
2 INTRODUCCION

Los residuos provenientes de la actividad minera representan una fuente importante
de contaminantes, principalmente metales, dichos residuos propician la
contaminacion de suelo, agua y aire. Debido al incremento de metales disponibles en
los suelos, existe la posibilidad de encontrar especies capaces de tolerarlos y/o
acumularlos. EI Mn es un elemento esencial para las plantas, pero toxico cuando
sobrepasa concentraciones superiores a 500 mg kg®, en planta seca (Reeves y
Baker, 2000). Adicionalmente, altos niveles de Mn en el suelo pueden conducir a un
desbalance nutricional en las plantas, especialmente en relacién con otros cationes

divalentes tales como el Mg®* y Ca?* (Cenni et al., 1998). En el caso del Mn hay
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pocos reportes sobre plantas acumuladoras o hiperacumuladoras, por lo que
encontrar nuevas especies resulta de gran interés para proponerlas en procesos de

fitorremediacion.

La mayoria de los estudios en el &rea de fitorremediacion se han enfocado en
angiospermas, dejando a un lado las capacidades de otras divisiones vegetales,
como las pteridofitas. Thelypteris kunthii es una planta que pertenece a esta familia,
en el presente estudio se encontré que acumuld concentraciones superiores a 5,000
ppm en raiz, ademés es una planta dominante en la zona minera de Molango,

Hidalgo, que es un lugar con alta mineralizacion de manganeso.

La utilizacion potencial de esta especie en sistemas de fitorremediacion de suelos
contaminados con metales depende del desarrollo de un sistema de propagacion
para la especie y del establecimiento de un sistema experimental de bioacumulacién
gue permita conocer mas sobre éste. A continuacion se describen los objetivos y

metas del presente trabajo.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Generar esporofitos de Thelypteris kunthii resistentes al manganeso.
3.2 Objetivos particulares
e Propagar a Thelypteris kunthii a partir de esporas con el fin de conocer el ciclo
de vida de esta especie.
o Establecer la resistencia del gametofito al manganeso, para determinar la

concentracion de Mn en la cual las esporas pueden germinar y desarrollar

gametofitos adultos.

99



ANEXO

4 ANTECEDENTES

Los helechos son plantas criptgamas (plantas sin flor) vasculares que forman parte
de las pteridofitas. Se desarrollaron en el periodo Devédnico, hace aproximadamente
400 millones de afios y aunque gran numero de especies se extinguieron durante el

Carbonifero, muchas otras han sobrevivido hasta nuestros dias (Reyes et al., 1995).

Los helechos estdn presentes en diferentes ecosistemas, tanto acuaticos como
terrestres, manifestando una gran diversidad de especies y de formas de vida. En
asociaciones con otros grupos de plantas forman comunidades vegetales cuya
estructura y dinamica han sido estudiadas de manera integral a partir de 1990 en
adelante (Pérez et al., 1995).

A los helechos se les ha atribuido propiedades medicinales, pero principalmente son
utilizados como ornamentacién, especificamente en las regiones en las que el clima
es calido y humedo lo que les permite sobrevivir en exteriores. Se considera que
existen alrededor de 8,000 especies de helechos en el mundo y particularmente en
México se calcula que hay aproximadamente 1000 de ellos. Son de gran diversidad
en formas y tamafos, y su talla puede variar de unos cuantos centimetros hasta

varios metros de altura (Reyes et al., 1995; Riba et al., 2000).

El ciclo de vida de los helechos se compone de dos fases: una generacion
esporofitica y otra denominada gametofitica. La generacion esporofitica es la que
normalmente se conoce como planta compuesta (hoja, tallo, raiz), generalmente en
el envés de las hojas se forman esporangios, los cuales pueden estar agrupados en
estructuras en forma discoidal conocidas como soros. Dentro de los esporangios se
forman las esporas, que son resultado de divisiones meiéticas de células madres
esporofiticas y por tanto son aploides; cada una contiene Unicamente un juego de
cromosomas. Cuando los esporangios maduran, liberan miles de esporas que son

llevadas por el viento azarosamente, lo que favorece su dispersion a través de
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grandes distancias a diferentes sitios; en donde encuentran condiciones favorables

para producir un gametofito (Reyes et al., 1995).

De la misma forma en que las plantas con flores producen semillas para
reproducirse, los helechos forman esporas, que son estructuras microscépicas de
diferente origen y complejidad que las semillas. La generacion gametofitica comienza
con la formacion de las esporas en el esporangio del helecho; las esporas germinan
y forman diminutas plantas pluricelulares, conocidas como proétalos o gametofitos los
cuales forman (estructuras) 6rganos sexuales masculinos y femeninos (anteridios y
arquegonios), en los que se forman gametos que al unirse inician la fase diploide, es
decir, la fase esporofitica (Reyes et al., 1995).

El ciclo de vida de estas plantas inicia con la germinacion de las esporas,
generalmente se forman dos tipos de células: protalicas y rizoidales, las primeras
tienen cloroplastos y las segundas generalmente carecen de ellos y son alargadas, la
funcién de las células rizoidales es similar a la de una raiz, proporcionan a la

diminuta planta sostén, agua y nutrimentos (Reyes et al., 1995).

El gametofito joven en los primeros dias tiene aspecto filamentoso, formado por una
hilera de células, resultado de la division mitdtica que definen el patrén de
germinacién. Posteriormente adquieren forma espatulada y presentan un meristemo
pluricelular marginal que les permite continuar su crecimiento. Durante su desarrollo,
dependiendo de la especie pueden formar tricomas o pelos, cuya funcién aun se

desconoce (Reyes et al., 1995).

La forma de los gametofitos maduros puede ser acintada, reniforme o cordiforme.
Esta ultima en forma de corazon es la mas frecuente en los helechos homospdéricos.
Los gametofitos son las plantas (fase sexual) sexuales de los helechos, cuando
alcanzan su madurez forman o6rganos femeninos (arquegonios) y masculinos
(anteridios). Aunque puede variar la localizacion de los gametangios en el talo,

normalmente los arquegonios se forman por debajo de la escotadura meristematica,
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en la region anterior al cojinete, y los anteridios en la regién posterior del talo cerca
de o entre los rizoides. Normalmente son (dioicos) bisexuales y la fecundacién ocurre
entre gametos del mismo gametofito (intragametofitica), en ocasiones pueden ser
unisexuales (monoicos) y entonces la fecundacion es entre gametos de gametofitos

diferentes (intergametofitica) (Reyes et al., 1995).

Los arquegonios de los helechos tienen una forma similar a la de una botella, donde
unas células forman el cuello que sobresale de la superficie del talo y otras en la
parte globosa rodean a la oosfera que es el gameto femenino y estdn sumergidas en
el gametofito. Por otra parte los anteridios son estructuras simples, globosas
compuestas principalmente de tres células (basal, anular y opercular), donde se
producen los anterozoides, es decir los gametos masculinos, los cuales tienen,
motilidad y por medio de agua se desplazan hasta el cuello de los arquegonios, por
donde se introducen y descienden hasta fusionarse con la oosfera, de esta manera
realizan la fecundacién de un huevo o cigoto a partir del cual se inicia la generacion
esporofitica, (de 60 a 90 dias para alcanzar la etapa esporofitica) (Figura 11) (Reyes
et al., 1995).
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Grupos de
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Figura 11. Ciclo de vida de los helechos

Tomada de:

http://www.fisicanet.com.ar/biologia/informacion_genetica/apl/ciclo_vital _helechos4.j
Pg

Los gametofitos de los helechos son plantas pequefas, que pasan desapercibidas en
gran parte por su tamafio y porque los helechos en su mayoria tienen otras formas
de propagacién vegetativa (Pérez- Garcia y Reyes, 1993), sin embargo, la
reproduccion sexual y el principal intercambio de material genético, sélo se lleva a
cabo por medio y a través de los gametofitos; con lo cual se incrementa su
capacidad de adaptacion para sobrevivir ante las presiones de seleccion ambiental,
ademas que de esta forma los genes de restriccion pueden expresarse mas

facilmente (Reyes et al., 1995).
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4.1 Helechos y angiospermas empleados en la fitorremediacion

A continuacion se describen las principales especies de helechos y angiospermas
gue se consideran como tolerantes, acumuladores o hiperacumuladores de algunos

elementos e incluso algunos se han empleado en procesos de fitorremediacion.

Pteris cretica, P. longifolia y P. umbrosa son especies hiperacumualdoras de As
(McGrath y Zhao 2003); P. vittata es la pteridofita mas mencionada en la literatura

debido a su capacidad extraordinaria de acumulacion de As (Weiy Chen, 2006).

Se han encontrado ademas una amplia variedad de especies de pteridofitas en sitios
contaminados, ejemplos de ellas son: Asplenium adiantum-nigrum, A. cuneifolium, A.
hybrida, A. presolanense, A. ruta-muraria, A. septiontrionale, A. trichomanes, A.
viride, Ceratopteris corneta, Cehaloziella calyculata, Cheilanthes hirta, C. inaequalis
var. Lanopetiolata, C. inaequalis var inaequalis,, Mohria lepigera, Nardia scalaris,
Nothalaena marantae, Oligotrichum hercynicum, Ophiglossum lancifolium y Pellea

calomelanos (Vara y de Oliveira, 2003).

Reeves y Baker (2000) reportaron 9 plantas hiperacumuladoras para Mn
principalmente de las familias Apocynaceae, Cunoniaceae y Proteaceae, algunos

estudios mas recientes se describen a continuacion.

Xu et al. (2006), encontraron que Phytolacca acinosa Robx es una planta
hiperacumuladora de Mn, ademas desarrolla una gran cantidad de biomasa y crece
rapido, por lo que es una buena candidata para la fitorremediacion de suelos
contaminados con Mn. Phytolacca acinosa acumula aproximadamente 19,300 mg Mn
kgt (Xue et al., 2004), mientras que la concentracion normal de este elemento en
plantas varia entre 20-500 mg kg’ (Reeves y Baker, 2000). Liu et al. (2006),

confirmaron en un experimento con Phytolacca acinosa, Geiffine y C. canadienses
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que P. acinosa present6 alta capacidad extractiva y un mejor comportamiento para

sobrevivir en altas concentraciones de Mn (2000 umol/L™).

Phytolacca americana ha sido identificada como una nueva planta hiperacumuladora
de Mn, la méxima concentracion en base seca que se encontrd en esta planta fue de
8,000 mg kg™. Por otro lado la planta se caracteriza por tener un alto factor de
translocacion (relacion que guardan la concentracion de hojas y tallo respecto de la
raiz) (>10.76) (Yuan et al., 2007). La planta australiana Gossia bidwilli es
considerada hiperacumuladora de Mn, ya que acumula 1.92 % de Mn en base seca
(Bidwell et al., 2002).

En cuanto a estudios relacionados con helechos destacan los de Ma et al. (2001) en
donde demuestra que Pteris vittata tiene un gran potencial para ser usada en la
fitorremediacion de suelos contaminados con As, esta especie acumula cerca de
23,000 mg As kg™.

Otras especies son Pteris biaurita L., Pteris quadriaurita Retz y Pteris ryukyuensis
Tagawa hiperacumuladoras de As. El promedio de la concentracion de As es de
1,770 a 3,650 mg kg™ en los 6rganos aéreos y 182 a 507 mg kg™ en las raices de
Pteris biaurita L., Pteris quadriaurita Retz y Tagawa después de haberlas colocado

en 100 mg As kg de suelo™ (Srivastava et al., 2006).
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5 METODOLOGIA

5.1 Estrategia experimental
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Figura 12. Estrategia metodolégica
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Se realizaron diversas visitas de recoleccion a la localidad Molango, Hidalgo, en

dicha zona se encontré un helecho el cual fue colectado e identificado (Mickel y

Beitel, 1998). Con el fin de obtener las esporas se recolectaron las pinnas fértiles
(Mayo 2008 longitud 98° 44’ 078” O y latitud 20° 57’ 026” N), posteriormente se

colocaron en sobres y se sellaron perfectamente para evitar la contaminacion y

pérdida de esporas. Los sobres con las pinnas fértiles se desecaron en condiciones

naturales (temperatura ambiente) durante 15 dias. Para obtener las esporas, las

pinnas contenidas en los sobres se tamizaron con un tamiz de 0.074 micras de
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apertura (Mont inox) con el fin de eliminar los restos de esporangios y parafisas
(John, 1994; Jones, 1996; Muiiz, 2005). Una vez obtenidas las esporas, se

colocaron en refrigeracion (4 °C) para favorecer su viabilidad.

5.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo se preparé a partir del propuesto por Murashige y Skoog (MS) en
1962. Se prepar6 un medio diluido al 50%, se esterilizd y posteriormente se vacio en
cajas de petri de 5 cm de didmetro, se dejo gelificar. Las cajas se guardaron en
refrigeracion (4°C) hasta su empleo para la siembra.

5.4 Desinfeccion de esporas

Para lograr una adecuada desinfeccion de las esporas y eliminar la contaminacion en
los cultivos, se realizaron cuatro experimentos a diferentes concentraciones de
hipoclorito comercial, las concentraciones de hipoclorito fueron 2, 5, 7 y 10%. Para
desinfectar se procedi6 de la siguiente forma: 1) en un tubo Eppendorf se agregaron
90 mg de esporas, 2) se agreg6 1mL de la solucién de hipoclorito, 3) se agité durante
1 minuto, 4) se centrifugd durante 1 minuto, 5) se retir6 el sobrenadante y 6)
finalmente se lavaron las esporas tres veces con agua destilada estéril. De cada
experimento con diferente concentracién de hipoclorito se colocaron cinco cajas en

un fotoperiodo de 16 h luz/8 h obscuridad y otras cinco cajas sélo en obscuridad.

Una vez determinada la dosis de desinfeccién adecuada, se procedié a determinar el
tiempo de exposicion en la solucion de hipoclorito, para lo cual se montaron tres
experimentos a 2, 3 y 4 minutos, realizando lo mismo que se hizo en el proceso para
determinar la dosis de desinfeccion, lo Unico que varié fue el tiempo de agitacion y

centrifugacion.
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5.5 Germinacién de esporas

Para determinar el tipo de germinacion y desarrollo protélico, las esporas después de
desinfectadas se sembraron en cajas de petri de 5 cm de diametro con medio de
cultivo, a cada caja se le agregaron 0.15 mL de la solucién que contenia las esporas,
s6lo 15 cajas se dejaron en un fotoperiodo de 16 h luz/8 h obscuridad, ya que en

obscuridad no hay germinacién como lo confirmaron los experimentos de la tabla 2.

Cuando aparecieron los gametos en el gametdfito, éste se trasplantd a un frasco de
vidrio de 100 mL, el cual contenia medio MS, en donde se originaron los esporofitos
(los gametofitos trasplantados se regaron con 0.5 mL de agua destilada esterilizada

una vez por semana).

5.6 Germinacion de esporas a diferentes concentraciones de manganeso

Ya estandarizada la desinfeccidn y la germinacion se procedio a realizar pruebas a
diferentes concentraciones de Mn (0, 3, 6, 9, 12 y 15 mM), con la finalidad de
determinar la dosis en la cual las esporas pueden crecer adecuadamente, esta etapa
fue muy importante, porque fue donde se logroé crear plantas resistentes al Mn desde
el inicio de su ciclo de vida. De cada concentracion se sembraron 10 cajas y so6lo se
dejaron en un fotoperiodo de 16 h luz/8 h obscuridad. Esta prueba permitié obtener
esporofitos resistentes a condiciones ambientales poco aptas y por lo tanto con esto
se lograra una mejor adaptaciéon al momento de realizar pruebas de fitorremediacion

en campo.

Nota: La siembra se realiz6 en una campana de flujo laminar, la cual se lavo
previamente con detergente y posteriormente con etanol 96%, todo el material
empleado fue previamente esterilizado. El manipulador se lavé las manos con etanol

al 70%, ademas de utilizar un mechero de alcohol cerca de la caja de siembra.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Desinfeccion

La desinfeccidbn es una etapa muy importante, ya que a partir de esta se logra
obtener un mejor desarrollo en la germinacion de esporas. De la desinfeccion se
determind que la dosis de hipoclorito adecuada es a 7% (Tabla 12), a 2 y 5%
germinaron (con contaminacion) y a 10% no hubo germinacion muy probablemente
por que las esporas perdieron su viabilidad; el mejor tiempo de exposicion al ClIO™ es
de 3 min, ya que a 2 min existe bastante contaminacion y a 4 min la velocidad de
germinacion es mas lenta (tabla 13), en la siembra se observd que las esporas
necesitan de luz para poder germinar, ya que los experimento desarrollados en

oscuridad no presentaron germinacion (tabla 12).

Tabla 11. Experimentos expuestos a 16 h luz/8 h obscuridad evaluados a los cinco
dias de haber sembrado las esporas.

% CIO Cajal Caja 2 Caja 3 Caja 4 Caja 5
2 gC gC gC gC gC
5 gC gC gC gC gC
7 gC g g gC g
10 ng ng ng ng ng

g: germinacioén; gC: Germinacion con contaminacion; ng: no hay germinacion

Tabla 12. Experimentos expuestos a obscuridad evaluados a los cinco dias de haber
sembrado las esporas

% CIO Caja 1l Caja 2 Caja 3 Caja 4 Caja 5
2 ngC ngC ngC ngC ngC
5 ngC ngC ngC ngC ngC
7 ng ng ng ngC ng
10 ng ng ng ng ng

ngC: no hay germinacion y se contamind; ng: no hay germinacién

Tabla 13. Desinfeccion con 7% de ClO™ a diferentes tiempos de exposicion

T|_empo Cajal Caja 2 Caja 3 Caja 4 Caja s
(minutos)
2 gC gC gC gC gC
3 G g g g gC
4 gL gL gL gL gL

g: Germinacion; gC: Contaminacién con contaminacién; gL: germinacion lenta
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6.2 Germinacién de las esporas

Los resultados mas importantes en cuanto a la germinacion de esporas de
Thelypteris kunthii indican que necesitan de luz, y una temperatura de 26°C. El tipo
de germinacion es Vittaria, ya que la célula rizoidal se asoma inicialmente de la
espora y en la base de la célula rizoidal se generan células de forma horizontal, esto
ocurre a los cinco dias después de haber sembrado las esporas (figura 13 B),
posteriormente se produjo una lamina en cuadrantes por arriba del rizoide (figura 13
C), cada una de esas células se vuelven multicelulares (figura 13 D) (Atkinson y
Stokey, 1964).

6.2.1 Desarrollo protalico

El desarrollo del prétalo de Thelypteris kunthii fue Drinaria (Nayar y Kaur, 1969), ya
gue presentd un delgado filamento germinal uniseriado (en cinco dias figura 13 B), se
formé6 una lamina protalica ancha espatulada (figura 13 C y D), con el transcurso del
tiempo se hizo cordiforme (ente los 11 y 20 dias después de la siembra figura 13 E),
los tricomas aparecieron en la orilla de la lamina protalica (figura 13 F) y la aparicion
de gametos masculinos y femeninos sucedié alrededor de los 28 dias de haber

realizado la siembra (figura 13 G).
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Figura 13. Espora (A). Germinacion tipo Vittaria, 2 a 5 dias (B). Filamentos cortos de
4-6 células, 6 dias (C). Gametofito espatulado, 8 dias (D). Gametofito cordiforme, 20
dias (E). Gametofito con tricomas, 20 dias (F). Gametofito con anteridios y
arquegonios cerca de la muesca, 28 dias (G).

Una vez que aparecen tanto los anteridios (gameto masculino) como arquegonios
(gameto femenino) en el gametofito, inicia la fecundacion de la oosfera por los
anteroziodes los cuales son liberados de los anteridios, dando lugar la fase
esporofitica (Reyes et al., 1995). La fecundacion se lleva a cabo por microcorrientes
de agua que transportan a los anterozoides hasta la oosfera. El esporofito aparece
entre los 60 - 90 dias después de haber hecho la siembra (Riba et al., 2000), en este
caso las esporas de Thelypteris kunthii lograron la formacion del esporofitos en el dia
84 (figura 14), coincidiendo con lo antes reportado y de esta manera cerré el ciclo de
vida (Figura 15).
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Figura 14. Aparicion del esporofito (A). Aparicion de las dos primeras hojas en el
esporofito (B)

Ciclo de vida de los helechos

Figura 15. Ciclo de vida de Thelypteris kunthii
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6.3 Germinacién de las esporas a diferentes concentraciones de manganeso

Las esporas lograron germinar a las diferentes concentraciones de Mn. En la figura
16 se observa que a 6 mM de Mn se presentd la mayor germinacion de esporas
(91.61 %), la primera evaluacion se hizo a los 12 dias de haber sembrado. En 0, 3, 9,
12 y 15 mM la germinacion es menor (58.82, 72.21, 83.67, 74.64 y 71.40 %
respectivamente, figura 17).

Figura 16. Germinacién de esporas; A) 0 mM de Mn, B) 3 mM de Mn, C) 6 mM de
Mn, D) 9 mM de Mn, E) 12 mM de Mn, F) 15 mM de Mn

100.00 4
90.00 A
80.00 A
70.00

60.00 4
50.00 4

40.00 4

% de germinacion

30.00 4
20.00 A

10.00 A

0.00 v T T v J
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Figura 17. Porcentaje de esporas germinadas (evaluaciéon atos 12 dias [-] y a los 20
dias [- - -])
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Germinacion a los 12 dias

Gnacic’m a los 19 dias
OmM 3mM 6 mM 9mM 12mM 15 mM

Figura 18. Germinacién de esporas en los dias 12 y 19.

Cabe hacer mencion que la germinacion en el control y a 3 mM siguié aumentando
hasta el dia 19 con lo que se alcanzé el 85 % y 88 % respectivamente (figura 17 y
18), en las demés concentraciones la germinacion se mantuvo constante. Esto indica
que la germinacion de las esporas se logré acelerar conforme se incremento la
concentracion de Mn hasta 6 mM. En cuanto al desarrollo protélico se pudo observar

un aumento en las concentraciones de 0 a 6 mM y luego decrecio (Figura 6).

Hasta el momento no existen estudios que reporten la germinacién de esporas a
diferentes concentraciones de Mn. Resultados reportados por Xue et al., (2004)
indican que las semillas de Phytolcca acinosa Roxb, germinan sin ningun problema a
una concentracion de 5 mM de Mn; por otra parte, Peng et al. (2008) primero dejo
gue germinaran las semillas de Phytolacca americana L. y posteriormente las
plantulas fueron trasplantadas agregandoles diferentes concentraciones de Mn
(0.0091 — 10 mM), bajo estas condiciones las plantas no presentaron efectos de
dafio alguno, en nuestro caso las esporas germinan de una forma adecuada sin
presentar dafio a una concentracion de 3 mM (figura 19 B). Lo importante es que las

esporas de helechos son unicelulares y las semillas son estructuras pluricelulares,
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por lo que la resistencia observada en las esporas de este estudio es elevada si la

comparamos con las semillas.

En el dia 20 a concentraciones de 6, 9, 12 y 15 mM de Mn, el desarrollo de la lamina
protalica presenté deformaciones o en algunos casos el desarrollo se retardé (figura
19 C-F), lo que no pasa en la concentracion de 0y 3 (figura 19 Ay B). En un inicio la
mayor germinacion de esporas fue a 6 mM, es importante mencionar que en el dia
20 a esta misma concentracion se observaron efectos de dafio en la lamina protalica
(figura 19 C). En cuanto a las concentraciones en las que el gametofito presentd
deformaciones, hay algunas esporas que si llegan a la forma cordiforme, por lo que
se espera que estos generen esporofitos, en la figura 20 se puede observar la

aparicion de gametofitos cordiformes en concentraciones de 9, 12 y 15 mM.

Figura 19. Desarrollo de lamina protélica a los 20 dias; A) 0 mM de Mn, B) 3 mM de
Mn, C) 6 mM de Mn, D) 9 mM de Mn, E) 12 mM de Mn, F) 15 mM de Mn.
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OO

Germinacion a los 33 dias

Germinacion a los 41 dias

Figura 20. Germinacién de esporas en los dias 33 y 41.

Al parecer los gametofitos que llegaron a desarrollar la forma cordiforme, daran lugar
a esporofitos lo cual es importante, y que en este estudio el principal interés fue

obtener los esporofitos y no evaluar el dafio.
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Soil, sediments, water and plant samples from the mining zone of Molango were collected and analyzed
and Mn-tolerant and Mn-accumulator plants were identified. Soil and sediments presented moderately
alkaline and reducing conditions, a normal electrical conductivity, a sandy texture and medium-to-high
cation exchange capacities. These properties favored the presence of Mn**, which is the form most easily
assimilated by plants, and the total Mn concentration (11,637-106,104 mg kg~ ! dried weight, DW) was
at phytotoxic level. Water was also an important Mn source. Equisetum hyemale and Telypteris kunthii sur-
vived in the presence of such Mn concentrations using an exclusion strategy, while Cnidoscelus multilobus,
Platanus mexicana, Solanum diversifolium, Asclepius curassavica L. and Pluchea sympitifolia employed an
accumulation strategy. These plants could be useful to re-vegetate and stabilize Mn tailings in order to
decrease the erosion effects.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mining residues represent a significant source of contaminants,
mainly of metals, in water, air and soil. The availability of metals in
soil is a natural selection factor for plants that are capable of sur-
viving or reproducing under high metal concentrations (Bradshaw
et al., 1978). According to their responses to the presence of metals
in the growth medium, these plants are classified into two types.
The first type is made up of metal-tolerant plants, which utilize a
variety of mechanisms, such as complexation by compounds
exuded from plant roots, in order to prevent their entry into the
root. In other cases, the metal translocation from the roots to
above-ground tissues is restricted by the formation of stable com-
plexes into the root cells. The second type includes metal-accumu-
lator plants, which take up large amounts of metal and transfer it
to the shoots, where it is accumulated. Plants of the second type
are capable of rendering the metals harmless in various ways, for
instance by binding them to cell walls, compartmentalizing them
in vacuoles or complexing them to certain organic acids or proteins
(Reeves and Baker, 2000).

* Corresponding author. Tel.:
72000x6502
E-mail addresses: icelabeltran@yahoo.com.mx, rosa@uaeh.edu.mx (RI. Beltran-
Hernandez).

+52 771 71 F2000x2211; fax: +52 771 71

0960-8524(% - see front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved
doi:10.1016j.biortech.2010.03.020

Based on the capacity of the plants to tolerate or accumulate
high quantities of metals, processes of phytoremediation are possi-
ble in metal-contaminated soils. In order to determine the poten-
tial usefulness of a plant in phytoremediation processes, certain
criteria have been established: (i) the plant capacity to tolerate
or accumulate the metal; (ii) a high biomass production (Xu
et al., 2006); (iii) a translocation factor (TF, ratio of metal concen-
tration in above-ground biomass to roots) larger than unity (Min
et al.,, 2007); and (iv) a bioconcentration factor (BCF, ratio of metal
concentration in plant to soil) larger than unity (Dowdy and
McKone, 1997).

However, phytoremediation includes a group of technologies
such as phytostabilization, phytoextraction, phytovolatilization,
phytodegradation (or phytostimulation) and rhizofiltration, and
not all of the aforementioned criteria are required for each phyto-
technology. For instance, high biomass production, TF and BCF are
important traits in accumulator plants, which are utilized in phy-
toextraction processes. However, the accumulation of pollutants
in above-ground parts of the plants is undesirable in phytostabili-
zation processes, since this may lead to a transfer of metals to the
wildlife through herbivores. In these cases, metal-tolerant-plants
are employed (USEPA, 2000).

Among the five above-mentioned technologies, only phytosta-
bilization has proved its efficiency at the field level in soils contam-
inated with metals. In the United States and Canada, 13 sites have
been remediated through phytostabilization (Marqués and
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Berthomieu, 2006). Bunker Hill, in Idaho, is a Superfund site where
phytostabilization was tested in large-scale plots and in the adja-
cent wetland with the aim of decreasing the phytotoxicity of Pb,
Zn and Cd and reestablishing vegetation by applying certain organ-
ic wastes to the soil. At the end of the treatment, soluble forms of
the metals in the soil decreased substantially and vegetation was
successfully re-established (Brown et al., 2003).

A similar project was developed by Li and Chaney (1998) in a
Superfund site in Palmerton, Pennsylvania, where the soils were
contaminated with Zn. In other countries, e.g. China, researchers
have focused their efforts on determining the limiting factors for
plant establishment on Mn tailings and the capacity of the vegetal
community to tolerate or accumulate this metal (Wang et al., 2008).

Molango, Mexico, has one of the major Mn deposits known in
North America, which has been exploited since 1962 (Aldape
et al., 1999; Okita et al., 1988). Researchers have calculated that
the length of the ore body is larger than 50 km, with reserves of
over 200 million tons (Okita et al., 1988). Since Molango is a highly
mineralized area, it is interesting to study the strategies adopted
by the regional flora allowing their survival and proliferation. Thus
the objectives of this work were: (i) to evaluate the Mn availability
and mobility in the substrates (soils and sediments) according with
their pH, electrical conductivity (EC), redox potential (E,), cation
exchange capacity (CEC) and texture; (ii) to determine chemical
Mn species; and (iii) to classify the plants present in that area
according to their strategy with regard to Mn. This information
could be useful to propose the most suitable plants for a re-vege-
tation project in the mining zone of Molango.

2. Methods

2.1. Sampling and physicochemical characterization of substrates and
water

This study was carried out in the mining zone of Molango, Hi-
dalgo, located in the center-east part of Mexico (longitude 98°
44’ 078" W and latitude 20° 57’ 026" N). Molango has a humid tem-
perate climate (Cw) with an annual average temperature of 17 °C
and an annual average rainfall of 1438 mm.

The studied plants were selected according to their abundance
in the zone. In order to determine the abundance of each plant spe-
cies in soils and sediments, three 10 m x 10 m plots were con-
structed. The plant sampling was carried out during the period
from March to June of 2008. Five replicates of each plant were col-
lected; two of which were employed for the purpose of identifica-
tion by dichotomous keys (Moran and Riba, 1995; Mickel, 1992).
The rest of the replicates were mixed to obtain a composite sample,
which was then utilized to quantify the Mn concentration. A soil
sample was also collected from each place where the plants were
sampled. In this way five simple surface samples (0-30 cm) of soil
were taken to obtain a composite sample corresponding to each
plant or group of plants growing in the same place. Three of the
collected plants grew in a shallow stream, in which case also five
simple sediment and three simple water samples were taken to
make a composite one in each case.

The composite samples of soil and sediment were air-dried and
milled so as to pass through a 2-mm sieve. The pH was measured
in a 1:2.5 soil/H,0 suspension (Thomas, 1996) using a waterproof
pH/ORP meter. The E;, was examined with the same pH/ORP meter
according to Patrick et al. (1996). The EC; was determined in the
saturation extract (Hess, 1972) using a pH/EC meter. The CEC
was quantified using the barium acetate method (Jackson et al.,
1986), and the texture was analyzed by the hydrometer method
as described by Gee and Bauder (1986).

Also, a sequential extraction of Mn in the substrates was carried
out by employing the method of Tessier et al. (1979). This tech-

nique consists in dissolving the fraction of metal in the sample
associated with a particular matrix component. In this procedure,
the metal forms of environmental significance can be grouped into
five fractions sequentially extracted with 1 N MgCl, at pH 7 for
exchangeable cations (Fraction 1; F1); 1 M CH3;COOH/CH;COONa
at pH 5 for metals bound to carbonates (F2); 0.04 M NH>OH-HCI
in CH5COOH (25%) at pH 2 for metals bound to Fe and Mn oxides
(F3); 8.8 M H;0; in 0.02 M HNOs, during 5 h at 85 °C followed by
addition of a solution of 3.2 M CH3COONH. in HNO; (25%) for met-
als bound to organic matter and sulphides (F4); and extraction
with 10mL of concentrated HNO5 and a buffer solution of 1M
CHsCOOH/CH5COONa at pH 5 for metals in the residue (F5). These
fractions represent a progressively decreasing mobility in the soils.

Water samples were analyzed in order to determine the Mn con-
centration, pH, E; and EC, the three last parameters were measured
in the field according to the methods reported in APHA, AWWA and
WECF (2005). All parameters were determined in triplicate.

2.2, Plant sample preparation

Whole plants were washed with tap water to remove adhering
materials, rinsed with deionized water, separated into leaves,
stems, flowers and roots, and dried in an oven at 65 °C for 48 h.
The dried samples were milled in a stainless steel blender and
passed through a 0.250-mm sieve.

2.3. Quantification of manganese

The plant, soil and water samples were digested according to
EPA methods 3052, 3051 and 3015, respectively (USEPA 1995a-
c). The total amount of manganese in these extracts was deter-
mined by flame atomic absorption (AA) spectroscopy using an AA
spectrophotometer (Varian 880, Australia). For these determina-
tions an oxidizing air-acetylene flame was used in order to avoid
interferences by phosphate, perchlorate, iron, nickel and cobalt.
Due to high Mn concentrations in the samples the Zips tool of
the spectrophotometer and a wavelength of 321.7 nm were em-
ployed; in the case of concentrations minor than 60 mg Mn L'
the determinations were corroborated using a wavelength of
403.1 nm. The quality of the plant analyses was assured by
employing reference material (SMR 1573a and SMR 1570), and a
standard reference soil from the National Institute of Standards
and Technology (SRM 2709) was analyzed concurrently with the
soil samples to determine the total amount of metals. Recoveries
ranged from 96.5% to 104% and the coefficient of variation was be-
tween 3% and 10% when analyzed in triplicate, To obtain a calibra-
tion curve for Mn, a certified standard solution for AAS was used.
The limit of detection for Mn was 0.035 mg Mn L™ ",

24. Determination of the TF and BCF

The TF was defined as (Deng et al., 2004):

Metal in above-ground DW
N Metal in root DW

The BCF, representing the ratio of metal concentration DW in
the plant to the metal concentration DW in the soil (Dowdy and
McKone, 1997), can be expressed according to:

Metal in Whole plant DW
Metal in soil DW

Typically, the BCF is an indication of the magnification of con-
taminants from a lower to a higher trophic level. For plants, the
BCF has been used as a measure of the metal accumulation effi-
ciency, whereby values greater than 1 are an indication of plants
potential to phytoextract (Zhang et al., 2002).

TF

(0

BCE = (2)
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2.5. Determination of the predominant species of Mn

Pourbaix diagrams and predominance zone charts were con-
structed using the Chemical Equilibrium Diagrams Program (Me-
dusa Program). The pH and E;, values of the soils, sediment and
water were intersected in these diagrams in order to determine
the predominant species for Mn.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of soils, sediments and water

Table 1 lists the physical and chemical properties of the sub-
strates (i.e., soils and sediments) from the Mn mine. Since the
behavior of Mn in the surface deposits is highly dependent on
the En-pH conditions (Kabata-Pendias and Pendias, 2001; Smith
and Huyck, 1999), the moderate alkalinity of the substrates
(7.65<pH < 8.19) and reducing conditions (-52.45<E, =

35.19 mV) must favor solubility and availability of Mn. The ECs
values ranged from 0.38 to 1.95 dS m~', which indicated that the
substrates are non saline (ECs<2 dS m').

According to Conesa et al. (2006), pH and ECs are the most
important factors determining plant colonization of land degraded
by mining. Due to the moderately alkaline and nonsaline condi-
tions of the substrates, pH and EC. should not be limiting factors
for plant establishment in the studied zone.

Medium (17.81 cmol(+) kg ') and high (30.00 cmol(+) kg )
CEC values were measured in the substrates. The CEC represents
the ability of the soils to absorb or release cations, and conse-

Table 1
Chemical and physical characteristics of substrates.
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quently is an important parameter in sites contaminated by heavy
metals. Organic matter and clay minerals are responsible for the
CEC. However, Mn is not very strongly fixed either by clay minerals
or organic matter and can thus be relatively easily released from
the cation exchange soil complex (Kabata-Pendias and Pendias,
2001). In the present study, both substrates showed a sandy tex-
ture. Sandy substrates generally present oxidizing conditions how-
ever, in this case, the water-saturation state of soils and the
flooding of sediments explained the reducing environment.

The Mn content in the substrates (Table 2) ranged from 11,637
to 106,104 mg kg~' DW; concentrations that were between 2 and
21 times higher than the phytotoxic level (5000 mg Mn kg™ 'DW)
proposed by Alloway (1995). However, this condition was not lim-
iting for plant growth. Similar concentrations to those found in this
study have been reported in the mining zone of Xiangtan, China.
Wang et al. (2008) measured total Mn concentrations of
31,903 mg kg ! DW in tailings and 30,899 mg kg ' DW in rhizo-
sphere soils, and Liu et al. (2006), who worked in the same zone,
determined total Mn concentrations of 151,684 mg kg ' DW in
tailings and 52,924 mg kg~! DW in soils containing excavated
tailings.

The water presented a moderately alkaline pH (7.51), a EC of
1.053 dS m ', areductor E, ( —35.80 mV) and a total Mn concentra-
tion of 3.63 mg L~'. According to the US Geological Survey's Na-
tional Water Program, the median Mn level in surface waters is
16 pg L' (USGS, 2001). Higher levels are usually associated with
industrial pollution. In the present study, the high Mn concentra-
tion in the water was explained by the concentration of Mn in
the substrates, in addition to the mining activity.

Substrate pH Ep (mV)° ECs (dSm ') CEC (cmol (+) kg )¢ Textural class Plant collected

1 8.19 (0.02)* —35.19 (0.01) 1.85 (0.01) 26.25 (0.88) Sandy (soil) Platanus mexicana

2 7.70 (0.01) —38.12 (0.16) 0.38 (0.00) 17.81 (1.33) Sandy (soil) Cnidoscolus multilobus

3 7.86 (0.01) —46.90 (0.29) 1.20 (0.00) 30.00 (0.88) Sandy (soil) Asclepius curassavica L.

4 7.65 (0.01) —52.45 (0.07) 0.62 [0.00) 18.75 (0.88) Sandy (soil) Solanum diversifolium

5 7.79 (0.01) —46.07 (0.75) 1.77 (0.00) 18.44 (2.21) Sandy (soil) Pluchea sympitifolia

6 7.86 (0.01) —40.95 (0.08) 1.10 (0.00) 25.00 (0.88) Sandy (sediment) Equisetum hyemale, Xanthosoma robustum

and Thelyipteris kunthii

* Standard deviation, n =3

b Ep: redox potential.

© ECs: electrolytical conductivity.

4 CEC: cation exchange capacity.

Table 2
Manganese concentrations in plants and substrates.
Leaf Stem Flower Root Substrate BCF* TF
mg Mn kg ' DW?

Platanus mexicana® 410.86 (5.11)° 253,71 (11.03) < 337.99 (2.18) 100762.50 (1354.28) 0.0099 1.97
Cnidoscolus multilobus™ 730.00 (23.55) 333.78 (6.45) < 1055.80 (22.27) 19054.00 (112.04) 01112 1.01
Asclepius curassavica L. 1507.69 (9.78) 148.61 (2.66) 1130.05 (235.00) 161.34 (1.20) 106104.17 (3755.36) 0.0278 1727
Solanum diversifolium” 562.57 (49.92) 195.71 (3.46) < 110.78 (2.67) 94220.83 (4308.28) 0.0082 6.84
Thelypteris kunthii** 1336.36 (61.43) 605.48 (30.26) < 6842.36 (355.43) 11637.50 (263.39) 0.7548 0.28
Equisetum hyemale" < 225.40 (4.70) < 5266.30 (102.30) d 04722 0.04
Xanthosoma robustum®* 376.28 (10.10) 48.15 (5.59) E 70.88 (0.65) 4 0.0426 5.89
Pluchea sympitifolia” 182,96 (0.63) 1062.58 (7.00) < 34.52 (0.36) 89616.67 (4407.92) 00143 36.08

* Plants collected in soils.

* Plants collected in sediments.
* DW: dry weight.

b Standard deviation, n=3

© Plant without this organ

a

Same Mn substrate concentration as Telypteris kunthii.

® BCF: bioconcentration factor (ratio of Mn in above-ground biomass and roots to soil)

f TF: translocation factor (ratio of Mn in above-ground biomass to roots).
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3.2. Mn fractionation and speciation

As can be seen in Fig. 1, the soil and sediment fractions pre-
sented the following distribution: F5 (57.84%)> F3 (37.17%) > F4
(32.12%) > F2 (3.66%) > F1 (0.02%). Wang et al. (2008) and Alvarez
et al. (2006), who worked with Mn tailings and rhizosphere soils
and agricultural alkaline soils, respectively, reported a similar or-
der in the distribution of fractions. In their investigations, the high-
est fractions for Mn were F5 and F3, and the lowest fractions were
F1 and F2. Based on these results, Mn was expected to demonstrate
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the same distribution in the substrates when alkaline conditions
prevailed. According to the results of the sequential extractions,
Mn could be released mainly from F3 and F4, since under reducing
conditions oxides release Mn easily as it is a metal only slightly
fixed by organic matter (Kabata-Pendias and Pendias, 2001).

Mn can be found as Mn?', Mn*" and Mn*", of which Mn?" is the
most soluble form (Sajwan and Lindsay, 1986). Fig. 2 shows the
Pourbaix diagram, in which it can be observed that the predomi-
nating species of Mn was Mn®'. Nevertheless, the predominance
zone chart in Fig. 3 demonstrates that Mn was in dynamic

b e e e e = e =

Soil 1 Soil 2

Soil 3

Soil 4 Soil 5 Sediment 6

Fig. 1. Manganese fractionation (percentages) in substrates||F5: Mn in the residual fraction','F4: Mn bound to organic matter and sulphides 3#3: Mn bound to Fe and Mn

oxides TF2: Mn bound to carbonates OF1: Mn exchangeable.

15
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Mn ;0,4

Mn(OH);
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Fig. 2. Intersection pH vs Ey, of soil, sediments and water in Pourbaix diagram. 1: Platanus mexicana, 2: Cnidoscolus multilobus, 3: Pluchea sympitifolia, 4: Asclepius curassavica L.,
5: Solanum diversifolium, 6: Equisetum hyemale, Xanthosoma robustum and Thelypteris kunthii, 7: water.
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Fig. 3. Predominance zone chart of Mn in the substrates. 1: Platanus mexicana, 2: Cnidoscolus multilobus, 3: Pluchea sympitifolia, 4: Asclepius curassavica L., 5: Solanum
diversifolium, 6: Equisetum hyemale, Xanthosoma robustum and Thelypteris kunthii, 7: water.

equilibrium between the soluble and insoluble phases as a result of
substrate conditions not being permanent. In addition, water was
another important source of Mn?" (Fig. 3).

3.3. Identification and classification of plants

The plants collected in soils were identified as: Platanus mexica-
na, Cnidoscolus multilobus, Asclepius curassavica L., Solanum diversi-
folium and Pluchea sympitifolia, and the plants collected in
sediments were Equisetum hyemale, Xantosoma robustum and The-
lypteris kunthii. According to their TF values, the plants were sepa-
rated into two groups. The first one contains tolerant plants for
which the TF values were below one. These included E. hyemale
(0.04) and T. kunthii (0.28) (Table 2). These results supported the
idea that these plants have adopted an exclusion strategy that al-
lows them to form Mn stable complexes in their root cells, which
results in a limited metal translocation to above-ground parts. It
seems that E. hyemale and T. kunthii perform a low level of rizofil-
tration in the sediments (Padmavathiamma and Li, 2007; USEPA,
2000), and therefore it would be interesting to study the maximum
tolerance of both plants to the Mn, under the same and different
pH and Ej, conditions.

The second group, composed of C. multilobus, P. mexicana, X.
robustum, S. diversifolium, A. curassavica and P. sympitifolia, demon-
strated TF values larger than one (1.01-36.08). These results indi-
cate that the plants adopted an accumulation strategy with regard
to Mn. However, the concentrations of accumulated Mn were small
(495.03-2947.69 mg kg~' DW) and consequently, their BCF were
also low (0.0099-0.11). Possibly these plants use a mechanism that
avoids excessive uptake of Mn and the metal is absorbed and trans-
located only in required or non-toxic quantities. These plants
would not be useful for phytoextraction in substrates with physi-
cochemical conditions similar to those found in Molango soils,
since plants employed in phytoextraction treatments must accu-
mulate more than 10,000 mg Mn kg~' DW, exhibit values of TF
and BCF larger than unity, and produce high quantities of biomass
(Min et al., 2007; Reeves and Baker, 2000; Dowdy and McKone,
1997). It is difficult to find plants with all of these characteristics,

and some of them, e.g., Phytolacca acinosa, have been classified as
Mn-hyperaccumulator by Xue et al. (2004) since it accumulated
19,300 mg Mn kg~' DW and presented a TF that varies from 13
to 29, despite a BCF < 1. On the contrary, the same plant, P. acinosa,
was reported by Wang et al. (2008) to be an Mn-accumulator due
to its TF being 1.45 and the Mn concentration in the entire plant
being 1374.7 mg Mn kg ' DW. It is important to mention that
these results have been obtained by two research groups working
in the same Mn mining zone of Xiangtang, China. The results thus
confirmed the complexity of a phytoextraction process, due to the
availability of metal varying spatially in the zone and affecting the
capacity of a plant to accumulate it.

The results obtained with X. robustum are inconsistent with the
established idea of a TF higher than one being evidence of an accu-
mulator plant capacity, as proposed by Deng et al. (2004). X. robu-
stum grew under the same conditions that E. hyemale and T. kunthii,
and while the last two accumulated between 47% and 75.5% of soil
Mn in their biomass, X. robustum accumulated only 4.25%. These
results indicate that X. robustum adopts an exclusion strategy with
regard to Mn under these substrate conditions and complexes the
metal in its root zone and efficiently avoids its absorption by the
roots. It could be interesting to study the behavior of X. robustum
with regard to Mn under different pH and En conditions, in order
to determine if it uses the same strategy in all cases.

At the present time, none of the identified plants in this study
have been reported as Mn-tolerant or Mn-accumulator by other
researchers. Thus, the present research has contributed to increas-
ing the list of species with such capacities.

4. Conclusions

Alkaline and reducing substrate conditions favor the presence
of Mn?', which is the most soluble form of Mn, as well as the most
assimilable form by plants. This study demonstrated that Mn at the
mining zone of Molango was associated with the residual fraction
and could be released from Fe-Mn oxides and organic matter. E.
hyemale and T. kunthii survive and reproduce under phytotoxic
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Mn concentrations by employing an exclusion strategy, while C
multilobus, P. mexicana, S. diversifolium, A. curassavica L. and P. sym-
pitifolia, showed an accumulation strategy. Thus these plants could
contribute to stabilize the tailings of Molango.
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