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ABSTRACT

The objective of this study was to determine, by an active biomonitoring employing
T. usneoides and physical monitoring, the usefulness of the following biological
parameters: chlorophyll (a, b and total), ascorbic acid, protein, peroxidase activity
(POD) and superoxide dismutase activity (SOD) as biomarkers of effect of
chemical elements and gases in the air. The study was carried out in two
municipalities: Tlaxcoapan, deposition site of atmospheric pollution emited by
industrial corridor Tula-Vito-Apasco (TVA) and Actopan, the control site. Two
experiments were conducted in these sites: the first one from February to October
2012 and the second one from February to June 2013. In both experiments, the
aforementioned biological parameters were evaluated, as well as Ca, Cu, Cd, Fe,
Mg, Mn, Ni, Pb and Zn concentrations in the biomonitor. In the second experiment,
besides the above determinations, the metals of study were quantified in PMyg
along with NO, and SO..The results confirmed that Ca and Pb are useful as
biomarkers of exposure in T. usneoides. Concerning biomarkers of effect,
chlorophylls, POD activity and ascorbic acid were the parameters that showed
potential to be regarded as such. However, additional studies are needed to
confirm this and to delineate the range of concentrations in which they could be
employed.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar mediante un biomonitoreo activo con T.
usneoides y un monitoreo fisico, la utilidad de los siguientes parametros
biolégicos: clorofila (a, b y total), acido ascorbico, proteinas, actividad peroxidasa
(POD) y actividad superdxido dismutasa (SOD) como biomarcadores de efecto por
elementos quimicos y gases atmosféricos. El estudio se llevd a cabo en
Tlaxcoapan, sitio receptor de contaminantes atmosféricos provenientes del
corredor industrial Tula-Vito-Apasco (TVA) y en Actopan, como sitio control. Se
realizaron dos experimentos: el primero de febrero a octubre de 2012 y el segundo
de febrero a junio de 2013. En ambos experimentos se evaluaron los parametros
biol6gicos antes mencionados, asi como las concentraciones de Ca, Cu, Cd, Fe,
Mg, Mn, Ni, Pb y Zn en el biomonitor. En el segundo experimento, ademas de las
determinaciones anteriores, se cuantificaron los metales de estudio en PMy, y los
gases NO, y SO.. Los resultados confirmaron que Ca y Pb son utiles como
biomarcadores de exposicién en T. usneoides. En cuanto a los biomarcadores de
efecto, las clorofilas, la actividad POD vy el acido ascérbico fueron los parametros
gue mostraron potencial para considerarse como tales. No obstante, es necesario
realizar estudios que confirmen lo anterior y que delimiten el intervalo de

concentraciones en que podrian ser empleados.
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1. INTRODUCCION

En el campo de las Ciencias Ambientales, los biomarcadores son expresiones
bioquimicas, celulares, fisiologicos o comportamentales que se manifiestan en un
organismo como respuesta a la exposicion a uno o mas contaminantes (Dailianis,
2010). Los estudios sobre biomarcadores en los diferentes compartimentos
terrestres han ido en aumento, debido a que proporcionan informacién sobre el
impacto de determinados contaminantes en los seres vivos (Jemec et al., 2009).

Las plantas han sido ampliamente utilizadas como biomonitores de la calidad
atmosférica desde hace veinte afos, y en los Ultimos anos también se han
comenzado a evaluar biomarcadores en ellas. Esta informacién toxicologica
complementa la que provee el monitoreo fisico convencional (Mena-Ulecia et al.,
2010). Por ello, la observacién o analisis de la contaminacion del aire mediante el
uso de biomonitores se surgiere como una alternativa potencialmente eficaz y mas
econémica para llevar a cabo mediciones directas en el aire. Los biomonitores
permiten determinar la presencia de contaminantes, su ruta destino y efectos en
los seres vivos. Esto es especialmente relevante para el monitoreo de areas

extensas.

Las plantas superiores funcionan como biomonitores de contaminacion por
metales atmosféricos debido a su capacidad de acumulaciéon, lo que a su vez
puede ocasionar efectos a nivel bioquimico, como la activacion de algunas
enzimas que tienen como objetivo evitar la oxidacién de las células del organismo,

y asi prolongar su vida.

Tillandsia usneoides L. es una planta epifita, la cual ha sido propuesta por Markert
et al. (2003) como un biomonitor adecuado para el estudio de aerosoles
atmosféricos. El analisis por medio de microscopia electrénica de barrido sugiere
gue los contaminantes asociados con las particulas son absorbidos por las hojas
de la superficie, las escalas y el tallo (Carbone et al., 2012).

Debido a las caracteristicas anteriores y a su amplia distribucién geogréfica, T.
usneoides L., ha sido empleada en diversas partes del mundo como modelo

[ 1




biol6gico para la medicion de contaminantes atmosféricos como elementos
quimicos (Calvario, 2012; Martinez-Carrillo et al., 2011; Martinez-Reséndiz, 2011).
Sin embargo, no existen estudios de la expresiéon de biomarcadores de efecto,
tales como actividad enzimatica (super6xido dismutasa (SOD), peroxidasa (POD),
nitrato reductasa (NR), proteinas totales, acido ascérbico (AA) y clorofilas, como

respuesta a la presencia de los contaminantes atmosféricos.

Con base en lo expuesto anteriormente, se realizé este trabajo cuyo objetivo fue
identificar, mediante un biomonitoreo activo empleando T. usneoides y un
monitoreo fisico, los biomarcadores de efecto que se correlacionan con la
presencia de gases y elementos quimicos atmosféricos emitidos por las industrias
asentadas en el corredor Tula-Vito-Apasco.

[ 2




2. ANTECEDENTES

2.1.Contaminantes atmosféricos
La contaminacién atmosférica se puede definir como la presencia de un agente
potencialmente dafino en cantidades, tiempo y condiciones tales que pueden
resultar nocivas para el hombre, los animales, las plantas o el suelo; asi como

alterar el bienestar o el uso de los bienes (Briggs, 2003).

Existen contaminantes atmosféricos de origen natural y antropogénico. Los
primeros son el resultado de procesos propios de la dinamica terrestre (erosion del
suelo, erupciones volcanicas, incendios forestales) y de la actividad de los seres
vivos (respiracién, fermentacién, polinizacién). Los contaminantes antropogénicos
provienen principalmente del uso de combustibles fésiles, de actividades
industriales, de la agricultura y la ganaderia intensiva. Entre las industrias mas
contaminantes se encuentran las centrales térmicas, las papeleras, las quimicas y

la siderometalurgicas (Wichmann-Fiebig, 2005).

Por su origen, los contaminantes del aire se clasifican en primarios y secundarios.
Los contaminantes primarios (también llamados precursores) son aquellos que se
mantienen en la misma forma quimica en que fueron emitidos por la fuente. El
mondéxido de carbono (CO), los 6xidos de azufre y nitrbgeno y los vapores
emitidos por un vehiculo son ejemplos de contaminantes primarios. Los
contaminantes secundarios son los que se forman en la atmdsfera mediante
reacciones quimicas y fotoquimicas, que ocurren entre los contaminantes
primarios o entre los componentes de la atmdésfera. El acido sulfurico y el diéxido
de nitrégeno son algunos de los contaminantes secundarios mas comunes (Daly y
Zannetti, 2007).

Por su estado de agregacién molecular, los contaminantes pueden existir como
particulas y gases. Las particulas pueden ser sdlidas o liquidas (p. ej. polvo,
humos, neblinas y cenizas). Los contaminantes gaseosos son los que en
condiciones normales de presién y temperatura no son liquidos ni sélidos, tal es el
caso de los 6xidos de nitrégeno, carbono y azufre, asi como de los hidrocarburos
(Daly y Zannetti, 2007).
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El aire contiene una gran variedad de particulas sélidas, liquidas y gases, que
tienen una composicién quimica muy diversa y que son removidos de la atmésfera
por procesos secos Yy humedos (Heintzenberg et al., 2000). La capacidad de la
atmésfera para diluir las concentraciones de los contaminantes esta determinada
por las condiciones meteorologicas. Una atmésfera estable, sin movimiento,
propiciara la acumulacion de contaminantes y con ello, facilitara la formacion de
contaminantes secundarios. En cambio, una atmésfera inestable y dinamica
difundird rapidamente los contaminantes debido a la turbulencia atmosférica
(Wichmann-Fiebig, 2005).

Los parametros meteorolégicos que se relacionan con la contaminacion
atmosférica son la direccién y velocidad del viento y la variacién de la temperatura
con la altura. La variacion del viento determina la direccion hacia la cual se puede
desplazar la contaminacion emitida en un punto. Asimismo, la relacion de la
temperatura con la altura es un elemento clave para entender los fenémenos de
dispersion atmosférica. Cuando un volumen de aire se encuentra a una
temperatura superior a la del aire que lo rodea, tiende a ascender dada su menor
densidad. Si el aire que asciende atrapa contaminantes, estos ascienden con él y
debido a la expansion que experimenta, disminuye la concentracion de los mismos

(Arancibia y Velasquez, 2001).

De acuerdo con Galan y Fernandez (2006), los contaminantes atmosféricos
pueden llegar a la superficie terrestre por dos vias:

1) Depositacién seca: ocurre en ausencia de precipitacién y por efecto de la
gravedad; las particulas caen a la superficie terrestre (i.e. suelo, agua,
vegetacion, edificaciones), generalmente cerca de los focos emisores.

2) Por depositacién humeda: los contaminantes son absorbidos en gotas, las
cuales finalmente precipitan y es asi que los contaminantes llegan a la
superficie terrestre. Existen dos procesos de depositacion hiumeda: a)
Washout, cuando la remocién de los contaminantes sucede dentro de las

nubes y b) Rainout. cuando la remociéon de contaminantes ocurre por
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debajo de las nubes, por la caida de lluvia, nieve o granizo. En la figura 1

se muestra un esquema de la ruta de los contaminantes atmosféricos.

El analisis y evaluacion de la calidad del aire es un reto, debido a la compleja
mezcla de gases y particulas que se forman y a las diferentes reacciones que
experimentan. No obstante, se ha buscado la mejor forma de conocer la
composicion de los contaminantes atmosféricos mediante su medicion directa, una
vez que se depositan en una superficie, o bien, indirectamente mediante la

construccién de modelos matematicos o con el empleo de biomonitores.

La medicion directa con el empleo de equipos (Figura 2) es un método objetivo
para conocer la concentracién de los contaminantes. Sin embargo, el empleo de
estos equipos se ve con frecuencia limitado por su alto costo, lo que dificulta la
realizacion de muestreos por tiempo prolongado y en grandes areas. Ademas,
este método no proporciona informacién sobre el efecto de los contaminantes y no
esta exento de riesgo de contaminacion de las muestras, sobre todo cuando las

concentraciones a medir son muy bajas (Sandu et al., 2012).

Los modelos matematicos proporcionan informacién a diferentes escalas
espaciales y temporales, y pueden emplearse para predecir la calidad del aire a
futuro. Sin embargo, su exactitud depende de la calidad de los datos usados en su

construccién (Poilkolainen, 2004).

Para solucionar algunos de los inconvenientes que se presentan al emplear los
métodos anteriores y para complementar la informacién que proporcionan, se ha
planteado el uso del biomonitoreo como herramienta de diagnostico, monitoreo y

gestién de la contaminacion ambiental.
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Figura 1. Distribucion de los contaminantes atmosféricos en el ambiente.
Fuente: Galan y Fernandez (2006).
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Figura 2. Equipos para la medicion directa de contaminantes atmosféricos.
Fuente: https://www.google.com.mx/#=equipo+de+bajo+volumen+para+particulas

2.2.Biomonitoreo

Los biomonitores son organismos que proporcionan informacién cuantitativa
acerca del medio en que se desarrollan. Por ello, permiten obtener informacion
sobre las concentraciones de los contaminantes y los variados efectos que estos
generan sobre los seres vivos (Market et al., 2003).

El biomonitoreo se define generalmente como el uso de organismos para obtener
informacion sobre ciertas caracteristicas de la biosfera (Chakrabortty y
Tryambakro, 2006).

Este método es rapido y econdmico, lo que permite incrementar el nimero de
unidades de observacion (muestras y sitios de muestreo) y obtener una visién del
efecto de los agentes contaminantes sobre los seres vivos y los ecosistemas,
mediante la observacién y medicion de las diferentes respuestas que los
biomonitores pueden desarrollar frente a los contaminantes (Rubiano y Chaparro,
2006).

Con el empleo a gran escala de biomonitores se pueden delimitar las zonas
contaminadas, realizar mapas de distribucion de contaminantes e identificar las
rutas de transporte de los mismos. También se puede obtener informacién sobre
el tipo de fuentes de contaminacién, mediante la aplicacién de herramientas
estadisticas adecuadas. Ademas, es posible establecer bancos de
almacenamiento de muestras seleccionadas (Smodis y Parr, 1999; Cuadra y
Romero, 2006).
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2.2.1. Clasificacion de organismos biomonitores por su origen

De acuerdo a Market et al. (2003), los biomonitores se pueden clasificar segun su

origen:

1) Pasivos: organismos que se encuentran de forma natural en el area de
estudio. Estos biomonitores permiten conocer la concentracién acumulada,
asi como los efectos provocados por los contaminantes a largo plazo.

2) Activos: organismos que se llevan (trasplantan) al drea de estudio desde
otros sitios, permanecen alli durante un periodo especifico de tiempo y bajo
condiciones determinadas. Esta modalidad es util para conocer la
velocidad de respuesta del biomonitor a los cambios en su entorno

(acumulacién, adaptacion, etc.).

2.2.2. Clasificacién de los organismos biomonitores por su respuesta

Para Markert (2007), los biomonitores pueden ser clasificados de acuerdo a la

manera en que responden a la presencia de los contaminantes:

1) Indicadores de reaccion: son aquellos que tienen una reaccion sensible a
los contaminantes, por lo que se utilizan especialmente en el estudio de
los efectos de los contaminantes: sobre la composicién de las especies y
sobre su funcionamiento fisiol6gico y ecolégico.

2) Indicadores de acumulacién: son aquellos que tienen la capacidad de
acumular uno o varios contaminantes, por lo que son utiles para detectar

la presencia de esos contaminantes y conocer su distribucién.

En ambos tipos de indicadores el dafio se puede cuantificar visualmente
(abundancia relativa, cambios morfolégicos, alteraciones etoldgicas) o a través de
la medicibn de sus respuestas fisioldégico-bioquimicas (acumulacion de
contaminantes, tasa fotosintética, actividad enzimatica, etc.) (Cuadra y Romero
2006). A estas respuestas se les llama biomarcadores (Lijteroff et al., 2009).
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2.3.Biomarcadores

Los biomarcadores se definen como alteraciones celulares, bioquimicas o
moleculares, que son medibles en los sistemas bioldgicos, tales como tejidos,
células o fluidos (Benford et al., 2000). Los biomarcadores se pueden manifestar
como una respuesta a cambios ambientales, entre los que se encuentra la

presencia de contaminantes o cambios en su concentracion.

La toxicidad de los contaminantes se produce cuando su concentracién supera a
la capacidad de tolerancia o adaptacion de las plantas, de manera que
compromete su aptitud para mantenerse saludables. La presencia de
contaminantes en organismos indica un grado de contaminacion ambiental. Sin
embargo, también es necesario conocer los efectos bioldégicos generados por
dichos contaminantes. Por ello, el analisis de biomarcadores es una tendencia
cada vez mas presente en los programas de vigilancia ambiental (Carballeira,
2003).

Los biomarcadores pueden ser empleados como un sistema de alerta temprana
en cada nivel biolégico, ya que proveen informacién acerca de la exposicion, el
efecto téxico y la susceptibilidad de los individuos expuestos (Schitzendibel y
Polle, 2002).

2.3.1. Clasificacion de los biomarcadores

De acuerdo con Gil y Pla (2001) y Mussali-Galante et al. (2013) los biomarcadores
se clasifican en tres grupos: biomarcadores de exposicion, biomarcadores de

susceptibilidad y biomarcadores de respuesta o efecto.

Biomarcadores de exposicion

Un biomarcador de exposicién puede ser un elemento o compuesto exdégeno que
se encuentra en el organismo como respuesta a su exposicion. En el caso de
toxicos acumulativos, la concentracién en el biomonitor puede ser proporcional al

contenido de dicho téxico en el ambiente.
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Los biomarcadores de exposicién se dividen en dos subgrupos: selectivos y no
selectivos. Los selectivos son aquellos que se determinan por una medida directa
del téxico o de sus metabolitos, mientras que los no selectivos se determinan
mediante el uso de indicadores inespecificos que se generan como una respuesta

a la exposicion al toxico.

Biomarcadores de susceptibilidad

Son biomarcadores que sirven para identificar dentro de una poblacién, a los
individuos mas sensibles a un téxico o grupo de téxicos. Pueden ser metabolitos o
marcadores de origen genético que incluyen alteraciones en la estructura
cromosOmica, tales como polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién
(RFLPs, por sus siglas en inglés), el polimorfismo de una actividad enzimatica, etc.

Biomarcadores de respuesta o efecto

Son cambios bioquimicos o genéticos que se presentan en un organismo como

respuesta a la exposicién al toxico.

Los biomarcadores ideales son aquellos que pueden ser detectados al principio de
la exposicidén antes de que los efectos adversos sean irreversibles.

El amplio uso de plantas como biomonitores se debe a que expresan una gama de
respuestas, tales como el aumento de la peroxidacion lipidica, la concentracion del
acido jasmoénico o alteraciones en la actividad de las enzimas antioxidantes, por

mencionar algunas (Pernia et al., 2008).

2.4. Tillandsia spp como biomonitores de la calidad del aire

Tillandsia es un género de epifitas, que han sido ampliamente utilizadas como
bioindicadores y biomonitores de la contaminacion del aire. Estas plantas tienen
estructuras especializadas en las hojas para la absorcion de humedad y nutrientes
disponibles en la atmésfera; estas estructuras también hacen posible la absorcion
de contaminantes atmosféricos (Elias et al., 2008; Pellegrini et al., 2014).

[ 10




Entre las especies mas empleadas de este género se encuentran: Tillandsia
usneoides, Tillandsia capillaris, Tillandsia tricholepis, Tillandsia permutata y
Tillandsia retorta. Las ultimas cuatro especies fueron estudiadas por Wannaz y
Pignata (2006) para analizar la correlacion entre los niveles de metales totales de
la depositacion atmosférica. También Tillandsia caput medusae morren ha sido
utilizada para monitorear metales atmosféricos (Pb, Cu y Cd) e identificar las
fuentes de estos contaminantes (Brighigna et al., 1997).

Bermudez y Pignata (2011) compraron la capacidad de bioacumulacion de
metales en tres especies de Tillandsia, y encontraron que dicha capacidad es
mayor en T. recurvata, seguida por T. tricholepis y por ultimo T. capillaris.

2.5. Antecedentes del uso de Tillandsia usneoides como biomonitor

T. usneoides L., ha sido ampliamente empleada como biomonitor debido a que en
diversos estudios se ha observado que sus tejidos pueden reflejar la presencia de
algunos contaminantes atmosféricos (Brighigna et al., 1997; Pignata et al., 2002;
Szczepaniak y Biziuk, 2003; Wannaz y Pignata, 2006). Ademas, su morfologia no
varia estacionalmente, lo que hace posible su empleo como biomonitor durante
todo el afo (Szczepaniak y Biziuk, 2003).

Una de las aplicaciones mas extendidas de T. usneoides ha sido el biomonitoreo
de metales. Se ha reportado que T. usneoides puede acumular los siguientes
elementos quimicos: Al, As, Ba, Br, Ce, Cl, Co, Cu, Fe, K, La, Mg, Sm, Ti, Th, V,
Zn, entre otros (Figueiredo et al., 2001; Martinez-Carrillo et al., 2011; Isaac-Olivé
et al., 2012). Otros investigadores, como Calvario-Rivera (2012), han cuantificado
la medida en que los tejidos de la planta reflejan los contenidos atmosféricos de
Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mn, Na, Ni, Pb, Sr y Zn. Asimismo, se ha estudiado la relacién
entre la acumulacién de esos metales y la produccién de MDA vy clorofilas en el
biomonitor (Calvario-Rivera, 2012). Husk et al. (2004) encontraron que con T.
usneoides es posible conocer la distribucion espacial y temporal de Fe en la

atmésfera, no asi de Ca, Cu, Ky Mg incluidos también en el estudio.
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Ramirez et al. (2008) estudié, mediante un biomonitoreo activo con T. usneoides,
la influencia de la velocidad y direccion del viento en la depositacion del material
particulado que contenia Cu, Fe, Ca y Mg emitidos por una industria minero

metallrgica en Volta Ronda, Brasil.

Por otra parte, Viana et al. (2008) estudiaron la bioacumulacién de metales
presentes en material particulado en T. usneoides, asi como la morfologia de las
particulas suspendidas. Después de 45 dias de exposicidbn encontraron la
siguiente tendencia de acumulacion: Cd<Cr<Pb<Cu<Zn. Con respecto a la
morfologia hallaron que las particulas eran amorfas y que el 80% de ellas tenian

un tamano <10 um.

En 2006, Li et al. (2012) encontraron que T. usneoides es capaz de sobrevivir en

presencia de cesio (Cs) y ademas de acumularlo.

La bioacumulacion de tierras raras como lantano (La), cerio (Ce), neodimio (Nd),
samario (Sm), europio (Eu), terbio (Tb) e iterbio (Yb); también ha sido estudiada
en T. usneoides, y se encontré que el biomonitor no acumulé ninguno de estos

elementos (Figueiredo et al. 2001).

Pyatt et al. (1999) compararon la capacidad de bioacumulacion de T. usneoides L.
y el liquen Parmotrema praesorediosum y encontraron que efectivamente ambas
plantas bioacumulan metales pesados y azufre proveniente de la atmosfera. Con
este estudio pudieron concluir que la capacidad de acumulacién de T. usneoides

L. para ciertos metales (como Mn, Ni y Cd) aumenta con la edad de la planta.

Malm et al. (1998) y Filho et al. (2002) demostraron que T. usneoides también es
capaz de acumular Hg. En el dltimo estudio también encontraron asociacion entre
la cantidad de particulas en la superficie de la planta y la concentracion de Hg en
los tejidos de la misma. Por otra parte, Rodrigues et al. (2004) confirmaron la
acumulacion de Hg en T. usneoides L., bajo condiciones controladas a escala

laboratorio.
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En otros estudios T. usneoides ha sido empleada para investigar la biosintesis de
etileno, ya que no se necesita el suelo para su cultivo (caracteristica importante
para mediciones a largo plazo) y es sensible para medir este gas. Debido a que
posee el metabolismo acido de las crasulaceas (CAM, por sus siglas en inglés), no
requiere de CO, durante el dia y se puede demostrar que la produccion de etileno
es estrictamente dependiente de la luz y no sigue ningun ritmo enddgeno, en

contraste con otras plantas (Bedler et al., 1998).

Otros autores como Channels et al. (2006) han estudiado algunas propiedades de
T. usneoides como su resistividad eléctrica y paramagnetismo. Martin et al. (1981)
evaluaron en T. usneoides los patrones estacionales de crecimiento, las
fluctuaciones de acido en sus tejidos y la asimilacién de "C-CO, y su relacién con
el CAM. De igual forma, Martin et al. (2012) estudiaron las respuestas de la
presion de turgencia de las células epidérmicas y la actividad fotosintética de las
hojas después exponerlas a una elevada humedad.

2.5.1. Caracteristicas fisiolégicas de T. usneoides L.

T. usneoides L. es una angiosperma que pertenece a la familia Bromeliaceae.
Crece desde el sudeste de Estados Unidos hasta Argentina, y se distribuye
ampliamente por América Central y del Sur (Garth, 1964). Crece vegetativamente
en forma de cadena o fronda, formando estructuras colgantes incluso de 6 m de
longitud 0 mas. Su propagaciéon es por medio de semillas o bien por fragmentos
desprendidos de la cadena original. Crece en ausencia de suelo, ya que no posee
raices, y el sustrato de donde adquiere sus nutrientes es el aire. Sus flores son
pequenas y fragantes. Es densamente escamosa y cinérea (ceniza) o ferruginosa

(color pardo).

T. usneoides tiene hojas curvas y filiformes, de 2-7 cm de largo y 1-2 mm de
ancho (Figura 3a), las cuales estan cubiertas por una capa de tricomas casposas,
que dan la apariencia de color gris plateado (Figura 3b, 3c) (Thomas y Lineham,
1986). Posee vainas elipticas, involutas, hasta de 8 mm de largo, laminas
filiformes forma parecida a un hilo (Figura 3d, 3e), de menos de 1 mm de diametro;
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escapo casi ausente; inflorescencia reducida a una sola flor (Figura 3f), bractea
floral ovada, apiculada o caudada, muy escamosa, mas corta que los sépalos;
flores subsésiles; sépalos ovados, agudos, de unos 7 mm de largo,
membranaceos, glabros, cortamente unidos en la base; pétalos angostos, de
aproximadamente 1 cm de largo, de color verde palido (0 a veces azul); estambres
profundamente inclusos, mas largos que el pistilo; capsula hasta de 2.5 cm de
largo, cilindrica, abruptamente terminada en pico corto (Figura 3g ) (Hansford et
al., 1973).

Figura 3. Morfologia de Tillandsia usneoides a) hojas lineares y filiformes, de 2-
7 cm de largo, b) y c) tricomas, d) y e) vainas elipticas, f) flor, g) estambres.
Modificado de Hansford et al., 1973.
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T. usneoides carece de un xilema funcional ya que hay ausencia completa de las
raices, y también por el hecho de que los érganos de absorcién de agua (escamas
o tricomas, las cuales son estructuras especializadas, unicelulares o
multicelulares, con forma de clavo, que forman un escudo en desarrollo horizontal
sobre la superficie de la hoja y un eje vertical que penetra en el mesdfilo), se
encuentran por toda su superficie, con excepcién de algunos de los 6rganos
florales. Cuando T. usneoides se seca, la hoja es de un color gris, debido a que el
aire queda encerrado por las escamas, pero cuando estd humeda, el aire es
sustituido por agua, y se produce un color verde oscuro (Billings, 1904; Wagner et
al., 2004).

2.5.2. Atrapamiento de las particulas de aire y metales pesados por T.
usneoides

Como se ha mencionado, T. usneoides es uno de los biomonitores atmosféricos
mas empleados para determinar metales en la atmdésfera, gracias a su capacidad
para acumular y retener sustancias, incluyendo elementos traza. Al carecer de
raices, unicamente toma los nutrientes y contaminantes de la atmdsfera mediante
los tricomas (Korzekwa et al., 2007). Ademas de la absorcion de nutrientes, los

tricomas de T. usneoides L. realizan otras funciones, como:

1) la proteccion contra la radiacién solar por el aumento de la superficie
reflectante,

2) el blogueo mecanico de los nutrientes minerales y particulas organicas en
las hojas, que luego son transportados dentro de la hoja,

3) la proteccion de los estomas, reduciendo la pérdida de agua por
evaporacion (Papini et al., 2010). Este mecanismo ocasiona que durante el
dia los estomas se cierren y con ello se evita el déficit de agua cuando
existen altas temperaturas (Malm et al., 1998).

La depositacién de contaminantes (o nutrientes) en T. usneoides L. puede ocurrir

por:

1) depositacidén humeda (directamente de la lluvia),
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2) depositacién seca (de polvo trasportado por el viento),

3) depositacién de residuos (por la descomposicion de moléculas organicas de
las hojas y la corteza de las plantas hospederas) y

4) fijacidbn microbiana de N en la filosfera (superficie de las hojas) (Abril y
Bucher, 2009; Furnkranz et al., 2008).

El agua entra en contacto con las hojas y es absorbida por las células periféricas
de la pantalla, pasa a las células centrales, cuyo flujo es a través de las células del
eje subyacente y se distribuye a los tejidos internos a lo largo de un curso
establecido, que se puede comparar al que se sigue en las raices de las plantas
terrestres. Cuando la planta esta seca, los tricomas mantienen sus partes méviles
(escudo) hacia arriba; esto le da a la hoja un color gris claro. Cuando la planta esta
mojada, el escudo desciende adhiriéndose a la superficie de la hoja con lo cual
adquiere su color verde brillante (Scatena y Segecin, 2005; Stefano et al., 2008).

2.6.Relacion entre biomarcadores y contaminantes atmosféricos

Los biomarcadores son capaces de reflejar la intensidad de la contaminacion del
aire y ser empleados como una opcién viable en el control de la contaminacién
atmosférica (Areington et al., 2015). Las pruebas de actividad de las enzimas
antioxidantes fueron los primeros biomarcadores de estrés que se utilizaron para
evaluar condiciones ambientales adversas. Estas enzimas se pueden determinar
en plantas donde los dafios de los contaminantes no son visibles. Ademas de los
biomarcadores enzimaticos como las POD, la SOD, la glutamato deshidrogenasa
y la NR, también se utilizan otros biomarcadores no enziméticos para evaluar el
efecto de los contaminantes atmosféricos, como las proteinas, el 4cido ascorbico y
las clorofilas (Nast et al.,, 1993). Los contaminantes del aire, al igual que los del
suelo o los del agua, pueden danar en primer plano las membranas celulares de
las plantas y de esta manera permitir la entrada y acumulaciéon de sustancias
toxicas, lo que a su vez provoca la expresidbn de ciertos biomarcadores
(CBMAPDT, CIS, DELS, NRC, 1989).
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2.6.1. Peroxidasas (POD)

Las POD estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza. Estas enzimas son
producidas por una diversidad de organismos, incluidas las plantas. Son
oxidorreductasas que catalizan una variedad de reacciones tales como la
reduccion de perdxidos y la oxidacién de una serie de compuestos organicos e
inorganicos. Las POD son proteinas hemo, por lo que contienen Fe®*" vy
protoporfirina IX como grupo prostético (Bansal y Kanwar, 2013).

En las plantas, las POD también participan en otras funciones tales como la
biosintesis de etileno, la defensa contra infecciones, en la curacién de heridas y en
la lignificacién de la pared celular (Mclnnis et al, 2006). Las POD han sido
empleadas como enzimas capaces de dar respuesta ante la presencia de SO, en
el ambiente (Ernst y Peterson, 1994). Khan y Malhotra (1982) encontraron un
incremento en la actividad POD en Pinus banksiana y Betula papyrifera a medida

que los tejidos de ambas especies eran expuestos a SO,

Estudios realizados en Noruega en abetos rojos (Picea abies) senalan que el
aumento de la actividad POD en las agujas dafadas por contaminantes
atmosféricos como el CO, podria atribuirse a los procesos de desintoxicacion que
se realizan en las plantas. Ademas, puede existir una relacion entre un menor
contenido de lignina en las agujas danadas y una mayor actividad POD
(Soukupova et al., 2000).

No solo los gases atmosféricos son capaces de modificar la actividad POD;
Chinmayee et al. (2014) investigaron el efecto de los metales pesados en la
actividad POD en Jatropha curcas. Los ejemplares presentaron una disminucién
de la actividad enzimética cuando las concentraciones de Pb y Cd aumentaron en
los tratamientos (150 mg kg™ y 50 mg kg™, respectivamente). Por otra parte, la
evaluacién de la actividad POD ha sido empleada como biomarcador para la
deteccion de individuos resistentes al SO, en semillas de roble (Quercus petraea
Matt. (lanculescu y Budu, 2008).
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En mayo de 2011, estudios realizados en Picea abies I. karst, Larix decidua, Salix
alba L., Populus tremula y Betula verrucosa Ehrh. comprobaron que los
contaminantes estimulan la actividad de las POD. Compararon la actividad de
estas enzimas en especies que se encontraban bajo la influencia de una zona
contaminada (Calimani y Tarnita, Rumania) y en especies localizadas en un area
control considerada no contaminada (Radauti y Suceava, Rumania) (Viorel et al.,
2013). Varsheney y Varsheney (1985) reportaron un incremento en la actividad de
las POD bajo un variedad de estresores tales como lesiones mecanicas, ataques
por patdgenos y contaminacion ambiental. También encontraron que la respuesta
de la actividad de las POD es diferente de acuerdo con la especie de la planta y la
concentracion de contaminantes. Khan y Malhotra (1982) reportaron que las hojas
de las plantas resistentes pueden también tener una alta actividad de POD.

Nyman (1986) evalué la actividad de las POD en agujas de pino silvestre (Pinus
sylvestris L.), de diferentes edades. El muestreo se realizd en zonas expuestas a
dos fuentes industriales de contaminantes atmosféricos. Se observd que el
incremento en la actividad de estas enzimas se asocia con la edad de la aguja y
con la proximidad a la fuente de emision.

Ghorbanli et al. (2007) estudiaron la actividad POD en Nerium oleander y Robinia
pseudo-acacia, y concluyeron que esta actividad enzimatica tiene un gran
potencial para ser considerada como un biomarcador, ya que fue capaz de reflejar
la calidad del aire ambiental en zonas contaminadas. En el estudio anterior
también encontraron que la actividad POD tiene un comportamiento diferente en
cada especie. La actividad de las POD se incrementd en ambas plantas
localizadas en el sitio contaminado. Sin embargo, solo la actividad en Robinia
pseudoacacia del sitio contaminado fue estadisticamente significativa (p < 0.05),

con respecto a las plantas del grupo control.

En las inmediaciones de un complejo industrial de Cubatao en Sao Paulo, Brasil,
se realizé un estudio de gases atmosféricos (SO, O3 y NOy) con el fin de evaluar
la respuesta de las POD en Tibouchina pulchra Cogn. Los experimentos de campo

incluyeron el muestreo de hojas de arboles maduros en areas con diferente carga
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de contaminacién del aire, asi como la exposicion de arboles jovenes cultivados
en suelos de la regién y un estudio sobre los efectos combinados de suelo
contaminado y la contaminacién atmosférica. En general, la respuesta metabdlica
de los arboles jovenes fue mas acentuada que la de los arboles maduros, y se
observé un claro aumento en la actividad de las POD. Los experimentos
mostraron que incluso Tibouchina pulchra Cogn, una especie considerada
resistente a la contaminaciéon del aire, sufre alteraciones metabdlicas como
respuesta a la contaminacién tanto del aire como del suelo. Aunque la alteracién
de la actividad POD no se relaciond con un tipo de contaminante especifico del
aire, se propuso que la informacion obtenida podria ser utilizada para estimar la
carga total de la contaminacién y cartografiar zonas con diferente calidad del aire
(Klumpp et al., 2003).

2.6.2. Proteinas totales

Las proteinas son importantes macromoléculas que participan en todos los
aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas. Las proteinas son el principal
componente del citoplasma y de todas las enzimas requeridas para los diferentes
procesos fisiolégicos en las plantas. Entre otros procesos, las proteinas estan
involucradas en la catalisis de reacciones bioquimicas (donde participan las
enzimas), el transporte a través de membranas, la estructura celular, la generacién
de energia y el transporte de electrones, solo por mencionar algunos ejemplos. A
pesar de su importancia, comparadas con los animales, las plantas contienen
niveles relativamente bajos de proteinas; esto se debe a que los carbohidratos
estructurales (celulosa) componen la mayor parte de la estructura de las plantas.

Dada la importancia de las proteinas en los diferentes procesos fisiolégicos en los
seres vivos, han sido empleadas como un biomarcador de efecto para evaluar la
presencia de contaminantes atmosféricos. Hamid y Jawai (2009) reportaron una
disminucién en el contenido de proteinas, carbohidratos y clorofila en plantulas de
Glycine max (soya) después de exponerlas a una mezcla de SO, y NO, (2 y 3%,
respectivamente) durante 30 minutos al dia, tres dias a la semana por tres

semanas. Estos investigadores observaron que la disminucién en los contenidos
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de proteinas totales, carbohidratos y clorofila fue mayor cuando se increment6 la
concentracion de los gases.

En liquenes también se ha encontrado que los contaminantes atmosféricos tienen
un efecto negativo en la concentracién de proteinas. Fadila et al. (2012) realizaron
un biomonitoreo activo con Ramalina farinacea en la ciudad argelina de Annaba
durante los anos 2008 y 2009. Encontraron que la proteina total aumentd su
contenido en las muestras trasplantadas en los sitios mas alejados de las fuentes

de contaminacién.

2.6.3. Acido ascorbico

El acido ascorbico es un compuesto sumamente importante para las plantas.
Participa en procesos fisiol6gicos como la fotosintesis y el mantenimiento de la
homeostasis del sistema redox; también es cofactor de diversas enzimas, y es
precursor en la biosintesis de diversos metabolitos primarios y secundarios.
Ademas desempefia un papel protector, por su fuerte poder reductor, contra las
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), que se forman a
partir de procesos fotosintéticos y respiratorios. Todo parece indicar que los
mecanismos de defensa en las plantas pueden causar aumentos de la

concentracion de acido ascoérbico (Herrera-Martinez et al., 2013).

El 4cido ascérbico es un reductor fuerte y activa muchos mecanismos fisiol6gicos
de defensa en las plantas. Su poder reductor es directamente proporcional a su
concentracion. Sin embargo, se hace presente a niveles de pH alcalinos, debido a
gue en estas condiciones se aumenta la eficiencia de conversion de hexosas a
acido ascorbico y esto se relaciona con la tolerancia a la contaminacién

atmosférica.

Mahecha et al. (2013) mencionan que varios estudios han revelado que Ficus
racemosa presenta un alto contenido de acido ascérbico cuando es expuesto a
estrés por contaminantes atmosféricos. Por otra parte, Krishnavenl (2013) realiz
un estudio en la India, cuyo objetivo fue analizar los cambios bioquimicos de

varias plantas, asi como su capacidad de tolerar la contaminacién. Uno de estos
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cambios bioquimicos evaluados fue el contenido de acido ascérbico en Albizia
lebbeck, Albiziz amara, Tridax procumbens, Syzygium cumini, Morinda pubescens,
Delonix elata, Annona squamosa, Strychnos nuxvomica, Alangium salviifoliumy en
Holarrhena antidy dysenterica. De acuerdo a los resultados, solo se observaron
niveles altos de acido ascorbico en Albizia lebbeck y Albiziz amara, mientras que

el resto de las plantas presentaron niveles bajos.

Agbaire y Akporhonor (2014) estudiaron el efecto de la contaminacion del aire en
algunos parametros fisiolégicos (clorofila, contenido relativo de agua, acido
ascérbico, pH en el extracto de las hojas, azlcares insolubles y contenido prolina)
en plantas que crecian en el entorno de la empresa siderurgica Delta, Ovwian
Aladja, en Nigeria. El estudio se llevd a cabo en dos sitios, uno control y otro
problema, dentro del entorno de la empresa siderurgica. En general, las plantas en
el sitio contaminado mostraron contenidos mas altos de los parametros evaluados,
lo que podria indicar que las plantas hicieron ajustes fisiolégicos para compensar

el estrés ambiental.

Mohammed et al. (2015) realizaron un experimento con plantas de Eruca sativa
Mill, tratadas previamente con &cido ascérbico (0, 50, 100, 200, 300 y 400 mg L),
para evaluar el efecto de algunos contaminantes atmosféricos como Oz, SO, y
NO: en tres lugares cercanos a industrias cementeras en la ciudad de Riyadh,
Arabia Saudita. Durante el experimento se observd que los contaminantes
atmosféricos de los sitios de estudio tuvieron un efecto significativo (p < 0.05) en la
concentracion de minerales en las plantas. Estos minerales se incrementaron de

acuerdo al contenido de acido ascdérbico en las plantas.

2.6.4. Superoxido dismutasas (SOD)

Las SOD son componentes clave del sistema enzimatico de defensa antioxidante
de las plantas. Sin embargo, no se ha establecido la importancia de la SOD
mitocondrial a nivel celular y de toda la planta (Morgan et al., 2008).

El papel de la SOD como sistema de defensa contra la toxicidad del SO, fue
investigado por Tanaka y Sugahara (1980) utilizando hojas de 4lamo y espinacas.
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Durante este estudio la actividad de la SOD en hojas de alamo se increment6 por
el efecto de la fumigacién con 0.1 ppm de SO; esta respuesta fue mas evidente
en las hojas jévenes. También reportaron que el aumento de la actividad SOD es
inhibida por la presencia de cianuro. Las hojas de alamo que presentaron alta
actividad de SOD inducida con la fumigacién de SO, también mostraron mas
resistencia a una concentracion 20 veces mas alta de SO, (2.0 ppm) que las hojas
tomadas como control. Estos hallazgos sugieren que la toxicidad del SO, es en
parte debido a la super oxidaciéon del radical (O2) y que SOD participa en el
mecanismo de defensa contra este gas atmosférico y juega un rol importante en la

proteccidon de células vivas contra la toxicidad de algunos contaminantes.

Pereira et al. (2005) evaluaron los efectos del fluoruro en las hojas de Salvinia
auriculata Aubl. El experimento se llevo a cabo bajo condiciones controladas: las
plantas se sometieron a una lluvia simulada que contenia KF en concentraciones
de 0, 13, 26 y 39 mM durante cinco dias consecutivos. Los resultados mostraron la
aparicién de cambios morfologicos, que incluyeron el desarrollo de lesiones en los
tricomas y la cara axial del limbo de la hoja. Las alteraciones en la actividad de la
POD, polifenoloxidasa, SOD, catalasa y otros enzimas indican la ocurrencia de
danos oxidativos en respuesta al fluoruro. Las alteraciones en la concentracion de
pigmentos como las clorofilas a y b, carotenoides y antocianinas, también fueron
indicativos de estrés oxidativo, provocados por el fluoruro presente en la lluvia
simulada. Por otra parte, existen estudios realizados en otras especies de plantas
donde no se muestra una respuesta de los contaminantes atmosféricos ante este
biomarcador. Li (2003) evalué la variabilidad estacional y espacial durante un ano
de la actividad de la SOD en hojas de Ficus microcarpa en ocho sitios de
muestreo en el area metropolitana de Taipei y en un sitio de referencia en el area
rural. El patrén espacial de la actividad SOD en hojas de higuera no mostré
diferencias significativas entre las zonas interiores y exteriores de la zona
metropolitana de Taipei. De igual manera, Mutlu et al. (2009) estudiaron el efecto
de polvo de cemento sobre la diversidad y la actividad de las enzimas
antioxidantes de las plantas que crecen alrededor de una fabrica de cemento. Se
identificaron treinta y seis especies de plantas a una distancia de 2000 m de la
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zona exterior de una fabrica de cemento (Askale-Erzurum, Turquia). De estas,
sOlo 12 de estas especies se encontraron dentro de 0-100 m (zona con polvo
denso) de la fabrica de cemento. Con el fin de evaluar las respuestas
antioxidantes de estas 12 especies, se determind la actividad de la SOD y se
encontré que la actividad fue alta en solo tres especies (Medicago varia, Isatis
candolleana y Astragalus christianus); en el resto de las plantas los niveles de la
actividad de la enzima fueron bajos.

2.6.5. Nitrato reductasa (NR)

La NR es una metaloflavoproteina inducible, la cual cataliza la reduccién de nitrato
a nitrito, y la fuente de nitrato pueden ser los 6xidos de nitrégeno presentes en la
atmésfera. Estudios realizados en plantas han encontrado que la induccion de la
actividad NR se debe a la presencia de NO, atmosférico (Alekhina et al., 2000).

Hay dos tipos de compartimentos para el nitrato en los tejidos de la planta: el
compartimiento de almacenamiento (StP) y el compartimento metabdlico (MP), y
solo el nitrato del compartimento metabdlico (citosol) funciona como sustrato de la
NR. La actividad de la NR aumenta cuando la carga de contaminantes del aire es
alta y esto puede deberse a una mayor disponibilidad de nitrato en el
compartimento metabdlico de las plantas (Alekhina et al., 2000).

Las investigaciones de la actividad NR en los tejidos verdes de Brachythecium
rutabulum (Hedw.) Schimp. y Atrichum undulatum (Hedw.) P. Beauv., en dos
localidades (una area con alta contaminacion situada en la Alta Silesia y el sitio
control, Blonia City Park en Bielsko-Biala, situadas al sur de Polonia) mostraron en
ambas especies una alta actividad de la enzima. La actividad NR para B.
rutabulum varié entre 99 a 9093 nmol g' de masa secahora de nitrito y de 265-
5135 nmol g"' de masa secahora de nitrito para A. undulatum. En el sitio control
los resultados variaron entre 747 a 1077 para B. rutabulumy 171-518 nmol g de
masa secahora nitrito sintetizado para A. undulatum, respectivamente. Las
diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0.05), solo entre las dos
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especies, pero no entre los habitats debido probablemente a la alta dispersién y a
la pequena cantidad de repeticiones (Krywult et al., 2013).

2.6.6. Clorofila

La clorofila es el pigmento de color verde presente en plantas y algas, y es el
elemento basico para la transformacion de la energia del sol en el proceso de la
fotosintesis.

Existe evidencia de que los contaminantes atmosféricos, como NOx, SH, SO, Os,
hidrocarburos y metales entre otros; pueden afectar la actividad fotosintética de
algas, musgos y plantas. Lo anterior ha sido confirmado por investigadores como
Otero-Paternina et al. (2013) en el alga Chlorella vulgaris por efecto del
fenantreno; Casierra-Posada y Proveda (2005) en Fragaria sp. cv. Camarosa
(fresa) por la accion de Mn y Zn, e Yllanes (1994) en plantas de Zea mays (maiz)
expuestas a Pb. Por ello, la concentracién de clorofilas (ay b) es empleada como

un biomarcador de contaminacion.

Fidalgo et al. (2005) realizaron la evaluacion de ciertas plantas vasculares como
biomonitores de la contaminacién atmosférica por SO. en los entornos urbanos de
Madrid. Encontraron que una concentracidén elevada de SO, puede producir una
modificacién en la unién clorofila-Mg, lo que a su vez ocasiona un desplazamiento

de las longitudes de onda maximas caracteristicas de la clorofila a.

Por otra parte, los contaminantes atmosféricos aumentan la permeabilidad celular
al danar la integridad de la membrana, lo que trae como consecuencia el cierre de
estomas (Verma y Chandra, 2014). Cuando esto sucede hay una acumulacién de
CO: en las cavidades subestomaticas, lo que ocasiona una disminucién en la
fotosintesis, y esto a su vez conduce finalmente a la disminucién del contenido de

clorofila total, agua, y acido ascérbico (Setter et al., 1980).

La superficie foliar de las plantas estd expuesta continuamente a la atmésfera
circundante y por lo tanto es el principal receptor de particulas de polvo. Este

rasgo fisico se utiliza para determinar el nivel de material particulado en los
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alrededores, asi como la capacidad de las especies de plantas individuales para
interceptarlo y lidiar con él. Thawale et al. (2011) menciona que la depositaciéon de
polvo sobre la cuticula de las hojas reduce la intensidad de la luz incidente debido
a la penetracion de particulas en la cera epicuticular Esto dificulta la fotosintesis, y
puede conducir a una acumulacion de CO. en las cavidades subestomaticas y el

cierre de estomas.

De igual manera, Kumar et al. (2015) estudiaron la depositacién de polvo en
especies vegetales cercanas a las autopistas y la respuesta de la depositacién de
polvo en el aspecto bioquimico de hojas tales como el pH, el contenido relativo de
agua y el contenido total de clorofila. El resultado mostré que la maxima
depositacién de polvo fue en la época de invierno, seguido de las épocas de
verano y de lluvias para todas las especies de plantas. Se observd que la clorofila
total y el contenido relativo de agua fue menor, mientras que el pH del extracto de
hoja se incrementd con el aumento de la carga de polvo. El resultado mostrd una
correlacién negativa entre la depositacién de polvo y el contenido relativo de agua,
asi como entre el contenido de clorofila total y el pH.

La relacién entre las clorofilas a y b también se ha empleado como indicador de
alteraciéon de la actividad fotosintética, toda vez que la clorofila b, ademas de ser
un pigmento accesorio que aumenta el espectro de absorcién de luz, también
protege a la clorofila a de la oxidacién (Shafiqur et al., 2000). Esta oxidacién la
pueden causar diversos factores, como el exceso de irradiacion solar o algunos

contaminantes formadores de ROS (Huff, 1982).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El corredor industrial Tula-Vito-Apasco es un polo importante de desarrollo
econdémico en el estado de Hidalgo, en donde se concentran diversas actividades
industriales, como la explotacion y aprovechamiento de materiales pétreos, la
generacion de energia eléctrica a partir de la quema de combustible, la refinacién
de petréleo, asi como actividades agricolas de riego y temporal, entre otras.
Debido a la gran cantidad de emisiones contaminantes que generan estas
actividades, la regién Tula-Tepeji ha sido catalogada como zona critica por la
legislacion mexicana (NOM-085-SEMARNAT-1994).

De acuerdo con el Inventario de Emisiones de 2005 publicado por la autoridad
ambiental federal, los sectores industriales de alimentos, la generacién de energia,
hierro, acero, cemento, cal y petréleo generaron mas del 90% de las emisiones
nacionales anuales de PMyo, PM5, SO,, CO, NOx y NH3. En el mismo afo, en la
region de Tula-Tepeji se emitieron 272 kt por afo (ktpa) de SO,, 35.5 ktpa de
material particulado (PM) y 30.8 kipa de NOx (Melgar-Paniagua et al., 2012).

De las emisiones producidas en la region Tula-Tepeji, el SO, representa el
78.54%, los NOx 11.20%, las PMi 10.25% y el resto corresponde a hidrocarburos
(>1%). De acuerdo con el analisis de las emisiones totales por municipio, el 97%
de los contaminantes criterio que se emiten en la regidén Tula-Tepeji se genera en
industrias ubicadas en el corredor industria de Atitalaquia (SEMARNAT, 2009).
Con base en esta informacion, las principales fuentes de contaminacién
atmosférica en esta region son: la refineria “Miguel Hidalgo”, la termoeléctrica
“Francisco Pérez Rios”, la zona industrial de Atitalaquia, las fabricas de colorantes
y las diferentes granjas de ganado porcino.

Hasta el momento no se cuenta con informacion acerca de los efectos que pueden
producir estos contaminantes sobre los seres vivos en las concentraciones que se
presentan en los sitios de la regién Tula-Tepeji, donde se depositan
mayoritariamente. Por lo que en este trabajo se investigara la relacion entre ciertos
contaminantes y algunos parametros biolégicos en Tillandsia usneoides L., como

respuesta a las emisiones generadas en la Region Tula-Tepeji.
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4. JUSTIFICACION

En estudios previos se ha comprobado que Tillandsia usneoides es un buen
biomonitor para algunos elementos quimicos y otros contaminantes, como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos. Ahora, en este trabajo, se pretende estudiar
cémo se comportan en T. usneoides los biomarcadores de efecto: SOD, POD, NR
proteinas totales, acido ascorbico y clorofilas en funciéon de la concentracion de
ciertos elementos quimicos (Ca, Zn, Fe, Cu, Ni, Mg, Mn, Pb y Cr) y gases
atmosféricos (SO, y NOy) y si existe correlacion entre alguno de estos

biomarcadores con un contaminante especifico.

[ 27




5. OBJETIVOS

Identificar, mediante biomonitoreo activo y monitoreo fisico, los biomarcadores de

efecto que se correlacionan con la presencia de gases y elementos quimicos

atmosféricos en la regidn industrial de Tula-Tepeji, Hidalgo.

5.1.Objetivos especificos

Seleccionar mediante una revisién bibliografica los sitios de estudio: sitio
receptor y sitio control, para comparar el comportamiento de los
biomarcadores de efecto.

Evaluar la calidad del aire en funcién de los contaminantes criterio: NO2 y SO,
PM;io y Pb en los sitios de estudio y correlacionarla con la expresién de los
biomarcadores de efecto mediante biomonitoreo usando Tillandsia usneoides.

Identificar, de los metales estudiados, cuales se comportan como
biomarcadores de exposicion en Tillandsia usneoides L. y conocer
estadisticamente qué relacién guardan con respecto a la expresion de los
biomarcadores de efecto.
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6. METODOLOGIA

6.1.Diseno experimental

Inicialmente se planted realizar un Unico experimento de un afio de duracion, para
estudiar el comportamiento de los biomarcadores de efecto en funcion de la
variabilidad temporal de los contaminantes y de las condiciones meteoroldgicas.
Sin embargo, debido a algunos inconvenientes técnicos que se presentaron con el
equipo de medicion de gases y a problemas de supervivencia del biomonitor, la

investigacion se dividié en dos experimentos.

Para llevar a cabo los experimentos se trabajé con cuatro sitios de estudio como

se comenta a continuacion.

6.2.Sitios de estudio

Las caracteristicas y criterios de selecciéon de cada uno de los sitios de estudio
se detallan a continuacion.

6.2.1. Sitio basal

Fue el lugar donde se colectaron los ejemplares de T. usneoides que se
emplearon en los experimentos. Las plantas se encontraban creciendo sobre
arboles de mezquite (Prosopis grandulosa) (Figura 4).

La localidad de Bella Vista, municipio de Tlanalapa, Hgo., se escogié como sitio
basal por ser una zona rural sin actividad industrial. Se localiza fuera de los 25 km
del area de influencia de la pluma de dispersién de contaminantes del sitio emisor
(Figura 5). Bella Vista se ubica al sur del estado de Hidalgo (20°59'28.86” N,
98°58'29.00” O), cuenta con 297 habitantes y se encuentra a 2460 metros de
altitud. Colinda al norte con Singuilucan y Zempoala, al sur con el Estado de
México y el Municipio de Tepeapulco; al este con Tepeapulco, y al oeste con el

Estado de México y Zempoala.

El clima es templado-frio, con una temperatura media anual de 14.1°C y una
precipitacion pluvial de 490 milimetros anuales repartidos en los meses de marzo
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a septiembre. (http://mexico.pueblosamerica.com/i/bella-vista-24/; http://intranet.e-
hidalgo.gob.mx/enciclomuni/municipios/13072a.htm).

. -
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Figura 4. Hospederos (arboles de mezquite, Prosopis glandulosa) de los
cuales se recolectaron las plantas para los experimentos.

6.2.2. Sitio emisor

Fue el corredor industrial Tula-Vito-Apasco (TVA), donde se ubican tres parques
industriales: el de Tula, Tepeji y Atitalaquia, que albergan las industrias que
generan mas del 90% de las emisiones de PMyq, PM25, SO,, CO, NOx y NH3 en el
estado de Hidalgo: la Refineria Miguel Hidalgo, las centrales termoeléctricas
Francisco Pérez Rios y Ciclo Combinado de Tula y empresas cementeras y
caleras (SEMARNAT, 2009; Figura 5).

6.2.3. Sitio receptor

El municipio de Tlaxcoapan, Hgo., se eligié como sitio receptor de alta exposicién
por encontrarse a 7 km lineales al noreste del corredor industrial TVA, (Figura 5) lo
que lo ubica dentro del radio de 25 km la pluma de contaminantes (Anexo 1,
Figura 35y 36) (De Foy et al., 2007; Rivera et al., 2009).

Tlaxcoapan, Hgo., se localiza en las coordenadas geograficas, latitud norte de
20°05’43” y en longitud oeste 99°13'12”, a 2060 msnm. Colinda al norte con los
Municipios de Tezontepec de Aldama y Tlahuelilpan; al este con Tetepango, al sur
con Atitalaquia y al oeste con Tula de Allende. Posee una superficie semiplana,
con uso de suelo primordialmente agricola. La temperatura media anual es de
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17°C, la precipitacion pluvial total asciende en promedio a 850 milimetros por afo,
y el periodo de lluvias es de mayo a junio (Gobierno del estado de Hidalgo, 2014).

6.2.4. Sitio control.

Se requeria de un lugar con caracteristicas climaticas similares a las del sitio
receptor, pero no afectado por los contaminantes provenientes del corredor
industrial TVA. ElI municipio de Actopan, Hgo. (Figura 5) se escogié como sitio
control por encontrarse fuera del &rea de influencia de la pluma contaminante;
cuenta con poco desarrollo urbano, circulacion automovilistica escasa y no
presenta actividad industrial. Actopan se localiza a 35 y 42 km lineales al sureste
de Tlaxcoapan 'y del corredor industrial TVA, respectivamente
(http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM13hidalgo/municipios/13003a.ht

ml).

Actopan, Hgo. esta ubicado en las coordenadas geograficas 20° 16’ 12” de latitud
norte y 98° 57’ 42” de longitud oeste, a 2620 msnm. Colinda con Santiago de
Anaya al Norte; en su extremo Nororiental con Metztitldn; al Oriente, con
Atotonilco el Grande; hacia el Sureste se ubica Mineral del Chico, a lo largo de la
parte Sur se encuentran El Arenal y San Agustin Tlaxiaca y sobre el Poniente,
esta localizado el municipio de San Salvador.

La temperatura promedio mensual es de 16.8°C. La precipitacion anual es de
463.3 mm, la cual se reparte principalmente entre los meses de junio a septiembre
y en menor medida en febrero y diciembre. En general el clima presente en el
municipio, se puede catalogar como semi-seco y  saludable.
(http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM13hidalgo/municipios/13003a.ht

ml).
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Poligono industrial del sitio emisor
(corredor industrial Tula-Vito-Apasco)

ZONA DE ESTUDIO DE CONTAMINANTES ATMOSFERICOS
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Figura 5. Localizacion geogréfica de los sitios de estudio.
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Experimento 1:

Se colocaron aproximadamente 4 kg de T. usneoides en cada sitio: receptor
(Tlaxcoapan) y control (Actopan) a fin de tener muestra suficiente para colectar
tres muestras semanalmente de 25 g cada una durante doce meses. En la figura 6
se muestra la forma en que fueron expuestas las plantas durante 8 meses (febrero
a octubre de 2012); transcurrido este tiempo las muestras fueron procesadas,
como se describe mas adelante, para analizar los biomarcadores: SOD, POD, NR,
proteinas totales, &acido ascérbico y clorofilas. También se cuantificé la
concentracion de elementos quimicos (Ca, Zn, Fe, Cu, Ni, Mg, Mn, Pb y Cr) como
contaminantes en T. usneoides L. Este experimento concluyd a los ocho meses
debido a que las muestras del biomonitor se deshidrataron y perdieron viabilidad
(Anexo 2, Figura 37a). En este experimento no fue posible medir los gases (NO, y
SO,) debido a que el equipo se averid y su reparacion se prologd mas de seis

meses.

T 3

Figura 6. Forma de exposicion de T. usneoides en Actopan y Tlaxcoapan.

Experimento 2:

Para este experimento se colocd una muestra de 4 kg de T. usneoides (Figura 6),
la cual estuvo expuesta de febrero a junio de 2013, en los sitios receptor y control
(Tlaxcoapan y Actopan, respectivamente). Cada 25 dias se tomaron 3 muestras
homogéneas de 30 g cada una, en las cuales se midieron mismos biomarcadores

y elementos quimicos que en el experimento 1. En esta ocasion si se cuantificaron
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los gases atmosféricos (NO, y SO,) y el material particulado (PM); en este dltimo
también se midié la concentracidén de los elementos cuantificados en el biomonitor.
La duracién del experimento, al igual que la del anterior, la determiné la viabilidad
del biomonitor (Anexo 2, Figura 37b).

6.3.Preparacion de material vegetal

Las plantas colectadas se lavaron con agua de la llave, para quitar el exceso de
particulas de polvo que las cubria y se dejaron secar al aire. Inmediatamente
después se tomé una muestra, se enjuagé con agua destilada, se eliminé el
exceso de agua y por ultimo se analiz6 para determinar los contenidos iniciales
(basales) de los biomarcadores y elementos quimicos bajo estudio. A continuacion
se describen cada uno de los analisis llevados a cabo en las muestras iniciales y

expuestas.

Cabe hacer la aclaraciéon que las muestras una vez colectadas se guardaban en
una bolsa nueva de plastico y se transportaban en una hielera con hielo. Una vez
en el laboratorio, se lavaban con agua destilada, se secaban y se separaban 2 g
de muestra para analizar inmediatamente los biomarcadores de efecto (clorofilas,
proteina total, acido ascorbico y actividades enziméaticas: super 6xido dismutasa,
POD y NR). La porcion restante de muestra se congelaba para analizar
posteriormente los biomarcadores de exposicién (elementos quimicos: Ca, Cu, Cd,
Fe, Mg, Mn, Ni, Pb y Zn).

6.4.Determinacion de los biomarcadores de exposicion: elementos
quimicos
6.4.1. Tratamiento de las muestras de T. usneoides L.

Las muestras se secaron en un horno (Felisa®, E.U.A) a 110°C durante 48 h.
Después se molieron en una licuadora de acero inoxidable y se tamizaron para

trabajar con particulas menores a 250 uym.
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6.4.2. Digestion acida

Se pesaron 0.2 g de la muestra y se colocaron en un vaso de digestion al que se
adicionaron 10 mL de HNO;3; concentrado. La digestion se realiz6 de acuerdo al
protocolo método 3052 (EPA, 2009) utilizando un equipo de microondas (CEM
MarsX, E.U.A). Terminada la digestién de las muestras y después de haberse
enfriado a temperatura ambiente, cada muestra se afor6 a 50 mL con HNO; al 3%

y se guardaron en frascos de plastico, previamente lavados con HNOj al 3%.

6.4.3. Cuantificacion de elementos

La determinacién de los metales se llevé a cabo por medio de espectrofotometria
de absorcién atomica (Varian, Spectra AA-800, Australia). Los elementos
analizados en el biomonitor fueron: Ca, Cu, Cd, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb y Zn, las
concentraciones se expresaron en mg kg' peso seco y se determinaron por
sextuplicado. Los parametros de trabajo utilizados para cada elemento se
describen en la Tabla 1. Para realizar la curva de calibracion se usaron patrones
analiticos de Ca, Cu, Cd, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb y Zn de la marca Merck.

Tabla 1. Parametros de trabajo en el espectrofotometro de absorcion atomica para
cada elemento.

Elemento  Longitudde Concentracion  siit

analizado onda (nm) del estandar Tipo de llama
(ppm) (nm)

Ca 239.9 40 0.2 Aire-C2H..N-O
Cd 228.8 1 0.5 Aire-CgHg.
Cu 324.7 2 0.5 Aire-C,H>
Fe 372.0 10 0.2 Aire-CoHo
Mg 202.6 10 0.1 Aire-C,H>
Mn 279.5 5 0.2 Aire-CoHo
Ni 232.0 1 0.2 Aire-CoH,
Pb 217.0 10 0.1 Aire-CoH,
Zn 213.9 5 1.0 Aire-CoHo
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6.5.Determinacion de biomarcadores de efecto en T. usneoides
6.5.1. Clorofilaayb

La determinacion de clorofila a se realiz6 espectrofotométricamente empleando
acetona como extractante (Menéndez, 2009). Se pesaron 0.2 g de cada muestra,
se cortaron en secciones de aproximadamente 1 cm de largo, se lavaron con agua
destilada, y se sec6 el exceso de agua con papel absorbente. Después, cada
muestra se macerd en un mortero con 10 mL de acetona, evitando el contacto de
la muestra con la luz para disminuir la degradacion de la clorofila. Los extractos
recuperados se almacenaron en frascos de vidrio en total oscuridad dentro del
refrigerador (3°C) durante un dia. Transcurrido este tiempo, el extracto se
centrifugé a 6000 rpm durante 20 min. Se midi6é la absorbancia a 480, 630, 647,
664 y 750 nm usando un espectrofotémetro (Thermo Scientific, Genesys 10 vis,
E.UA).

Las determinaciones se realizaron por sextuplicado. Para la cuantificacion de la
concentracion de la clorofila a y b se utilizd la ecuacién (1 y 2) de Jeffrey y
Humphrey (1975). Los resultados se reportaron en mg kg™

. —_ Vol (L) L,
Clorofila a(mg kg™) = (11.93 * Ages) — (1.93 * Agyy) * s de lamussra ECUACION 1
Clorofila b (mg kg™) = (5.43 * Agey) + (21.03 * Agyy) — (2.66 * Aggg) ¥ —— 2L Ecuacion 2

peso de la muestra

Procedimiento general para la obtencion de extracto vegetal para las
determinaciones de proteinas, y actividades enzimaticas en T. usneoides

Se pesaron 0.2 g de muestra de T. usneoides L., y se maceraron en un mortero
con 6 mL de soluciéon tampén 50 mM de Tris-HCI (pH 7.5). La suspensién se
centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min. El extracto se conservé en un bafo de
hielo para mantener las condiciones ideales (3°C) para cada una de las

determinaciones.
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A continuacién se explica el procedimiento de cada una de las técnicas en las
cuales se empleé el extracto antes obtenido.

6.5.2. Proteinas totales

Para la evaluacion del contenido de proteina, se trasfirieron a un tubo de 500 pL
del extracto obtenido (apartado 6.5) de cada una de las muestras. A cada tubo se
le se le agregaron 500 pL de reactivo de Bradford. Después de 15 minutos se
midié la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific,
Genesys 10 vis, E.U.A) (Bradford, 1976).

Para la obtener la curva de calibracion del método se prepard una solucién stock
con una concentraciéon de 100 mg mL™' de albimina sérica bovina. Se realizaron
las diluciones que se muestran en la tabla 2 en una serie de tubos, y cada dilucién
se realiz6 por triplicado. Una vez agregado el reactivo de Bradford a cada tubo, se
dejé transcurrir 15 minutos y posteriormente se leyé la absorbancia a una longitud
de onda de 595 nm antes de transcurrida una hora.

Los calculos se realizaron usando la ecuacién 3.

Abs—b
520 wol de extracto

Proteina total (ug g~1) = = * F Ecuacion 3

peso de planta

Donde:

Volumen de extracto: 6 mL
F: factor dilucion

b: ordenada al origen

m: pendiente
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Tabla 2. Diluciones para obtener la curva de calibracién del método de Bradford.

Tubo Concentracion Vol. Stock Agua Reactivo de
solucion (ug mL™) (pL) destilada (pL) Bradford

(pL)
0 0 0 500 500
1 2.5 12.5 485 500
2 5 25 470 500
3 7.5 375 455 500
4 10.0 50 440 500

6.5.3. Actividad peroxidasa (POD)

Para determinar la actividad POD, en una celda de 1 cm? se colocaron 820 pL de
solucién de Tris-HCI (pH 7.5) (a 25°C), 50 uL de solucién de guayacol, 100 uL de
extracto del extracto obtenido (apartado 6.5) y 30 uL de solucién de peroxido de
hidrégeno. Enseguida se midié la absorbancia a 436 nm en un espectrofotémetro
(Thermo Scientific, Genesys 10 vis, E.U.A), utilizando como blanco la mezcla
reactiva sin extracto enzimatico (Puter, 1974; Malik y Singh, 1980).

Los caélculos correspondientes se realizaron de acuerdo a la Ecuacion 4

expresando la actividad POD en pmol min g

Abs

— 101, (mL)*F .,
POD (umolmin g~1) = Dinin 2070 Ecuacion 4

eM~1em=1)xb(cm)

Donde:

Volumen de ensayo: 1 mL

F: factor dilucion

€: coeficiente de extincion 6.39 umol
b: distancia de la celda 1 cm

m: pendiente
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6.5.4. Actividad superoxido dismutasa (SOD)

En un tubo se colocaron 0.2 mL de EDTA/cianuro, 0.1 mL de NBT (Nitroazul de
tetrazolio) y 3 mL de buffer (fosfato dibasico y monobasico 0.067 M) ademas de 1
mL de extracto (apartado 6.5). Los tubos fueron incubados durante 10 minutos en
una incubadora a 45°C en cuyo interior se colocé una bombilla fluorescente de 40
W. Transcurrido este tiempo se leyeron las muestras a 560 nm (Sadasivam vy
Manickam, 1996)

La actividad SOD se determin6 de acuerdo a la ecuacion 5 expresando los
resultados en U mg™.

(Af560)~(Ais60)
sobD(U g™ = L Ecuacion

3 de maxima inhibicién+vol.de ensayo

5

Donde:

Afseo: absorbancia después de la exposicion a la bombilla
Aisgo: absorbancia antes de la exposicion a la bombilla

t: tiempo transcurrido de exposicion a la bombilla
Volumen de ensayo: 2 mL

1/2 de maxima inhibicién: 50

6.5.5. Actividad nitrato reductasa (NR)

En un tubo se agregaron 0.5 mL de soluciéon buffer de fosfatos (pH 7.5), 0.2 mL de
solucion nitrato de potasio 0.1 M, 0.4 mL de solucion NADH 2 mM, 0.7 mL de agua
y 0.2 mL de extracto (apartado 6.5). Se empled un blanco con los mismos
reactivos, excepto el extracto, que se sustituy6é con agua (apartado 6.5). Todas las
muestras se incubaron a 30°C durante 15 minutos; la reaccién se terminé con la
adicion de 1 mL de sulfanilamida al 1% y 1 mL del reactivo de naftiletilendiamina al
0.02%. Se esperaron 30 minutos para medir la absorbancia a 540 nm (Sadasivam
y Manickam, 1996).

Se generd una recta de calibracion a partir de la absorbancia de los estandares de
nitrato preparados en el intervalos de 0.00, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00, 2.50, 3.00 mg
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mL" empleando una solucién patrén nitrito de sodio. La actividad se expresa en
umol de NO, min g de planta™ acuerdo a la ecuacién (6):

(Abs—%)*(vol.de ensayo)

NO d tras46 .,
NR(umol de — 2 ) =Rt Ecuacion 6
min g de muestra tiempo de incubacion

Donde:

Abs: absorbancia a 540 nm

b: ordenada al origen

m: pendiente

Volumen de ensayo: 4 mL

Peso de la muestra: 0.200 g
Tiempo de incubacion: 15 min

F: Factor de dilucién del extracto

6.5.6. Acido ascorbico

Para la obtencién del extracto se trituraron 0.2 g de T. usneoides, y se agregaron 6
mL de solucién de acido oxalico al 4%. La mezcla anterior se centrifugd a 6000
rpm durante 15 minutos. Todo el sobrenadante se transfirié a otro tubo al cual se
le afadieron 25 gotas de agua de bromo, agitando constantemente.
Posteriormente se agreg6 acido oxalico al 4% hasta completar un volumen de 10
mL. Se tomaron 50 pL de esta solucién y se trasfirieron a otro tubo, a los cuales se
le adicionaron 950 pL de agua destilada, 1 mL de 2,4 dinitrofenilhidracina al 2% y
dos gotas de tiourea al 2%, y se incub6 a 37°C durante 3 horas. Una vez
transcurrido el tiempo se adicionaron 3 mL de acido sulfurico al 80% a cada tubo y
se ley6 la muestra a 540 nm (Sadasivam y Manickam, 1996).

Los calculos finales se realizaron de acuerdo a la ecuacion (7) para obtener la

concentracion de acido ascorbico en ug g™

vol.aforado

. ( —— L
A : -1\ — vol.de la alicuota
Ac.ascorbico (ug g=") = evo de L musstrarf A Ecuacion 7

Abs—ﬂ)*
m
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En la siguiente tabla (3) se presentan las caracteristicas de la recta de calibracion.

Tabla 3. Diluciones para obtener la recta de calibracién del método de acido

ascorbico.
Tubo Concentracion 2,4 Agua Tiourea al
solucion acido dinitrofenilhidracina  destilada (UL) 2% (gotas)
ascorbico (ug mL™) al 2% (mL)
0 0 1 3000 2
1 75 1 2925 2
2 150 1 8850 2
3 225 1 2775 2
4 300 1 2700 2
5 375 1 2625 2
6 750 1 2250 2
Donde:
b: ordenada al origen
m: pendiente

Volumen de extracto: 6 mL
Volumen aforado: 10 mL
Factor de dilucion: 6 mL

6.6. Monitoreo de NO, y SO,

El monitoreo de gases atmosféricos (NOx y SO,) se realizé con un equipo
Aeroqual (AQM60, Nueva Zelanda). El equipo fue programado para que en lapsos
de dos minutos cuantificara la concentracion de los gases. El equipo opera de
manera automatica, de tal modo que los datos fueron recuperados por medio de la

una computadora.

Debido a que unicamente se contaba con un equipo para el monitoreo de los
gases, la medicion de los mismos se realizé de manera alternada, cada 25, dias

entre Tlaxcoapan (sitio receptor) y Actopan (sitio control) hasta concluir cada

experimento.
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6.7.Monitoreo meteoroldgico

La unidad Aeroqual contaba con un accesorio con el cual se llevd a cabo el
monitoreo meteoroldgico. Para el registro de datos meteorolégicos, como
temperatura, direccién del viento, presién atmosférica y precipitacion, el equipo se
programamd para que en lapsos de cada dos minutos estos datos fueran
registrados. El accesorio fue orientado hacia el Norte, como lo indicaba el manual
de usuario.

6.8. Monitoreo de material particulado del aire

El monitoreo de particulas se llevé a cabo empleando unidades de bajo volumen
(5 L min™"). (minivol, Airmetrics, EU). Antes de cada muestreo se calibré el equipo
a un flujo de 5 L min" con un temporizador Airmetrics. Se emplearon filtros de
policarbonato de 47 mm de diametro con tamafo de poro de 0.4 um (Nucleopore,
modelo 9113022). La seleccién de los filtros se basé en funcion de las siguientes
propiedades: distribucion uniforme de tamafno de poro; superficie lisa, transparente
y delgada; asi como bajo caracter higroscépico.

6.8.1. Tamano de la muestra

Debido a que el objetivo de este estudio no fue realizar la validacion de datos de
PM;, de acuerdo a lo especificado en la NOM-025-SSA1-2014, el tamano de la
muestra se determind de manera no probabilistica, con una frecuencia de una

toma de 24 horas cada seis dias.

6.8.2. Preparacion de los filtros para su uso

Previo a su uso, los filtros se acondicionaron y se estabilizaron durante 48 h bajo
condiciones constantes de humedad relativa y temperatura (47% + 5% y 22°C +
2°C, respectivamente). Se utilizé una fuente alfa de ?'°Po para eliminar la carga
electrostatica de los filtros durante el pesaje.
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6.8.3. Determinacion de la masa de los filtros

Una vez estabilizados, los filtros se pesaron en una balanza (Ohaus-GA 2000) con
una resolucion de 10 ug y se guardaron individualmente en cajas petri de plastico
de 47 mm de didmetro hasta su colocacion en el equipo.

Una vez concluido el periodo de exposicion, los filtros se pesaron nuevamente
para obtener la cantidad de PMy, por gravimetria. La estabilizacién y el pesaje de
los filtros se realizaron en el laboratorio del Dr. Javier Miranda del Instituto de

Fisica de la Universidad Nacional Auténoma de México (IFUNAM).

6.8.4. Digestion de los filtros y cuantificacion de los metales

Cada filtro se colocé en un vaso de digestidn, al cual se le adicionaron 10 mL de
HNO3; concentrado y se realiz6 la digestiéon en un horno de microondas (CEM,
EUA) de acuerdo las condiciones que se muestran en la tabla 4. Terminada la
digestion y después de haberse enfriado a temperatura ambiente, las muestras se
aforaron a 50 mL con HNOj; al 3%. La determinaciéon de los metales se llevo a
cabo utilizando las técnicas de espectrofotometria de absorcion atémica (Varian,
Spectra AA-800, Australia). Los elementos analizados en los filtros fueron: Ca, Cu,
Cd, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb y Zn, las concentraciones fueron expresadas en ng m™.

Tabla 4. Condiciones de trabajo en la digestidén de filtros

Energia Tiempo de Tiempo de
Etapa  Nivel (%) rampa Presion Temperatura  digestién
(W) (min) (psi) (C) (min)
1 400 100 15:00 350 200 15:00

Para realizar la curva de calibracion se usaron patrones analiticos de Ca, Cu, Cd,
Fe, Mg, Mn, Ni, Pb y Zn de la marca Merck. Los parametros de trabajo utilizados
para cada elemento fueron descritos en la Tabla 1.

6.9. Analisis estadistico de los datos

Se realizd un andlisis de correlacion de Pearson para encontrar la posible

asociacién entre las concentraciones de los contaminantes y los parametros
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bioldgicos. También se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, para
comparar los valores promedio obtenidos de cada determinacion en ambos sitios
de estudio. Para los analisis anteriores se emple6 el software SPSS version 19 de
la compania SPSS Inc., Chicago, IL, USA.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1.Metales en T. usneoides

El efecto biolégico de los metales depende de la capacidad que poseen los iones
de cada elemento para formar complejos estables con los compuestos organicos
de la materia viva. lones como Cd?*, Zn?*, Fe?, Fe**, Cu®*, Pb** y Mn?* tienen la
capacidad de formar ligandos. Hay macronutrientes esenciales para todas las
plantas (K, Ca y Mg), nutrientes esenciales o beneficiosos solo para determinadas
especies (Na para haléfitas) y algunos sin funcidon biol6égica conocida (Ba, Cd, Pb,
entre otros). Solo las especies i6nicas danan a las plantas, porque ademas de
interaccionar con los componentes organicos de las mismas, también provocan
una disminucion del potencial osmético del sustrato de crecimiento. A pesar de
que algunos iones (Zn?*, Fe?*, Fe®, Cu®*, Mn?*) son micronutrientes esenciales,
cuando su concentracién es mayor a la requerida pueden causar estrés iénico y
por lo tanto ser toxicos. En este estudio se cuantificd la concentracion de ocho
elementos (Cd, Ni, Pb, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn y Ca) retenidos por el biomonitor T.
usneoides, para determinar si alguno de ellos se correlacionaba con la expresion

de los biomarcadores de efecto estudiados.

7.1.1. Plomo
Experimento 1

En la figura 7a se puede observar que la concentracion inicial de este elemento
fue menor al limite de deteccién y que en ambos sitios de estudio aument6
significativamente (p < 0.05). También es evidente que en Tlaxcoapan fue mucho
mayor la concentracién cuantificada en el biomonitor (73.7 mg kg') que en
Actopan (2.5 mg kg'). Los datos anteriores confirman la utilidad que tiene T.
usneoides como biomonitor de Pb en la atmoésfera, dado el amplio rango de
concentraciones en que lo puede retener. Calvario-Rivera (2012) y Martinez-
Carrillo et al. (2010) encontraron este mismo comportamiento de T. usneoides con

respecto al plomo.
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Experimento 2

En este experimento las concentraciones de plomo en los tejidos de T. usneoides
siguieron tendencias de acumulacion en ambos sitios de estudio. En la figura 7b
se puede observar como a lo largo de la exposicion se presentan aumentos
significativos entre la concentracion inicial y la concentracién consecutiva. La
concentracion inicial fue de 29.01 mg kg’ para ambos sitios; al término del
experimento se cuantificaron 87.95 y 96.91 mg kg en Actopan y Tlaxcoapan,

respectivamente.

120 q
120

100 +
100 I

80
80 1

60
60

Pb (mg Kg'')
Pb (mgkg™)

40 A

(a) (b)

0 T 0
Co Cf cf’ Co Marzo Abril Mayo Junio

Figura 7. Concentracibn de Pb en el biomonitor. a) Experimento 1. Co:
concentracion inicial, Cf y Cf: concentracion final en Actopan y Tlaxcoapan,
respectivamente; b) Experimento 2. Co: concentracion inicial, [§ Actopan, [}
Tlaxcoapan.

El Pb es un elemento no esencial en los organismos y la forma de obtencién para
las plantas es a través del suelo y de los aerosoles atmosféricos (Odjegba et al.,
2007). T. usneoides tiene la capacidad metabdlica y fisiolégica de acumular este
elemento, como se comprob6 en los experimentos realizados en este estudio y en
los resultados obtenidos por Calvario-Rivera (2012). Los dos experimentos
anteriores confirman que el Pb puede emplearse como biomarcador de exposicién

en T. usneoides.

Dentro de las principales fuentes de plomo atmosférico estan el trafico vehicular,
las plantas generadoras de energia eléctrica y los incineradores de residuos
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(Carballeira y Fernandez, 2002). En el corredor industrial TVA existe considerable

trafico vehicular y dos plantas generadoras de energia.

La presencia de plomo en el ambiente es motivo de diversos estudios alrededor
del mundo, ya que genera alteraciones en el ambiente donde se encuentra
presente. Para algunos lugares y en el caso de esta investigacion, su procedencia
causa incertidumbre; sin embargo se ha demostrado que este elemento es
persistente y que el 90% del plomo presente en el ambiente fue generado en
algin momento por el empleo de gasolina. Por lo tanto, es posible que su
presencia en los tejidos de las plantas se deba a este factor.

Se ha estimado que alrededor de 30% del total de las emisiones de plomo en la
atmésfera en el pais son generadas en la Zona Metropolitana de la Ciudad de
México y que, en promedio, durante la década de los ochenta se liberaron
alrededor de 1500 toneladas cubicas de plomo en la atmésfera de la Ciudad de
México asociadas solo con la combustién de gasolina (Cortez-Lugo et al., 2003).

Para conocer el movimiento de los contaminantes en las zonas aledanas a la
Region Tula-Tepeji, la modelacion de la meteorologia realizada por de De Foy et
al (2007) es util, ya que indica que los vientos en la ZMVM y en la region de Tula
tienen un fuerte patrén diurno que esta super-impuesto en la variacion de escala
sindptica. Bajo condiciones tipicas, existen vientos débiles hacia el Valle de
México desde el norte durante la noche y en las primeras horas de la mafana. En
ese momento, la capa limite de mezclado es sumamente estable, lo cual conlleva
al transporte de la pluma con poco mezclado vertical hacia la ZMVM. Durante el
dia, la capa limite de mezclado aumenta rapidamente debido a la intensa radiacion
solar, lo cual conlleva a mayor dilucién en la vertical. Los campos de viento se
encuentran aun todavia hacia el sur y hacia el este durante la temporada seca del
ano. Por la tarde ocurre un cambio en la direccion del viento en la ZMVM con un
canal de flujo desde el sur creando con ello una zona de convergencia que se
desplaza hacia el norte (hacia la region Tula-Tepeji) a través de la ciudad de

México. Este cambio en la direccion del viento transporta la pluma urbana hacia el
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noreste. En Tula, la pluma también es transportada hacia el este por la tarde antes
del regreso de los vientos débiles de la cuenca por la noche (INE, 2009).

7.1.2. Cobre

Experimento 1

La concentracién inicial de cobre fue de 52.5 mg kg™, y al final, en Actopan fue
ligeramente superior (55.08 mg kg') a diferencia de Tlaxcoapan donde hubo un
aumento significativo con respecto a las dos concentraciones anteriores (324.18
mg kg, p < 0.05) (Figura 8a). Al igual que en el caso del Pb, es evidente que T.

usneoides retiene Cu en un amplio rango de concentraciones.

Experimento 2

Las concentraciones de Cu en el biomonitor fueron muy variables, lo que puede
entenderse por ser un micronutriente con diversas funciones bioldgicas. La
concentracién promedio en Actopan fue de 98 mg kg™, mientras que la mayor fue
de 328.7 mg kg' y se presentdé en mayo, ambas concentraciones fueron
significativamente mayores a la inicial (p < 0.05). En Tlaxcoapan, la mayor
concentracién de cobre se presenté en junio (308.12 mg kg™") y la concentracién
promedio fue de 171.69 mg kg™, esta Ultima fue significativamente mayor a la

correspondiente en Actopan y también a la inicial (p < 0.05) (Figura 8b).

El cobre proviene de zonas urbanas debido a las emisiones de vehiculos, la
abrasion de neumaticos, las pastillas de frenos (Querol et al., 2008), también
forma parte de las emisiones de algunas industrias y de las zonas agricolas por el
empleo de pesticidas. Esta ultima fuente es importante en la zona de estudio, ya
gue esta regién es una importante zona agricola (Martinez-Carrillo et al., 2010), en
donde se utilizan cantidades considerables de pesticidas para el control de plagas.
Las plantas usan el cobre en diferentes procesos metabdlicos como el crecimiento
y la produccién de pigmentos. El cobre también actua como cofactor de muchas
enzimas como la Cu/Zn SOD (Yruela, 2005).
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Figura 8. Concentracion de Cu en el biomonitor. a) Experimento 1. Co:
concentracion inicial, Cf y Cf: concentracion final en Actopan y Tlaxcoapan,
respectivamente; b) Experimento 2. Co: concentracion inicial, | Actopan, |}
Tlaxcoapan.

El cobre es un micronutriente esencial para las plantas, pero se convierte en un
metal toxico cuando se encuentra en los tejidos en concentraciones mas altas a
las necesarias para el crecimiento vegetal (= 30 mg kg™). El cobre es capaz de
promover la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), en forma
enzimatica y no enzimatica, las cuales pueden causar la oxidacion de proteinas y
lipidos, alterar la integridad de las membranas, la fotosintesis, el crecimiento e
inducir la muerte celular. Entre los mecanismos bioquimicos de defensa que se
inducen en respuesta al dafo oxidativo causado por cobre esta el incremento de
las actividades de enzimas antioxidantes tales como catalasa, SOD, glutatién
reductasa, ascorbato y guayacol peroxidasas (Ledén y Sepulveda-Jiménez, 2012).
En los suelos de los sitios agricolas de la region Tula-Tepeji también se ha
encontrado este elemento, y se ha relacionado con la concentracién en los cultivos
incluso en concentraciones mayores que las que habitualmente esta presente en
un cultivo (Acosta, 2007). La presencia de este elemento puede deberse a la
remocion de las particulas del suelo hacia la atmoésfera, las cuales pueden

depositarse en el biomonitor.
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7.1.3. Manganeso

Experimento 1

En este experimento se observd una ligera disminucion de la concentracion de
manganeso en Actopan (589.10 mg kg”') y Tlaxcoapan (595.40 mg kg') con
respecto a la concentracién inicial (609.26 mg kg™'). No se presenté una diferencia
significativa (p < 0.05) en la concentracion de este elemento después del periodo

de exposicidn en ninguno de los sitios de estudio (Figura 9a).

Experimento 2

Las concentraciones de manganeso a lo largo de la exposicion se mantuvieron en
un rango de 108.30 a 172.51 mg kg™ en ambos sitios de estudio. Solo en Actopan,
se mostrd un aumento significativo (p < 0.05) en el mes de mayo (de 158.9416.77
mg kg™ a 172.51+3.90 mg kg™') (Figura 9b).

El Mn es un micronutriente importante para las plantas; es un componente
estructural de las proteinas del Fotosistema Il y de un importante antioxidante
como la SOD, que protege la estructura de las células de las plantas mediante la
desactivacion de los radicales libres que son capaces de destruir tejido de la
planta (Roholla et al., 2011). La acumulaciéon del manganeso en las plantas tiende
a disminuir por la asimilacion del magnesio y calcio en el organismo (Roholla et al.,

2011), los cuales fueron mayoritarios en los tejidos del biomonitor.

Las concentraciones de Mn excesivas en los tejidos vegetales pueden alterar
diversos procesos, tales como la actividad enzimatica, la absorcion, la
translocacién y la utilizacién de otros elementos minerales (Ca, Mg, Fe y P), lo que
causa estrés oxidativo. El umbral de lesion Mn, asi como la tolerancia a un exceso
de este metal, es altamente dependiente de las especies de plantas y cultivares o
genotipos dentro de una especie. Como un cofactor de la SOD, el manganeso
participa en la defensa de la planta contra el estrés oxidativo producido por niveles
elevados de formas activadas de los radicales de oxigeno libres y especies
reactivas de oxigeno, que son perjudiciales para las plantas. Se ha propuesto que
el Mn puede actuar como un eliminador de superéxido (O%) y peréxido de
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hidrogeno (H20). Sin embargo, este mecanismo todavia no esta claro (Millaleo et
al., 2010).
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Figura 9. Concentracion de Mn en el biomonitor. a) Experimento 1. Co:
concentracion inicial, Cf y Cf: concentracion final en Actopan y Tlaxcoapan,
respectivamente; b) Experimento 2. Co: concentracion inicial, lj Actopan,
P Tlaxcoapan.

Después de la exposicion de ocho semanas la muestras de T. usneoides fueron
recogidas (incluyeron un grupo control y 10 sitios con trafico vehicular y
establecimiento industrial) para determinar su composicion elemental. Figueiredo
(2007) y su equipo de investigacion encontraron concentraciones de Mn en el sitio
control de 244+8 mg kg' y un rango de 153+5 a 233%7 mg kg'. Estas
concentraciones son muy similares a las encontradas en ambos sitios de estudio y

en ambos experimentos.

7.1.4. Zinc

Experimento 1

Durante este experimento el biomonitor presentd concentraciones de 36.73+3.55
mg-kg” y 85.79+3.32 mg-kg” en Actopan y Tlaxcoapan, respectivamente. Para
Tlaxcoapan esta concentracién es significativamente mayor con respecto a la

concentracion al inicio del biomonitoreo (28.13+0.83 mg-kg™') (Figura 10a).

Experimento 2

En ambos sitios de estudio este elemento se encontré en mayor concentracion

después del mes de abril. En el sitio Actopan la mayor concentraciéon fue de
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318.30+14.41 mg kg y de 303.58+4.47 mg kg en Tlaxcoapan. El promedio en
Actopan fue de 164.39 +90.78 mg kg™ y el del sitio Tlaxcoapan de 178.85+71.34
mg kg™ (Figura 10b).

La presencia de este metal en la regidon industrial de Tula-Tepeji puede atribuirse a
emisiones por vehiculos de motor e industrias de fundicién metélica. Ademas de
que se encuentra principalmente en las areas de mayor desarrollo de la
agricultura, es un elemento requerido para diversas funciones enzimaticas en las
plantas. Una baja concentracién de este elemento puede atribuirse al antagonismo

gue existe con el hierro (Sanchez, 2005).
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Figura 10. Concentracién de Zn en el biomonitor. a) Experimento 1. Co:
concentracion inicial, Cf y Cf: concentracion final en Actopan y Tlaxcoapan,
respectivamente; b) Experimento 2. Co: concentracion inicial, l Actopan, l
Tlaxcoapan.

Pellegrini et al. (2014) evaluaron la capacidad que tiene T. usneoides para
acumular elementos como: Al, As, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni, Pb, Sb, Sr, V y Zn. Estos autores encontraron que el zinc fue uno de
los elementos mayoritarios en las zonas urbanas y suburbanas. Dentro de su
experimentacién, consideraron evaluar los metales lavando la muestra obtenida y
también a analizarla sin este procedimiento, obteniendo concentraciones de
144+41 mg kg'y 155+46 mg kg’ respectivamente. También se obtuvo que en el
sitio de estudio denominado industrial, la concentracion promedio de zinc fue de
167+22 mg kg y en el sitio rural fue de 101+12 mg kg™”'. Estas concentraciones
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son similares a las que se presentan en este trabajo en los dos diferentes

experimentos.

7.1.5. Magnesio

Experimento 1

La concentracion de magnesio de la planta es significativamente mayor al final de
la exposicién en ambos sitios. Metales pesados como el magnesio son de facil
absorcién para las plantas y su influencia incluye también alteraciones como la

competencia con otros nutrientes (Hecht et al., 1987) (Figura 11a).

Experimento 2

Aparte del calcio, la concentracion de magnesio fue una de las més elevadas con
respecto al resto de los elementos estudiados. En ambos sitios el magnesio
presentd concentraciones similares a lo largo de la exposicion; sin embargo cabe
resaltar que en Actopan la mayor concentracién de magnesio se mostr6 en el mes
de junio, esta concentracién equivale al 9.86% mas, que al estado inicial y en
Tlaxcoapan este aumento fue de 10.67% con respecto al estado inicial (Figura
11b).

En las plantas, el magnesio es constituyente esencial de la clorofila, un activador
de mas de 300 enzimas (Bose et al., 2011). Desempefia un papel importante en
los procesos fisiolégicos y bioquimicos que afectan el desarrollo y crecimiento de
las plantas. Aun cuando este elemento es parte esencial de la fotosintesis,
cantidades excedentes de magnesio en la planta podrian inhibir este proceso y el
crecimiento, particularmente durante la deshidratacién de la planta. La deficiencia
de magnesio también afecta la exportacion de los carbohidratos, presumiblemente
debido a la inhibicién de la Mg®proton-ATPasa.

[ 53




10000
10000

8000 -
8000 = -

6000 -
6000

Mg(mg Kg'')

4000 -

Mg (mg Kg™)

4000

2000 1 2000

[ ] (@) (b)

0
Co Cf Cf Co Marzo Abril Mayo Junio

Figura 11. Concentracion de Mg en el biomonitor. a) Experimento 1. Co:
concentracion inicial, Cf y Cf: concentracion final en Actopan y Tlaxcoapan,

0

respectivamente; b) Experimento 2. Co: concentracion inicial, Actopan, l
Tlaxcoapan.
7.1.6. Calcio

Experimento 1

El calcio es un nutriente esencial para las plantas. Es necesario para varias
funciones estructurales de la pared celular y las membranas, y es un mensajero
intracelular en la coordinacion de las respuestas a las numerosas sefales de

desarrollo y estrés ambiental.

El calcio es el elemento que mayor acumulacién tuvo en el biomonitor (Figura 8),
en Tlaxcoapan mostré una acumulacion 3 veces mayor a la del estado inicial;
también presenta una diferencia significativa entre Co y los sitios de exposicién, y
entre el sitio control y el sitio problema. Esta acumulacion elevada puede deberse
a que la planta se encontré6 en estrés y la acumulacién de este elemento

contribuyd a disminuir su impacto a nivel celular (Figura 12a).

Experimento 2

La absorcion del calcio por la planta es pasiva y no requiere una fuente de
energia. El calcio se transporta por la planta principalmente a través del xilema,
junto con el agua. Por lo tanto, la absorcion del calcio, esta directamente

relacionada con la proporcién de transpiraciéon de la planta.
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En este experimento, se observé que la mayor acumulaciéon de este elemento se
presentd en el mes de mayo. En el sitio Actopan, de una concentracion inicial de
504.01+26.3 mg kg aumentd a 2846.59+124.6 mg kg en el mes de mayo, es
decir 5.6 veces mas su concentracién inicial. Por otra parte, en Tlaxcoapan la
concentracion acumulada del biomonitor fue de 504.01+26.3 mg kg' a
6919.18+4.89 mg kg™ 1(3.7 veces mayor al estado inicial y 2.5 veces mayor que
en Actopan). En ambos sitios el aumento de las concentraciones de calcio fue
significativo (p < 0.05) (Figura 12b).

Calvario-Rivera (2012), también realiz6 un biomonitoreo activo con T. usneoides
en Tlaxcoapan, en dos estaciones del afo, y también encontré que la planta tiene
la capacidad de acumular calcio en sus tejidos. Las concentraciones de calcio en
la época de estiaje fueron de 17705+1958 mg kg'y en la época de lluvia de
4122+261 mg kg™ este Gltimo valor es similar a la concentracién que se obtuvo en
este estudio.

El calcio es muy abundante en el entorno natural en el que crecen la mayoria de
las plantas, y estas lo toman para producir cristales de oxalato de calcio, elemento
necesario para su crecimiento y desarrollo. El calcio es un componente estructural
de las paredes celulares ademas de que es un activador en varias vias fisiolégicas
y de desarrollo. La mayoria de las plantas, a diferencia de los animales, no tienen
sistemas excretores bien desarrollados para eliminar el exceso de calcio. En
cambio, las plantas superiores regulan la distribucién de calcio dentro de las
células. La pared celular y la vacuola representan grandes sumideros de calcio en
las plantas (Kinzel, 1989). Ya que T. usneoides es considerada una planta
superior, tiene por lo tanto la capacidad de almacenar grandes cantidades de Ca
presente en la atmosfera de los sitios de estudio. Existen registros de seis
empresas que explotan el recurso natural denominado caliza (roca compuesta
mayoritariamente por carbonato de calcio (CaCOs3), las estadisticas reportan que
al dia se extraen 21,050 toneladas CaCOj; (Servicio Geologico Mexicano, 2014).
Esta actividad se realiza al aire libre y genera emisiones fugitivas que sobrecargan
al aire de la atmdsfera del elemento Ca.
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Zambrano et al. durante el 2009 realizaron un biomonitoreo pasivo en la regién del
Valle del Mezquital donde los muestreos de T. recurvata como biomonitor
incluyeron la regién Tula-Tepeji. Como resultado obtuvieron que este biomonitor
fue capaz de acumular calcio en sus tejidos, y la concentracion promedio de este
elemento fue de 12556 mg Kg' y un rango de concentracién entre muestras de
2883-46780 mg Kg™'. En este estudio el valor encontrado fue de 3634+ 301 mg Kg
'y 47684197 mg Kg' en Actopan y Tlaxcoapan respectivamente. Las
concentraciones obtenidas en Tlaxcoapan en este estudio se encuentran dentro
del rango que obtuvo Zambrano et al. (2009). Hay que considerar que en este
estudio se realizé un muestreo activo con T. usneoides sin embargo la informacion

no es diferente.
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Figura 12. Concentracion de Ca en el biomonitor a) Experimento 1. Co:
concentracion inicial, Cf y Cf: concentracion final en Actopan y Tlaxcoapan,
respectivamente; b) Experimento 2. Co: concentracidon inicial, Actopan,
Tlaxcoapan.

7.1.7. Hierro
Experimento 1

En este experimento la concentracion inicial de hierro fue de 1014.15£114.15 mg
1

kg .
(1100.86+72.86 mg kg') mientras que en Tlaxcoapan se observé un decremento

Después de la exposicion en Actopan se mostré un ligero aumento

después de la exposicion (921.74+7.18 mg kg'). Estas concentraciones no

representan una diferencia significativa después la exposicion (Figura 13a).
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Experimento 2

En Actopan, durante el segundo experimento, en ambos sitios el hierro presento
una disminucién significativa (p < 0.05). En el sitio Tlaxcoapan, se observé una
disminucién del 15.88% y no fue hasta el mes de junio que se observé un aumento
de 6.45%. Esta concentracion fue la mas alta obtenida en los sitios de estudio
(Figurai3b).

El hierro es un importante constituyente del grupo hemo de enzimas como la
catalasa, citocromo oxidasa y POD, siendo esta ultima una enzima que disminuye
el danfo oxidativo en algunas plantas. Calvario-Rivera (2012) encontrd
concentraciones promedio de 928 + 333 mg kg™ de hierro en T. usneoides en el
mismo sitio de estudio, concentracion similar a la del primer experimento, ya que
en el segundo experimento las concentraciones llegan hasta ser 2.5 veces
mayores. La industrias de cemento y cal asentadas en la region industrial Tula-
Tepeji, son las principales fuentes de emision a las cuales se les atribuye la
presencia de hierro en el material particulado; asi como las industrias fundidoras
de hierro y acero, los vehiculos de motores y la combustién del carbén (Sanchez,

2005), industrias presentes en el area de estudio.
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Figura 13. Concentracibn de Fe en el biomonitor. a) Experimento 1. Co:
concentracion inicial, Cf y Cf: concentracion final en Actopan y Tlaxcoapan,
respectivamente; b) Experimento 2. Co: concentracion inicial, [§ Actopan, |}
Tlaxcoapan.
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7.1.8. Niquel y Cadmio

El cadmio es un elemento no esencial para las plantas, mientras que el niquel es
un micronutriente esencial para las plantas superiores, se requiere en
concentraciones tan bajas que es téxico en exceso (Yang, et al., 1996). Estos
elementos estan presentes en el ambiente ya que son emitidos por fuentes como
la industria minera, las centrales térmicas o bien por la combustién de
hidrocarburos y carbén ademas de las emisiones generadas por los automoviles
(Owega et al., 2003). Se generan también como un subproducto de la mineria,
fundicion y refinacion de minerales de sulfuro de zinc, y en menor grado del sulfuro
de plomo y sulfuro de cobre; incluso las baterias contienen una mezcla de estos
dos elementos.

(http://www.who.int/ifcs/documents/forum/forum5/nmr_cadmium.pdf).

Dentro de la biosfera, el cadmio se transloca por diferentes procesos. Las
principales fuentes de emisiones a la atmésfera a partir de fuentes naturales son
los volcanes, las particulas del suelo suspendidas en el aire, la espuma del mar,
material biogénico y los incendios forestales. Las emisiones totales a la atmdsfera
a partir de fuentes naturales se estiman en alrededor de 150-2,600 toneladas.
(http://www.who.int/ifcs/documents/forums/forum5/nmr_cadmium.pdf).

Se conoce que en algunas plantas la presencia de este elemento en sus tejidos
disminuye significativamente el contenido de clorofila con el aumento de la
concentracion de cadmio, asi como la actividad NR y el contenido de proteinas
(Garg et al.,, 1997). Sin embargo Calvario-Rivera (2012) reporta concentraciones
de Cd en los tejidos de T. usneoides por debajo del limite de deteccién (2.8x107
mg kg’ de peso seco) en ambos periodos en que llevé a cabo su estudio (época
de estiaje y época de lluvia). Y Wansoh et al., 2014 también reporta que T.

usneoides no es capaz de acumular Cd en sus tejidos.

El niquel en forma natural se encuentra en las rocas volcanicas (Garcia y Azcona,
2012), es el componente funcional de ciertas enzimas ademas de ser

extremadamente importante para el metabolismo de N en las plantas (Lopez y
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Magnitskiy, 2011). Sin embargo el exceso de este elemento puede afectar
procesos fisioldégicos/bioquimicos como lo es la disminucion del contenido de la
clorofila y las actividades fotosintéticas y de transpiracion ademas de alterar la
permeabilidad de la membrana asociada con una mayor actividad de la POD
extracelular (Yang, et al., 1996).

Calvario-Rivera (2012), empleando T. usneoides, reporta dinamicas con
tendencias descendentes de niquel en época de estiaje. Observd concentraciones
de 1.23 a 5.50 mg kg™ en peso seco al final del periodo de exposicién en los sitios
estudiados. Este rango es similar a las concentraciones que reportan Zambrano et

al. (2010) (1.6-44.2 mg kg' de Ni en peso seco) en T recurvata.

La influencia de industrias asentadas en la Region Tula-Tepeji es capaz de
propiciar la presencia de estos elementos en la atmdsfera de la zona de estudio
(en Tlaxcoapan). Sin embargo, la capacidad del biomonitor para acumular este
elemento no fue reflejada en este estudio, ya que la concentracion de niquel y
cadmio fue menor al limite de deteccibn del equipo empleado para su
determinacién. La concentracién minima que detecta el equipo es <0.001 y <0.002

para niquel y cadmio, respectivamente.

7.2.Biomarcadores
7.2.1. Clorofilas y relacion clorofila a/b

Experimento 1

En ambos sitios de estudio se observé un aumento significativo (p < 0.05) en la
produccién de clorofila a al final del experimento. En el sitio control (Actopan) el
incremento fue del 39%, mientras que en el sitio receptor (Tlaxcoapan) fue del
15% (Figura 14). El contenido final de clorofila b también fue significativamente
mayor en ambos sitios, 31% en Actopan y 19% en Tlaxcoapan (p < 0.05, Figura
15). El mayor incremento se presento6 en la clorofila total (43% en Actopan y 20%

en Tlaxcoapan) (Tabla 5).
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Figura 15. Concentracion de clorofila b en el biomonitor en el experimento 1. | Co:
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Tabla 5. Concentracién de clorofila total (mg kg™) y relacién clorofila a/b en el
biomonitor en el experimento 1.

Exposicion Clorofila total Clorofila a/b
Co 338.79 3.75
CfActopan 487.31 3.22
CfT|axcoapan 407.1 0 3. 1 3

Co: concentracion inicial (febrero), Cf: concentracion al final de la exposicion (8 meses), Actopan: sitio control,
Tlaxcoapan: sitio problema

El aumento que se present6 en la produccion de clorofilas puede explicarse por el
acondicionamiento que se les dio a las plantas antes de la exposicion y por la
forma en que fueron expuestas. Como se mencioné en el apartado 6.2, las plantas
se colectaron en Buena Vista, Hgo.; que es una comunidad rural con vialidades no
pavimentadas. Por esta razén las plantas se encontraban cubiertas de polvo. En
diversos estudios se ha comprobado que el polvo interfiere con el proceso de
fotosintesis mediante dos vias. La primera es por la reduccidon de la luz incidente,
debido al efecto de sombra que generan las particulas sobre la superficie de la
planta y la segunda es por la alteracién del proceso de difusién, debido a que
algunas de particulas de polvo penetran en la cera epicuticular y provocan el cierre
de estomas con la consecuente acumulacion de CO, en las cavidades
subestomaticas (Thawale et al, 2011; Thompson et al, 1984). Antes de su
exposicion las plantas se lavaron con agua corriente, precisamente para eliminar
las particulas de polvo, como se comento6 en la metodologia (§ 6.3), con lo que se
eliminé el efecto de sombra y muy probablemente se mejord el proceso de
difusion. Por otra parte, la forma de exponer las plantas también favorecié la
actividad fotosintética, ya que en los arboles, de manera natural, T. usneoides
crece semiprotegida de la luz solar. En cambio, en el experimento la planta
completa estaba expuesta a la luz del sol (Figura 23, Anexo). La cantidad de
radiacion solar que recibe una planta es un factor determinante en su actividad
fotosintética; incluso, en una misma planta las partes mas expuestas a la luz solar
tienen una tasa fotosintética mayor que las que estan en semisombra (Azcon-Bieto
et al., 2003).
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Por la diferencia observada en las concentraciones de clorofilas ay b en los sitios
de estudio, podria pensarse que el biomonitor expuesto en Tlaxcoapan
experimentod algun tipo de estrés que afectdé su actividad fotosintética. Dado que
las condiciones climaticas son similares en ambos sitios, se descartaron como un
factor que pudiera explicar estas diferencias. Por otra parte, se sabe que algunos
contaminantes, como los metales, pueden alterar la fotosintesis (Shaw et al.,
2004; Dazy et al., 2009). De los metales evaluados en este experimento, las
concentraciones finales de Ca, Cu, Pb y Zn en el biomonitor expuesto en
Tlaxcoapan fueron significativamente mayores que las iniciales y las encontradas
en Actopan, lo que podria sugerir un posible efecto adverso de estos metales
sobre la fotosintesis. Sin embargo, el analisis de correlaciones de Pearson no
apoy6 esta idea, ya que las correlaciones encontradas entre los metales antes
mencionados y las clorofilas fueron positivas (Anexo 3, tabla 10 y 11). Unicamente
se encontraron correlaciones negativas de la clorofila b con el Fe (r=-0.980, p <
0.01) y con el Mn (r = -0.940, p < 0.01), ambos micronutrientes, con

concentraciones similares en los biomonitores de ambos sitios.

A diferencia de las concentraciones de clorofila, la relacién entre las clorofilas ay b
fue menor al final del experimento en ambos sitios de estudio (Tabla 4). Es
probable que la clorofila b haya aumentado en menor proporcién que la clorofila a
debido al papel protector contra la oxidacién que tiene la primera (Shafiqur et al.,
2000).

Experimento 2

En ambos sitios de estudio la clorofila a presentd un comportamiento de campana
muy suave, sin embargo, al final el descenso si fue notorio y significativo (p < 0.05,
Figura 12). En Actopan el mayor aumento se present6 en abril (305.62+15.57 mg
kg') y en Tlaxcoapan, en mayo (324.57+10.77 mg kg') en ambos casos el
incremento fue significativo (p < 0.05). En los dos sitios, la menor concentracién (p

< 0.05) se presenté en junio, el Ultimo mes del experimento.
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Figura 16. Concentracion de clorofila a en el biomonitor durante el experimento
2. Co: concentracion inicial, || Actopan y l Tlaxcoapan.

En la figura 17 se observa que el comportamiento de la clorofila b en el biomonitor
fue muy similar al de la clorofila a. En abril se detecté la concentracion mas
elevada (95.57+6.52 mg kg, p < 0.05) en Actopan y en mayo en Tlaxcoapan
(92.95+2.31 mg kg, p < 0.05). Ambas concentraciones fueron estadisticamente
iguales. La concentracién final fue significativamente menor a las demas en los

dos sitios (p < 0.05).

Durante el experimento la concentracion total de clorofila en el biomonitor mostro6
el mismo comportamiento que las clorofilas a y b, es decir, aumentd
significativamente de febrero a mayo y en junio disminuy6 por debajo del valor
inicial (p < 0.05) (Tabla 6).
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Figura 17. Concentracion de clorofila b en el biomonitor durante el experimento 2.
Co: concentracion inicial (febrero), [l Actopan, [lj Tlaxcoapan.
En este experimento la relacién entre las clorofilas a y b se comporté de manera
similar en ambos sitios. Durante febrero y marzo se mantuvo constante y en los
siguientes tres meses disminuyo ligeramente (Tabla 9).

Tabla 6. Concentracién de clorofila total (mg kg™) y relacién clorofila a/b en el
biomonitor durante el experimento 2.

Clorofila Clorofila Clorofila  Clorofila a/b
Exposicion total total a/b Tlaxcoapan
Actopan Tlaxcoapan  Actopan
Febrero 357.42 357.42 3.49 3.49
Marzo 371.55 399.95 3.49 3.49
Abril 401.19 351.58 3.20 3.25
Mayo 389.57 417.52 3.24 3.49
Junio 288.75 271.61 3.24 3.27

El incremento inicial que se observé en las clorofilas (a, b y total) puede atribuirse,
como en el experimento anterior, al preacondicionamiento de las muestras y a la
forma de exposicion. La disminucién que se presentd en junio podria explicarse
por la acumulacion progresiva de particulas de polvo sobre el biomonitor, asi como
por un posible efecto toxico del Pb y Ca que acumulé de forma paulatina el
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biomonitor durante el experimento, como se observd en las figuras 7 y 12. En
Hidalgo, durante marzo y abril, se preparan las camas de siembra para los cultivos
de temporal y de riego, lo que provoca un incremento en el material particulado
atmosférico. De igual manera, los meses en que no llueve es cuando se realizan
las actividades de excavacion y extraccion en las industrias cementeras y caleras.
Posiblemente, de haber contado con muestras viables del biomonitor, se habria
observado una recuperacién de la actividad fotosintética durante la temporada de

lluvia.

Al igual que en el primer experimento, el descenso en la produccion de clorofilas
fue mayor en Tlaxcoapan que en Actopan, lo cual coincide también con la mayor
acumulacion de Pb y Ca en el biomonitor. De acuerdo con el andlisis de
correlacién de Pearson, en Tlaxcoapan la produccién de clorofila a se afectd
negativamente por el incremento de Cu y Fe en el biomonitor y Pb en PMqo (r = -
0.561, -0.418 y -0.477, respectivamente, p < 0.01). Por su parte, el contenido de
clorofila b también se correlacion6 negativamente con el Pb en PMyo y con el Cu
en el biomonitor (r = -0.527 y -0.468, respectivamente, p < 0.01). La unica
correlacién positiva que se encontré fue entre la clorofila b y el contenido de Zn en
el biomonitor (r = -0.432, p < 0.05). En Actopan se encontraron correlaciones
negativas entre la produccién de clorofila a y la concentracién de Ca en el
biomonitor y de NO, en PMy, (r = -0.437 y -0.368, respectivamente, p < 0.05). La
clorofila b también presenté una correlacién negativa con el NO, en PMy, (r = -
0.378, p < 0.05) y correlaciones positivas con el contenido de Cu y Zn en el
biomonitor (r = 0.505 y 0.467, p < 0.01) (anexo 3, tabla 12 y 13). Los datos
anteriores coinciden con los hallazgos reportados por varios investigadores acerca
del efecto de los metales (Shaw et al., 2004; Dazy et al., 2009) y el NO, (Wiese y

Pell, 2004) sobre la produccién de clorofilas.
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7.2.2. Proteinas totales
Experimento 1

En este experimento el contenido de proteinas disminuyd practicamente en la
misma proporcion en ambos sitios (17% en Actopan y 16% en Tlaxcoapan) (Figura
18). Algunos contaminantes, como los metales, pueden provocar un mal
plegamiento de las estructuras de las proteinas, o bien inducir la formacién de
especies reactivas de oxigeno, que a su vez provocan la desnaturalizacion de las
proteinas (Shaw et al., 2004). En Actopan se encontré una correlacién negativa
entre el contenido de proteinas y las concentraciones de Pb, Mg y Ca en el
biomonitor (r = -0.814, -0.817 y -0.869, respectivamente, p < 0.05). En Tlaxcoapan
las correlaciones encontradas entre la concentracién de proteinas y los metales
anteriores presentaron valores de r entre -0.745 y -0.759; sin embargo, no fueron
significativas. Con base en los datos anteriores, podria pensarse que el Pb, Mg y
Ca afectaron directa o indirectamente la produccién de proteinas. Cabe mencionar
que Ca y Mg actian como cofactores de algunas proteinas con actividad
enzimatica (Goday y Pagés, 2004). Sin embargo, la correlacién negativa que
presentaron con las proteinas en este trabajo pudo deberse a las concentraciones

tan elevadas en que se encontraron estos metales en el biomonitor.
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Figura 18. Concentracién de proteina en el biomonitor durante el experimento 1.
Co: concentracion inicial,  Cf: concentracion al final de la exposicion en Actopan,
Cf” concentracion al final de la exposicidén en Tlaxcoapan.

Experimento 2

En Actopan, la concentracién de proteinas presentd variaciones importantes y
significativas (p < 0.05). Primero disminuy6 60.08% en marzo; en los siguientes
dos meses aumento hasta recuperar el valor inicial y en junio volvié a disminuir un
26.6% con respecto al contenido inicial (Figura 19). En Tlaxcoapan las mayores
variaciones se presentaron en los dos ultimos meses. En mayo disminuy6 15.71%
(p < .005) con respecto al contenido inicial y en junio se recuperd en la misma
proporcién (Figura 19). Como se menciond anteriormente, algunos metales como
Na, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Mn pueden actuar como cofactores enzimaticos, lo que
puede explicar las correlaciones positivas que se encontraron entre el contenido
de proteina y las concentraciones de Fe, Zn y Cu en el biomonitor (r = 0.601,
0.467 y 0.462, respectivamente, p < 0.01) en Actopan. En Tlaxcoapan también se
observaron correlaciones positivas entre los contenidos de proteina y los de Cu en
el biomonitor y en PMyo (r=0.546, p < 0.01 y r=0.472, p < 0.05, respectivamente)
y de Mg en PMy, (r = 0.511, p < 0.05). Sin embargo, en este sitio también se

encontrd que los contenidos de proteina disminuyeron cuando aumentaron los de
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Pb y Zn en el biomonitor y de Ca en PMj, (r = 0.496, 0.595 y 0.493,
respectivamente). Como se discutidé en el apartado 7.1, los contenidos de estos
tres metales fueron mayores en Tlaxcoapan, lo que explicaria un posible efecto
adverso sobre la produccién de proteinas.
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Figura 19. Concentracion de proteina en el biomonitor durante el experimento 2.
Co: concentracion inicial, Actopan, = Tlaxcoapan.

La produccién de proteinas es uno de los aspectos fisiolégicos mas importantes
en las plantas, no solo en relacién al crecimiento, sino también en cuanto a la
respuesta a estresores se refiere. Por un lado, las plantas cuentan con
mecanismos de defensa y de reparacion para contrarrestar los efectos que causan
diferentes tipos de estrés. Entre estos mecanismos estan las proteinas
chaperonas, cuya funcion es evitar y reparar el mal plegamiento de otras
proteinas. Sin embargo, cuando una proteina ha sido danada irreparablemente se
induce la formacion de proteasas, cuya funcion es degradar esas proteinas
dafadas para aumentar la disponibilidad de aminoacidos para la sintesis de
nuevas proteinas (Goday y Pagés, 2004). Es probable que la combinacion de
todos estos procesos (crecimiento, prevencion, reparacion y supervivencia) hayan
contribuido a las variaciones que se observaron en el contenido de proteina en los

biomonitores expuestos en este estudio.
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7.2.3. Actividad peroxidasa (POD)
Experimento 1

En Actopan, la actividad POD no presenté cambios significativos (2.22+1.30 umol
min g de muestra™) con respecto a la actividad inicial (2.35 umol min g de muestra’
). En Tlaxcoapan, por el contrario, esta actividad fue seis veces mayor (12.98
umol min g de muestra™) y significativamente diferente con respecto a la inicial y a
la de Actopan (p < 0.05, 20). Las POD, junto con la SOD vy la ferritina, son los
antioxidantes primarios que protegen a los organismos del estrés oxidativo. Entre
los contaminantes atmosféricos que pueden causar este tipo de estrés se

encuentran los NOx, SO,, O3 y metales (Pukacka y Pukacki, 2000).
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0 T
Co Cf Cf
Figura 20. Actividad POD en el biomonitor durante el experimento 1. Co:

concentracion inicial (febrero), Cf y Cf": concentracién al final de la exposicién
(octubre) en l Actopan y I Tlaxcoapan, respectivamente.

El incremento de la actividad POD en Tlaxcoapan se correlaciond positivamente
con los contenidos de Ca, Cu, Mg, Pb y Zn en el biomonitor (0.738 < r < 0.764).
Sin embargo, estas correlaciones no resultaron significativas. La Unica correlacién
significativa que se encontr6 fue con la actividad SOD (r = -0.911, p < 0.05). Los

datos anteriores indican que el incremento de los metales antes mencionados en
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el biomonitor representa un factor estresante que incentiva la actividad POD, pero
no asi la actividad SOD. Esto ultimo se discutira mas adelante.

Experimento 2

Se observd en ambos sitios que la actividad POD tendié a aumentar con respecto
al tiempo. Los niveles mas elevados se presentaron al final de experimento en
ambos sitios de estudio; estos aumentos fueron significativos (p < 0.05) con
respecto a la concentracion inicial (Figura 21). Es de llamar la atencién que fue en
Actopan donde se presentaron los valores mayores de actividad POD durante todo
el experimento. En este sitio, la actividad POD fue 4.1 veces mayor en junio con
respecto a la inicial de febrero, mientras que en Tlaxcoapan el incremento fue de
solo 2.5 veces. En la figura 21 también se puede observar que en abril la actividad
POD no fue detectable en Tlaxcoapan. Esto mismo sucedié en Actopan en mayo.
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Figura 21. Actividad POD en el biomonitor durante el experimento 2. Co:
concentracion inicial, ] Actopan, [} Tlaxcoapan.

En Actopan, la actividad POD se correlacion6 positivamente con la concentracién
de Pb en PMy, (r = 0.687, p < 0.01) y negativamente con la concentracién de Fe
en el biomonitor y de SO, en el aire (r = -0.647 y -0.686, respectivamente, p <

0.01). Al parecer, el incremento en la concentracion de Pb en el biomonitor
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incentiva la produccion de POD como un mecanismo de detoxificacién. La
correlacién negativa entre la actividad POD y el contenido de Fe en el biomonitor
pudo deberse a la disminucién de Fe que se observé en los primeros meses del
experimento, cuando la POD iba en aumento. Como se comentd en el apartado
7.1, el Fe es un constituyente del grupo hemo de algunas enzimas, entre ellas la
POD. En Tlaxcoapan Unicamente se encontré correlacidn positiva entre la
actividad POD vy la concentracion de Cu en el biomonitor (r = 0.476, p < 0.01).
Posiblemente la menor actividad POD en Tlaxcoapan, en donde la concentracion
de los contaminantes estudiados era mayor, pudo deberse a una inhibicién de la
enzima precisamente por las concentraciones tan elevadas, o bien por la mezcla
de contaminantes. Dazy et al. (2009) encontraron que la actividad de varias
enzimas antioxidantes, entre ellas la POD, se incrementaba en Fontinalis
antipyretica cuando la concentracién de Cd, Cu, Pb y Zn a que era expuesta se
encontraba entre 1-10 uM; cuando la concentracién aumentaba, la actividad de las
enzimas comenzaba a disminuir. También es probable que en Actopan la actividad
POD se haya incrementado como respuesta a un contaminante diferente a los
estudiados en este trabajo. Para corroborar la inhibicién o no de la actividad POD
en T. usneoides por los contaminantes estudiados y bajo las concentraciones
encontradas, seria necesario realizar experimentos en camaras de crecimiento

bajo condiciones controladas.

7.2.4. Superoxido dismutasa (SOD)
Experimento 1

En la figura 22 se observa que la actividad SOD fue practicamente la misma al
inicio que al final del experimento (9.12+0.06 a 10.00+0.00 U g™).
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Figura 22. Concentracion SOD en el biomonitor durante el experimento 1. = Co:
concentracion inicial, [l Cf: concentracion al final de la exposicion (8 meses),
Actopan, ] Cf” concentracion al final de la exposicion (8 meses) Tlaxcoapan

Experimento 2

Unicamente en marzo se presenté una disminucién evidente en la actividad SOD
en ambos sitios, de 9.68+0.33 U SOD g a 7.81+1.91 U SOD g y 7.00+0.40 U
SOD g' en Actopan y Tlaxcoapan, respectivamente. Solo esta Ultima fue
significativa con respecto a la concentracion inicial (p < 0.05). Durante los tres
meses restantes de exposicidn no se cuantificdé ningin cambio significativo en

ninguno de los dos sitios de estudio (Figura 23).

El comportamiento observado de la actividad SOD en los dos experimentos de
este trabajo ha sido reportado en otros estudios. Li (2003) encontré que la
actividad SOD no variaba, en las hojas de Ficus microcarpa, en funcion de la
concentracion de contaminantes atmosféricos. En abetos rojos (Nast et al., 1993),
bajo condiciones de laboratorio y en plantas de calabaza (Ranieri et al., 1994), la

actividad SOD tampoco varié con la exposicion a aire contaminado.
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Figura 23. Concentracion SOD en el biomonitor durante el experimento 2. Co:
concentracion inicial, | Actopan, [ Tlaxcoapan.

7.2.5. Nitrato reductasa (NR)
Experimento 1

En este experimento la actividad de la NR disminuyé ligeramente en el biomonitor
expuesto en Actopan con respecto a la inicial (0.010 mol min g-'); no asi en
Tlaxcoapan, donde se cuantificd una actividad 2.2 veces mayor que la inicial
(Figura 24).

La NR es una enzima que se encuentra en la mayoria de las plantas superiores y
es un regulador clave en la asimilacion de nitrato (Campbell, 1988). En este
experimento no fue posible cuantificar los gases; sin embargo, es valido suponer
que existi6 la concentracién suficiente de NO. para inducir la accién de la NR en el
biomonitor, de acuerdo al mecanismo que se comenta a continuacién. Los NOx,
por encontrarse en forma gaseosa, entran a las plantas por medio de los estomas;
una vez en el interior se disuelven en el agua intracelular trasformandose en NOg',
sustrato inductor de la NR. También es posible que los NOx se depositen sobre la
superficie foliar, en donde reaccionan con el agua para formar NOs™ que pueden

ser asimilados por la planta (Rosas y Alvarez, 2009).
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Figura 24. Concentracién de NR en el biomonitor durante el experimento 1. || Co:
concentracion inicial, ] Cf: concentracion al final de la exposicion en Actopan, ||}
Cf” concentracidn al final de la exposicion en Tlaxcoapan.

Experimento 2

En Actopan, la actividad NR aumenté ligeramente en marzo, de 0.069 a 0.072 mol
min g, después, en abril y mayo, decay? significativamente a 0.002 mol min g-' (p
< 0.05) y en junio ya no fue detectable. En Tlaxcoapan, la actividad NR disminuy6
dréasticamente desde el primer mes de exposicién, de 0.069 a 0.013 mol min g~ (p
< 0.05) y en los meses restantes ya no fue cuantificable (Figura 25). El
comportamiento anterior podria deberse a la baja concentracion de NO, en la
atmésfera en ambos sitios de estudio (0.008 y 0.019 ppm en Actopan vy
Tlaxcoapan, respectivamente) durante este experimento. En Actopan si se
observé una correlacion positiva entre la actividad NR y la concentracion
atmosférica de NO, (r = 0.571, p < 0.01), mientras que en Tlaxcoapan esta

correlacién no se presenté.
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Figura 25. Concentraciéon de NR en el biomonitor durante el experimento 2. Co:
concentracion inicial, ] Actopan, I Tlaxcoapan

7.2.6. Acido ascorbico

Experimento 1

En la figura 26 se observa que el contenido de acido ascérbico se incremento
significativamente en las muestras expuestas en Tlaxcoapan (9605 pg g') con
respecto a las de Actopan (3747 pg g') y al estado inicial (848 pg g') (p<0.05). El
contenido final en Actopan también fue significativamente mayor al inicial (p<0.05).
Un aumento en el contenido de &acido ascorbico es indicativo de la presencia de
contaminantes, debido a que actia como antioxidante para contrarrestar los
efectos de los mismos. El acido ascérbico protege a las macromoléculas del dafo
oxidativo que pueden causar las ROS, que se producen como respuesta a la
presencia de contaminantes (Bahl y Kahl, 1995). En este experimento, la
produccién de acido ascérbico en Tlaxcoapan se correlaciond positivamente (p <
0.01) con las concentraciones de Ca (r = 0.995), Cu (r=0.998), Pb, Zny Mg (r =
0.999) y negativamente con las de Fe y Mn, también en el biomonitor (r = -0.957 y

-0.997, respectivamente, p < 0.01).
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Figura 26. Concentracion de &cido ascorbico en el biomonitor durante el
experimento 1. | Co: concentracion inicial, | Cf: concentracion al final de la
exposicion en Actopan, | Cf* concentracion al final de la exposicion en
Tlaxcoapan

En Actopan, la produccién del acido ascorbico se correlacioné positivamente con
la actividad SOD vy las concentraciones de Pb, Mg y Ca (r = 0.987, 0.994, 0.994 y
0.979, respectivamente, p < 0.01). Los datos anteriores parecen indicar que la
produccién de acido ascérbico en T. usneoides se incrementd como respuesta a la
presencia de Ca, Cu, Fe, Mn y Pb en las concentraciones encontradas en los
sitios de estudio.

Experimento 2

En ambos sitios el contenido de &cido ascérbico presentdé una tendencia a
incrementar (Figura 27). En Actopan esta tendencia fue mas clara y las
concentraciones fueron mayores que en Tlaxcoapan. En los dos sitios las
concentraciones finales (3465 y 2133 pg g' en Actopan y Tlaxcoapan,
respectivamente) fueron significativamente mayores que la inicial (1517 ug g™, p <
0.05). Dado que los contaminantes incentivan la produccién de acido ascérbico
como uno de los mecanismos de defensa de las plantas, se esperaria que la
concentracion de este metabolito fuera mayor en Tlaxcoapan, donde se
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encontraron mayores concentraciones de los contaminantes estudiados. No
obstante, también se ha encontrado que la acumulacién de &cido ascérbico
dependera del balance entre la velocidad de su biosintesis y la demanda de
compuestos antioxidantes en la planta (Sharma et al.,, 2012). Con base en lo
anterior y en los resultados de los contaminantes evaluados, es muy probable que
el biomonitor expuesto en Tlaxcoapan haya experimentado mayor estrés oxidativo
y por lo tanto la demanda de especies antioxidantes no permitia que se

acumularan en la misma proporcién que se detectd en Actopan.
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Figura 27. Concentracion acido ascorbico en el biomonitor durante el experimento
2. Co: concentracion inicial, [ Actopan, [ Tlaxcoapan.

7.3.Material particulado

La emisién de particulas y gases potencialmente nocivos a la salud humana y el
ambiente deteriora los recursos necesarios para el desarrollo ambiental de las
areas urbanas. Los metales pesados se han encontrado como parte de los
contaminantes identificados en el aire y el suelo de las areas urbanas. Las
emisiones de metales pesados a la atmésfera se asocian con fuentes naturales
(tormentas de arena, emanaciones volcanicas e incendios forestales), y fuentes
antropogénicas (fijas y mdviles); estas ultimas son las de mayor importancia en las

areas urbanas (Juda-Rezler et al., 2011).
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7.4.Particulas PMy en los sitios de estudio

En la figura 28 se presenta la serie de tiempo de las particulas PMyq recolectadas
en Actopan y Tlaxcoapan durante el segundo experimento (febrero a junio del
2012). Las concentraciones de PMs, obtenidas en Actopan van desde 16 ug m™
como concentracién minima hasta 107 pg m™ como concentracién maxima. Por
otra parte, en Tlaxcoapan la concentracién minima es de 26 pg m® y alcanza 111
Hg m™ como contraccién maxima. Vale la pena mencionar que en ambos sitios se
sobrepasé la concentracién de 75 ug m™® (promedio de 24 h), limite maximo
permisible establecido en la normatividad mexicana (NOM-025-SSA1-2014). En
Tlaxcoapan el limite anterior se sobrepas6 en cinco ocasiones, mientras que en
Actopan sucedié solo en tres. Vale la pena mencionar que el limite permisible
actual de 75 ug m™ fue revisado hace poco mas de un afo, y aunque es mas
estricto que el anterior (120 pg m™), ain es mayor que el estandar internacional,
de 50 pg m™ (promedio de 24 h), establecido por la Organizacién Mundial de la
Salud (WHO, por sus siglas en inglés) y por la Comunidad Europea (EC, 2015;
WHO, 2006). Este ultimo limite se sobrepasd en repetidas ocasiones en ambos
sitios de estudio. Con base en lo anterior, se puede decir que aln es necesario
mejorar la calidad del aire en la zona de estudio y revisar continuamente la
normatividad vigente para asegurar que vele por salvaguardar la salud de la
poblacion.

Actualmente no existen estudios previos que reporten la calidad del aire en
Actopan en términos del contenido de PMy, 0 algun otro contaminante. Para
Tlaxcoapan si existen estudios que han cuantificado el material particulado en la
zona. Martinez-Reséndiz (2008) realizd un estudio de junio a diciembre del 2007,
donde muestra que en el lapso de la campana de muestreo la concentracion de
PM;i, tampoco sobrepasé la normatividad mexicana. Las concentraciones mas
altas que se encontraron fueron 99 y 118 ug m, esta ultima ligeramente similar a

las que se obtuvieron en este estudio.

El andlisis estadistico realizado a estos datos (entre concentracién minima vy

maxima) muestra lo siguiente: 1) una diferencia significativa entre la concentracién
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minima entre los dos sitios, 2) una diferencia significativa entre la concentracién
maxima entre los dos sitios y 3) entre la concentracion minima y méaxima de cada

uno de los sitios también existe una diferencia significativa.
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Figura 28. Series de tiempo de PMyo en Actopan y Tlaxcoapan.

En la figura 29 se muestran las concentraciones promedio de PMy, de cada uno
de los sitios de estudio. No existe diferencia significativa (p < 0.05) entre la
concentracién promedio de Actopan (42+25 ug m®) y Tlaxcoapan (62+25 pg m™).
Estadisticamente la concentracion de material particulado presente en la
atmésfera de los sitios de estudio es similar. Sin embargo, su procedencia y su
contenido de elementos pueden llegar a ser de distinta fuente emisora. De
acuerdo al estudio descrito por Martinez-Reséndiz (2008) la procedencia del
material particulado de Tlaxcoapan es principalmente la industria de la
construccién y el cemento. Por otra parte, en Actopan no hay antecedentes de
estudios que evallen la calidad el aire y tampoco se conocen fuentes industriales

gue sean capaces de contribuir a la carga de material particulado.
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Figura 29. Concentracion promedio de PMyg en los sitios de estudio.

7.5.Elementos en el material particulado

Algunos elementos volatiles como el Zn y Pb pueden ser transportados por gases
y cenizas suspendidas en el aire y depositarse en el agua y el suelo. Por lo tanto,
estos elementos metdlicos pueden ser transportados por el escurrimiento
superficial de las cuencas hacia los sistemas de drenaje, arroyos, humedales y
rios, que suelen ser sus principales receptores (Alvarez y Trento, 2004). También
se ha reportado que alrededor del 89% de los metales pesados se disuelven en el
agua de lluvia y, por lo tanto, pueden llegar a la vegetacion y a los suelos por
procesos que favorecen la ruta de entrada a los organismos vivos (Valenta et al.,
1986). Una vez en el suelo, los metales pesados pueden quedar retenidos, pero
pueden ser movilizados en la solucién del suelo mediante mecanismos biolégicos
y quimicos (Pagnanelli et al., 2004). Algunas sustancias en particular pueden ser
consideradas como un contaminante del aire, Unicamente cuando su
concentracion es relativamente alta en comparacién con el valor que hay en el
suelo y si ademas causa efectos adversos. Aun cuando se conoce que para la
mayoria de los elementos presentes en el material particulado, no existe una

normatividad que sefale los limites permisibles, al realizar el analisis del contenido
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de elementos en PMy, en el sitio de Actopan se observé q las concentraciones de
los elementos analizados fueron: Cu<Zn<Mn<Pb<Fe<Ca<Mg (Tabla 7).

Tabla 7. Concentraciones de elementos en PMi, en Actopan durante el segundo
experimento.

Elemento Mn Zn Cu Mg Fe Pb Ca
ng m*
Filtros (n) 16 16 16 16 16 16 16
Media 29 17 15 11373 658 37 5653
Minimo 15 5 3 1349 215 3 1738
Maximo 48 29 48 37918 1922 70 11043
Q; 16 14 5 1886 422 12 3624
Qs 38 20 13 14990 878 56 6569
o 12 7 16 11954 420 24 2560
Q,= 250 percentil Qs= 750 percentil o= Desviacion estandar

El Mg y el Ca fueron los elementos mayoritarios; sin embargo, su procedencia no
es clara, ya que no se han identificado industrias como una de las fuentes
emisoras de este elemento. Su presencia en la atmésfera podria ser por su
existencia en suelo que por las condiciones meteoroldgicas del sitio podria llegar a
la atmésfera. De acuerdo con Prieto-Garcia et al. (2007), los suelos del sitio de
Actopan son tipo fluvisoles y feozems haplicos, y presentan concentraciones de
Ca de 626.07 mg kg’ *10% y 417.25 mg kg *10° en un primer y segundo sitio de
estudio respectivamente. Con respecto al manganeso, este pudiera encontrarse

en la corteza terrestre.

En el caso de Fe, la principal fuente de emisidén para este elemento pudiera ser el
polvo del suelo. EI Mn, Pb, Zn y Cu, cuyas concentraciones fueron las mas bajas;
tienen como principales fuentes emision la incineracion, la combustion del petréleo
y los motores de vehiculos, estas fuentes no se descartan en Actopan, ya que se
puede identificar la incineracién de basura a cielo abierto principalmente .Los
valores minimo, maximo, cuartil 2 y cuartil 3 que son los valores pertenecientes al
25y 75% del total de los datos obtenidos, se pueden observar en la tabla 7. El Pb
es un elemento regulado por la normatividad mexicana que especifica que la
concentracion maxima permisible es de 1500 ng m™. Se puede observar que la
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concentracion obtenida en este estudio no es mayor a la concentracibn maxima

permisible.

Al realizar el analisis del contenido de elementos en PM;y en Tlaxcoapan se
observd que las concentraciones de los elementos analizados fueron:
Zn<Cu<Pb<Mn<Fe<Ca<Mg (Tabla 8). Elementos como el Ca y el Mg, que fueron
los elementos con mayor concentracion, son emitidos principalmente por la
combustion del carbén, la industria de la construccién/cemento y las industrias
asentadas en el sitio emisor. En el caso de Fe, que se encontr6 en una
concentracion media, las principales fuentes de emision son el polvo del suelo, la
combustion del carbdn, la industria de la construccidn/cemento, la incineracién y el
smog. El Mn Pb, Zn y Cu, cuyas concentraciones fueron las mas bajas, se
encuentran presentes en las emisiones generadas por la incineracion, la industria,

la combustion del petréleo y los motores de vehiculos, principalmente.

Tabla 8. Concentracion de elementos en PMyo en Tlaxcoapan durante el segundo
experimento.

Elemento Mh Zn Cu Mg Fe Pb Ca
ng m>
Filtros (n) 16 16 16 16 16 16 16
Media 63 16 19 11766 458 39 1380
Minimo 27 6 6 144 189 9 569
Maximo 82 27 52 37991 697 82 2168
Qq 53 12 14 1729 294 26 895
Qs 77 20 21 18537 609 50 1839
o 16 6 10 13076 172 21 524
Q4= 250 percentil Q3= 750 percentil o= Desviacién estandar

En la siguiente tabla (9) se muestra una comparacién de las concentraciones de los
elementos evaluados en este estudio y los evaluados por Martinez-Carrillo et al.

(2010) en el mismo sitio de estudio (Tlaxcoapan)
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Tabla 9. Promedio de la masa y concentraciones de elementos en la fraccién
gruesa de Tlaxcoapan, Hidalgo y el norte de la Ciudad de México.

Tlaxcoapan . Estandar primario /
Tlaxcoapan .
Elemento 2013 2010 organismo r?sgulador
Hg m
Filtros 16 21

PM,o (ug m™) 62(25) 46(5) 50 ug m® Anual/ USEPA
Ca(ng m?) 1380(524) 4.93 (0.94) nr
Mn 63 (16) 15 (2) nr
Fe 458(172) 511 (35) nr
Cu 19(10) 12 (1) nr
Zn 16 (6) 17 (2) nr

Pb 39(21) 25 (2) 1.5 ug m™Diario / USEPA

*Martinez-Carrillo et al., 2010

En la tabla anterior podemos observar que hay ligeras variaciones en las
concentraciones de los elementos entre este estudio (2013) y el realizado en el

2010. El unico elemento significativamente diferente (p<0.05) es el Ca.

7.6.Gases atmosféricos

La concentracién de los contaminantes varia localmente por la convergencia o
divergencia de los vientos, debido a que la masa es transportada (i. e., horizontal o
verticalmente) hacia o desde un area determinada por la presencia de flujos
turbulentos; asi mismo, la concentraciéon puede variar por fuentes de emisién de
contaminantes y por sumideros locales (p.ej., transformaciones fisicas y quimicas
y remocién por lluvia) (Bustos y Gallardo, 2004). Por lo tanto, la dispersion de los
contaminantes a nivel local depende de parametros meteorolégicos como la
velocidad del viento, que en Actopan oscilé6 entre los 0.403-1.74 m s” y en
Tlaxcoapan 0.627-1.936 m s'. De acuerdo con la Escala de Beaufort, ambas son
considerados vientos en calma. La direccion del viento, en Actopan, proviene en
su mayoria del Norte y el este (Figura 30), mientras que en Tlaxcoapan el viento
proviene del oeste, sur y este (Figura 31). La temperatura en promedio fue de
30°C en Actopan y en Tlaxcoapan fue de 29.44°C (Turtés et al., 2003).
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Figura 30. Rosa de vientos del sitio Actopan.
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Figura 31. Rosa de vientos del sitio Tlaxcoapan.
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El desarrollo industrial se ha asociado con la emisién de grandes cantidades de
gases y particulas a la atmdsfera, provenientes tanto de la produccién industrial
como de la quema de combustibles fosiles para la energia y el transporte. En
Actopan, durante el segundo experimento, se cuantificaron concentraciones de
NO.de 0 a 0.008 ppm, muy similares a la que se encontraron en Tlaxcoapan (0.00
- 0.010 ppm) (Figura 32). Por lo tanto, en ninguno de los sitios de estudio se
sobrepasan las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-023-SSA1-
1993, que establece un limite maximo 0.21 ppm. Esto equivalente a 395 pg m™ en
una hora una vez al aiio, como proteccion a la salud de la poblacion susceptible.

Las concentraciones encontradas en este estudio son muy bajas, si se considera
que en la zona de estudio existen diversas fuentes emisoras de gases
nitrogenados, como la termoeléctrica Francisco Pérez Rios, la refineria Miguel
Hidalgo y demas empresas que usan combustibles fosiles en sus procesos, asi
como el parque vehicular. Posiblemente, las bajas concentraciones de NO,
cuantificadas se deban a que este es solo uno de los 6xidos que se pueden
encontrar en la atmdsfera, aunque se considera que es el principal, razén por la
que selecciond para este estudio. Las multiples transformaciones que
experimentan los Oxidos de nitrogeno también podrian explicar las bajas
concentraciones detectadas. Para confirmar esto seria recomendable medir en
estudios futuros contaminantes producto de dichas transformaciones, por ejemplo
el ozono (O3), producto de las transformaciones diurnas de los NOx o el peréxido
de hidrégeno (H-O.) que se forma durante la noche (Galan y Fernandez, 2006).

Por otra parte, el SO, fue el gas que se presentd en mayor concentracion en la
siguiente grafica (Figura 33) se observa el comportamiento que se presentd

durante el estudio.

La concentracion de didéxido de azufre como contaminante atmosférico no debe
rebasar el limite maximo normado de 288 ug m™ o 0.110 ppm promedio en 24
horas, una vez al afo, para proteccién a la salud de la poblacion. Sin embargo, en
Tlaxcoapan este valor fue sobrepasado en 3 ocasiones, de acuerdo a lo
especificado en la NOM-022-SSA1-2010.
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Figura 32. Concentracion de NO; en los sitios de estudio.
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La concentracién del promedio de ocho horas de diéxido de azufre (SOy), debe ser
menor o igual a 524 ug m™> o 0.200 ppm promedio horario para no ser rebasado
dos veces al afno. Sin embargo, durante este estudio en Tlaxcoapan este valor fue

rebasado en una ocasion.
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Figura 34. Concentracion promedio (8 h) de SO- en los sitios de estudio.

Esta misma norma también especifica que la concentracién de didéxido de azufre
como contaminante atmosférico no debe rebasar el limite maximo normado de 66
ug m™ 0 0.025 ppm promedio anual para proteccion a la salud de la poblacién; sin
embargo no se cuenta con la suficiente cantidad de datos para validar este punto.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados mostraron que Tlaxcoapan si es un sitio receptor de contaminantes
generados en el corredor industrial TVA. Por otra parte, Actopan también presentd
concentraciones importantes de algunos contaminantes, contrario a lo que se
esperaria de un sitio control, por lo que seria interesante determinar el origen de la

contaminaciéon en este sitio.

De acuerdo con la normatividad internacional vigente, la calidad del aire en
Tlaxcoapan y Actopan, no cumple la mayor parte del tiempo con los estandares
establecidos en cuanto a concentracion de PMj,. También es evidente que la
normatividad mexicana debe continuar revisandose y elevando sus niveles de

exigencia para salvaguardar la salud de la poblacion.

En cuanto al biomonitor, se corrobor6 la utilidad de T. usneoides para reflejar
cambios de algunos contaminantes atmosféricos en un amplio rango de
concentraciones. Asi mismo, se confirmé la capacidad de acumulacion de Cay Pb
de T. usneoides, lo que hace de estos dos elementos buenos biomarcadores de
exposicion en este biomonitor. En los que respecta a los biomarcadores de efecto,
las clorofilas, el acido ascorbico y la actividad POD podrian ser empleados como
tales en este biomonitor, una vez que se determine el rango de concentraciones

en que no se ve afectada su biosintesis o funcionamiento por los contaminantes.

También se encontr6 que los metales que se correlacionaron con la produccion de
las clorofilas, el acido ascorbico y la actividad POD, fueron Pb, Ca, Fe, Mn, Mg y
Cu. Dado lo anterior, seria interesante confirmar si la actividad POD se ve
afectada a determinadas concentraciones de los elementos de estudio con los que
presentd correlaciones negativas, principalmente Pb y Ca serian de interés, el
primero por su caracter téxico y el segundo por su abundancia en la zona de
estudio.

Un experimento bajo condiciones controladas, en una cadmara de crecimiento
vegetal, aportaria informacién importante, como el intervalo de concentraciones de

contaminantes en que las clorofilas, el acido ascorbico y la actividad POD son
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utiles como biomarcadores. Un experimento de este tipo también permitiria
confirmar el posible efecto inhibitorio de los gases NO, y SO, sobre la produccién

de clorofilas.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Dispersidn de contaminantes en la zona de estudio.
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Figura 35. Dispersion de contaminantes desde el sitio emisor.

Tomado de De Foy et al., 2007.
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Figura 36. Dispersién de contaminantes del sitio emisor (Atitalaquia).
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Anexo 2.

Figura 38. Muestra de planta del experimento 2 con viabilidad.
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Anexo 3. Correlaciones entre los contaminantes y los parametros biol6gicos en el biomonitor.

Tabla 10. Correlaciones entre los contaminantes y los parametros biolégicos en el biomonitor en Actopan en el
experimento 1.

Cloa Clob Proteina aa POD NR SOD TCu TPb TZn TMn TMg TFe TCa
Cloa 1 0.862° -0.472 0.898 0509 0.092 0871 0236 0.890 0699 0218 0.889 0.643 0.845

Clob 1 0841 0996° 0404 0269 0989 0406 0992° 0760 0073 0993 0495 0.987"
Proteina 1 -0.793  -0.242 -0.549 -0.801 -0.466 -0.814 -0.607 0.121 -0.817 -0.303 -0.869
aa 1 0.410  0.217 0.987 0.358 0.994 0.748 0.077 0.994 0520 0.979"

POD 1 0.266 0.624 0.418 0.460 0.825 0.773 0.459 0.845  0.421

NR 1 0.343 0.444 0287 0.295 -0.080 0.292 0.315 0.406

soD 1 0.895 0.996 0959 0.611 0.996 0.519 0.993"

TCu 1 0.340 0.723 0597 0.345 0.012 0.402

TPb 1 0.757 0.072 1.0000 0.591 0.989"

TZn 1 0.677 0.758 0.614 0.743

T™Mn 1 0.072 0.346 0.026

T™Mg 1 0.588 0.990"

TFe 1 0.546

TCa 1

*La correlacion es significante al nivel 0.05 (bilateral).
**La correlacién es significativa al nivel 0.01 (bilateral).
Cloa: Clorofila a

Clob: Clorofila b

aa: acido ascorbico

T: elementos en Tillandsia usneoides
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Tabla 11. Correlaciones entre los contaminantes y los parametros bioldgicos en el biomonitor en Tlaxcoapan en el

experimento 1.
Cloa Clob Proteina aa POD NR SOD TCu TPb TZn TMn TMg TFe TCa

Cloa 1 0773 -0127 0745 0718 0.205 -0.577 0.745 0.739 0.743 -0.558 0.731 -0.767 0.726
Clob 1 -0.674 0.986 0.815 0626 -0.516 0.992° 0.988" 0.992" -0.945 0.987 -0.980 0.989"
Proteina 1 -0.737 -0.372 -0.814 0.042 -0.736 -0.745 -0.734 0.859 -0.752 0.727 -0.759

aa 1 734 0.658  -0.401 0.998" 0.999° 0.999  -0.957 0.999 -0.997 0.995

POD 1 0229 0911 0.764 0.755 0.754 -0.658 0.738 -0.737 0.760

NR 1 0.065 0662 0659 0663 -0.819° 0.675 -0.654 0.692

soD 1 -0.442 -0.430 -0.427 0.313 -0.405 0.414 -0.441

TCu 1 1.000° 1.000° -0.961" 0.999  -0.996 0.999"
TPb 1 0.999° -0.961" 1.000° -0.997  0.998

TZn 1 -0.962° 0.999° -0.995 0.997"

TMn 1 -0.965  0.947° -0.970"

TMg 1 -0.996° 0.998"

TFe 1 -.994"

TCa 1

*La correlacién es significante al nivel 0.05 (bilateral).
**La correlacion es significativa al nivel 0.01 (bilateral).
Cloa: Clorofila a

Clob: Clorofila b

aa: acido ascérbico

T: elementos en Tillandsia usneoides
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Tabla 12. Correlaciones entre los contaminantes y los pardmetros biolégicos en el biomonitor en Actopan durante el experimento 2.

Cloa  Clob Proteina aa POD NR SOD TPb TMn TFe TZn TCu TMg TCa MPMn MPZn MPCu MPMg MPFe MPPb MPCa NO, SO,
Cloa 1 0.959* 0.195 -0.224 0.247  -0.493** 0.09 0.297 -0.272 -0.155 0.327 0.355 -0.075 -0.437* 0.297 0.029 -0.251 -0.156 -0.112 0.366 0.183 -0.368* -0.022
Clob 1 0.265 -0.145 0.214 -0.608**  0.152 0.332 -0.173 -0.176 0.467* 0.505* 0.012 -0.284 0.371 0.154 -0.185 -0.156 -0.043 0.315 0.277 -0.378* -0.039
Proteina 1 -0.468** -0.586* -0.574* 0.294 -0.001 0.061 0.601** 0.467* 0.462* -0.154 0.051 0.225 -0.181 -0.138 -0.287 -0.029 -0.204 -0.099 -0.091 0.575™
aa 1 0.622**  -0.071 -0.343 0.076 0.385* -0.611** 0.131 0.176 0.514* 0.469** -0.363 0.646** 0.455* -0.025 -0.216 -0.204 0.607** -0.11 -0.630**
POD 1 0.086 -0.279 0.079 0.108 -0.647** -0.191 -0.148 0.316 0.216 0.138 0.383 0.341 0.171 0.166 0.687* 0.3 -0.028 -.686**
NR 1 -0.099 -0.076 -0.177 0.097 -0.579** -0.660** -0.215 -0.166 -0.486* -0.401* -0.191 0.274 0.103 -0.139 -0.455* 0.571* -0.112
SOD 1 0.175 0.009 0.275 0.299 0.288 -0.08 0.221 -0.113 -0.293 -0.400* 0.199 -0.057 -0.205 -0.297 0.306 0.133
TPb 1 -0.365* 0.016 0.575* 0.542* -0.076 -0.304 0.004 0.163 -0.081 -0.211 0.146 0.087 0.331 0.009 -0.163
TMn 1 -0.086 0.099 0.137 0.826™* 0.546™* -0.021 0.296 0.308 0.198 0.083 -0.456* 0.077 0.261 -0.139
TFe 1 0.126 0.047 -0.386* -0.173 -0.039 -0.565** -0.171 -0.233 0.05 -0.463* -0.502** 0.275 0.499*
TZn 1 0.992** 0.177 0.137 0.039 0.285 -0.01 -0.39 -0.137 -0.181 0.412* -0.211 0.044
TCu 1 0.223 0.178 0.097 0.354 0.036 -0.38 -0.123 -0.155 0.460* -0.272 0.024
TMg 1 0.308 -0.115 0.483** 0.296 0.336 0.332 -0.225 0.435* 0.179 -0.358
TCa 1 -0.067 0.331 0.286 0.12 0.018 -0.436* 0.002 0.133 -0.077
MPMn 1 0.641** -0.063 -0.215 0.332 0.397 0.139 -0.375 -0.131
MPZn 1 0.3 -0.198 0.606** 0.218 0.675** -0.400*  -0.452*
MPCu 1 0.195 0.147 -0.211 0.287 -0.219 -0.011
MPMg 1 0.345 -0.289 -0.313 0.185 0.024
MPFe 1 -0.04 -0.028 0.073 0.202
MPPb 1 0.443* -0.204 -0.151
MPCa 1 -0.415* -0.323
NO, 1 -0.029
SO, 1

*La correlacién es significante al nivel 0.05 (bilateral).

**La correlacion es significativa al nivel 0.01 (bilateral).

Cloa: Clorofila a
Clob: Clorofila b

aa: acido ascérbico

T: Tillandsia usneoides

MP: Material Particulado
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Tabla 13. Correlaciones entre los contaminantes y los parametros biolégicos en el biomonitor en Tlaxcoapan durante el
experimento 2.
Cloa Clob  Proteina aa POD NR SOD BPb BMn BFe BZn BCu BMg BCa Mn FZnLg Fcu FMg Ffe FPb Fca NO, SO,
Cloa 1 0.967** -0.463** 0.781** -0.256 -0.567* -0.185 -0.057 0.121 0.136 0.349 0.561**  -0.026 -0.073 0.068 -0.304 -0.418* -0.248 0.147 -0.477* 0.191 -0.128 0.158
Clob 1 -0.456*  -0.692** -0.238 -0.581* -0.207 -0.08 0.144 -0.202 0.432*  -0.468**  0.043 0.068 0.108 -0.237 -0.369 -0.274 0.269  -0.527** 0.233 -0.082 0.122
Proteina 1 0.536** 0.01 -0.162 -0.517**  -0.496™* -0.024 0.067 -0.595**  0.546** 0.189 -0.012 0.056 -0.039 0.472* 0.511* -0.22 0.762** -0.493* 0.055 -0.055
aa 1 0.395* -0.104 -0.136 -0.229 -0.046 0.011 -0.292 0.872* 0.168 0.318 0.032 0.467* 0.535* 0.285 0.105 0.560** -0.162 0.039 -0.23
POD 1 -0.424 0.178 -0.075 0.12 0.162 -0.236 0.476* 0.142 0.246 0.143 0.393 -0.078 0.025 0.222 0.356 0.083 0.094 -0.094
NR 1 0.469* 0.602** -0.164 -0.1 -0.385 -0.814** -0.514* -0.916** -0.296 0.327 0.11 -0.314 0.84-11** 0.005 -0.376 -0.029 -0.169
SoD 1 0.594*  0.117 0.242 0.08 -0.294 -0.153 -0.124 0.035 0.362 -0.416* -0.247 -0.199 -0.271 0.067 0.147 -0.239
TPb 1 -0.02 -0.316 0.444* -0.455* -0.391* -0.158 -0.152 -0.053 -0.258 -0.592** -0.141 -0.486* 0.205 -0.039 -0.248
TMn 1 -0.007 0.153 0.077 0.749** 0.263 0.972** -0.021 -0.231 -0.308 0.203 -0.236 0.078 0.388* -0.217
TFe 1 -0.383* 0.023 -0.054 -0.128 -0.011 0.065 -0.254 0.430* -0.23 0.218 -0.229 0.1 -0.14
TZn 1 -0.28 0.116 0.425* 0.139 -0.133 -0.324 -0.704**  0.527** -0.645** 0.449* 0.05 0.136
TCu 1 0.371* 0.580** 0.191 0.467* 0.524* 0.418* 0.347 0.649** -0.245 0.128 -0.157
TMg 1 0.552** 0.882** 0.06 -0.163 0.2 0.431* 0.151 -0.139 0.452* 0.074
TCa 1 0.380* 0.256 -0.313 -0.467*  0.777**  -0.308 0.145 0.211 -0.038
TMn 1 -0.013 -0.241 -0.284 0.29 -0.218 0.056 0.441* -0.134
TZn 1 0.2 -0.016 -0.021 0.29 0.011 -0.078 -0.167
MPCu 1 0.325 -0.079 0.373 0.035 -0.135 -0.094
MPMg 1 -0.238 0.411* -0.173 -0.076 -0.303
MPFe 1 -0.417* 0.990* 0.072 0.108
MPPb 1 -0.34 -0.26 0.106
MPca 1 -0.18 0.149
NO, 1 -0.18
SO, 1

*La correlacién es significante al nivel 0.05 (bilateral).
**La correlacion es significativa al nivel 0.01 (bilateral).

Cloa: Clorofila a
Clob: Clorofila

aa: acido ascorbico

T: Tillandsia usneoides

MP: Material Particulado
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