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Resumen

Prosopis laevigata es una especie forrajera, que se ha reconocido como acumuladora de
metales pesados (MP), entre ellos Pb, Cr, Ni y Cd, sin embargo, los estudios se han
realizado en forma individual para cada MP. El objetivo de este estudio fue determinar el
contenido y numero de metales pesados (MP) que puede bioacumular P. laevigata,
creciendo en medios artificialmente contaminados por MP de forma simultanea. Semillas
de P. laevigata se cultivaron asépticamente durante 50 dias en medio de cultivo Murashige
& Skoog suplementado con 50 mg/L de Pb, Cr, Ni y Cd de forma individual, asi como en
mezclas de 2, 3 y 4 metales, bajo la misma concentracion. Los datos obtenidos mostraron
que las semillas de P. laevigata, fueron capaces de germinar bajo todos los tratamientos
evaluados, mientras que el crecimiento y la sobrevivencia disminuyeron al incrementar el
namero de MP incluidos en el medio de cultivo. El contenido de agua fue menor en los
tratamientos evaluados, comparados con el tratamiento control. El indice de tolerancia (IT)
solo fue significativamente menor en las plantulas expuestas a PbCdNi (0.16), mientras que
los otros tratamientos tuvieron igual o menor IT que el control, destacando el tratamiento
conteniendo Pb con el significativamente mayor IT (0.85). Respecto a la acumulacién de
metales en los tejidos, en general, se observdé mayor acumulacién en raices que en tallos,
siendo Pb y Ni, los metales que presentaron mayor bioacumulacion en los tallos (785 mg/kg
de Pb y 734 mg/kg de Ni); para el caso de las raices, Cr fue el metal significativamente
mayor acumulado (6898 mg/kg de Cr). Por otro lado, en el factor de bioacumulacion
determinado, cuando solo se encontraba un MP en el medio de cultivo, el Pb mostré los
mayores valores (FB=15.71), y al incrementar el nimero de MP, el Ni mostré valores de
FB=20.7. Por otro lado, el Cd es el metal con mayor capacidad de translocarse de la raiz a
la parte aérea cuando solo esta presente un MP (FT=0.55), y al incrementar el nUmero de
MP, el Ni fue el MP con mayor FT (0.96). P. laevigata puede ser considerada como potencial
hiperacumuladora de mas de un MP y al ser consumida por el ganado, podria significar un

riesgo para la salud humana.
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Capitulo 1
Introduccidén

Los suelos, especialmente los que se encuentran cerca de zonas metaliferas, plantas de
moldeo de metales y tratamiento de residuos, estan fuertemente contaminados con metales
pesados (MP), incluyendo el cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), plomo (Pb) y zinc (Zn)
(Boularbaha, et al., 2006). Los metales pesados son altamente toxicos para los seres vivos
y en general para el medio ambiente, su toxicidad es influenciada por los factores
medioambientales asi como por la presencia de otros metales (Moutschen, 1985).

La contaminacién del suelo con metales pesados es un grave problema ambiental global
gue presenta riesgos para humanos, animales, microbios y plantas. La contaminacion de
los suelos agrondémicos con metales pesados y su impacto negativo en los sistemas
agricolas son, por tanto, actualmente el foco de atencién por parte de los ambientalistas de
todo el mundo. Esto se debe a que el suelo es un sistema activo y dinamico donde muchas
actividades quimicas, fisicas y biolégicas estan ocurriendo constantemente (Ademorati,
1996).

Muchos metales pesados son potenciales carcinogénicos (Kim, et al., 2009) y pueden
causar disfuncién y dafio de 6rganos. El departamento de Salud y Servicios Humanos de
EE. UU. (2011), la Organizacion Mundial de la Salud, el Centro Internacional de
Investigaciéon de Cancer (2012), USEPA / IRIS (2012) y California EPA (2011) han
declarado arsénico (As), Cd, Cr, niquel (Ni) y Pb como cancerigenos humanos. Los efectos
toxicoldgicos a los seres humanos por el consumo de alimentos contaminados con metal
se basan en varios factores, incluyendo formas quimicas de los metales pesados, dosis,
via de exposicioén, tiempo, frecuencia, la edad, el género, la fuente nutricional y biolégica de

la especie (Caussy, et al., 2003).

Debido a los efectos en el medio ambiente y a la salud humana, es importante sumar

esfuerzos para la recuperacion de las zonas contaminadas. Los métodos fisicoquimicos
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empleados para la remediacién de suelos contaminados con metales pesados, tales como
el lavado, la remocion, transporte y entierro, son técnicas costosas y que pueden generar
severos disturbios en el medioambiente. Uno de los tratamientos para la remediacion de
suelos contaminados por metales pesados incluye la fitorremediacion, que es el uso de
plantas para restaurar o estabilizar sitios contaminados, y aprovecha las habilidades
naturales de las plantas para acumular, estabilizar y/o degradar sustancias organicas e
inorganicas. En general, la fitorremediacion es mas apropiada para sitios contaminados
poco profundos, utilizando especies vegetales nativas aclimatadas al lugar y a las
condiciones ambientales. El uso de la vegetacion en sitios contaminados reduce la
exposicion de los humanos a la inhalacién directa del aire contaminado por metales
(Schnoor, et al., 1995). Esta estrategia incluye mecanismos para la fitorremediacién de

suelos como la fitoextraccién y la fitoestabilizacion.

La fitorremediacion ha tenido impacto en la recuperacion de zonas contaminadas, sin
embargo, uno de los problemas de la técnica es identificar especies con alta capacidad para
tolerar, crecer y/o bioacumular varios metales, ya que generalmente, las zonas

contaminadas presentan mas de un metal en alta concentracion.

De acuerdo a la NOM-147-SEMARNAT-SSA1-2004, las vias de exposicidn- proceso por el
cual el contaminante entra en contacto directo con el organismo receptor- pueden ser:
a. Ingestion: los contaminantes ingresan al organismo por via oral, e.g. la ingesta
accidental o habitual de suelo por nifios.
b. Inhalacién: los contaminantes ingresan al organismo por las vias respiratorias, e.g.
respirar aire con polvo proveniente de un suelo contaminado.
c. Contacto dérmico: los contaminantes ingresan al organismo a través de la piel, e.g.

por contacto constante y prolongado con aguas contaminadas.

Adicionalmente, hay un riesgo a la salud humana por consumo de vegetales locales,
cultivos de tubérculos y forrajes creciendo en suelos contaminados. En muchos paises, y
México no es la excepcion, los ganaderos emplean extensas zonas de praderas naturales
para la crianza de sus animales y cada vez son mayores debido a los cambios de hébitos
alimenticios en la poblacion al adquirir valores occidentales en todo el mundo, las personas
consumen mas carne y lacteos que en el pasado. Estas areas de pastoreo intenso,

actualmente incluyen numerosas zonas contaminadas donde se han determinado altos
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niveles de diversos metales téxicos (Cu, Cd, Cr, Zn, hierro (Fe), Ni, manganeso (Mn) y Pb),
en dichas areas se encuentran creciendo y desarrollando numerosas especies silvestres
donde las partes comestibles como frutos, semillas, hojas y ramas son consumidas por el
ganado. Existen reportes de especies vegetales que pueden acumular metales pesados
creciendo en zonas contaminadas y por ello exista el riesgo latente de la contaminacion de
la cadena alimentaria. El proceso de absorcion y acumulacion de los metales por diferentes
plantas, depende de la concentracion, tipo y nimero de metales presentes, disponibilidad
y solubilidad en el suelo y de las especies vegetales creciendo en estos suelos (Volke-
Sepulveda, et al., 2005). Prosopis laevigata (mezquite), es una especie vegetal que se ha
reportado como acumuladora de metales pesados (Cr, Pb, Cd y Ni) de manera
individualizada en cultivos in vitro (Buendia-Gonzélez et al. 2010 a, b).
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Contaminacion por metales pesados

La contaminacion del ambiente se produce por la incorporacion de cualquier tipo de
energia, organismo o sustancia, que afecta las caracteristicas de los ecosistemas,
modificando negativamente sus propiedades y su capacidad para asimilarlas o degradarlas.
Su entrada se realiza como consecuencia de las actividades antropogénicas, aunque

también se puede producir de forma natural (Delgadillo-L6pez, et al., 2011).

Las industrias especializadas en el proceso de metales (siderurgias y metallrgicas) pueden
emitir particulas de dimensiones micrométricas, que son facilmente transportables por el
viento a grandes distancias y causar problemas en la salud de poblaciones (Csuros &
Csuros, 2002). Los metales pesados son aquellos elementos quimicos que presentan una
densidad igual o superior a 5 g/cm® cuando estan en forma elemental o cuyo nimero

atomico es superior a 20 (Volke, et al., 2004).

México es uno de los paises de Latinoamérica que se encuentra localizado en una region
volcanica rica en minerales. La tradicion minera en el pais se remonta a la época
prehispénica, con la explotacién de yacimientos ubicados principalmente en las zonas de
Taxco, Pachuca, Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas, Estado de México y Querétaro.
El ejemplo més comudn de la contaminacion de suelos por actividades mineras en México
es la generada durante el beneficio del oro y la plata, realizado cominmente por
amalgamacion con Hg y por cianuracion. En ninguno de los dos casos, es posible la
recuperacion total de los compuestos y/o elementos adicionados, por lo que es comdn

encontrarlos en los residuos del proceso (jales) en forma soluble (Gutiérrez, 2003).

Otra fuente importante de contaminacion por elementos potencialmente téxicos en México

es la actividad industrial. Desde el inicio de la industrializacion y hasta la actualidad, este
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tipo de actividades genera diversos tipos de residuos peligrosos que, ante la falta de una
regulacién juridica adecuada que los identificara como tales, se dispusieron en sitios
inadecuados como terrenos aledafios a las plantas industriales especialmente adquiridos
para ese propdsito, patios de las propias instalaciones industriales o bien, se depositaron
indiscriminadamente en barrancas, rios, basureros, terrenos baldios y cafiadas, entre otros
(SEMARNAT, 2004).

Algunas otras fuentes, subestimadas, que generan la contaminaciébn por metales y
metaloides son (Csuros & Csuros, 2002):

e Drenaje pluvial: en muchas ocasiones el drenaje pluvial de las ciudades puede
contener muchos metales, dependiendo del tipo de camino y material de
construccion de los mismos, de la cantidad de trafico, planeacién urbanista y uso de
suelo.

o Descargas y drenajes industriales: actualmente en México, existe normatividad que
regula las descargas de industrias; sin embargo, ciertas industrias pueden generar
residuos con concentraciones mayores de metales por las caracteristicas de sus
procesos.

e Drenaje doméstico: transporta metales desechados por el metabolismo vy lixiviados
de los materiales de construccion de las tuberias (Cu, Pb, Zn, Cd, Fe, Mn, Cr, Ni,
Co, Bo y As). Los tratamientos convencionales para aguas residuales, remueven
hasta 50% de los metales contenidos, dejando una carga considerable de metales
en el agua tratada, ademas de concentrar los metales removidos en los lodos de
tratamiento.

¢ Rellenos sanitarios: el lixiviado que se produce en los rellenos sanitarios
normalmente contiene metales como Cu, Zn, Pby Hg.

¢ Quema de combustibles fésiles: es la principal fuente de metales hacia la atmdésfera

y fuente potencial de contaminacién de cuerpos superficiales de agua.

2.2. Zonas contaminadas por metales pesados

Debido al procesamiento de los recursos minerales, se han generado grandes cantidades
de residuos sélidos, liquidos y gaseosos que han ocasionado una gran cantidad de sitios
contaminados a lo largo de todo el pais. Un ejemplo se encuentra en el estado de Morelos

en donde, por varias décadas, se explotd principalmente plata (Ag), Pb y Zn. Los distritos
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mineros mas explotados en el estado, por sus contenidos de minerales metalicos, se ubican
en el municipio de Tlaquiltenango. Un ejemplo mas particular de esta problematica, se
encuentra en la comunidad de Huautla, en donde, ademéas de la riqueza natural en
minerales azufrados de Pb y Ag en la zona, como consecuencia de la actividad minera, se
estima que existen alrededor de 780 mil toneladas de residuos (SEMARNAP, 2000), en los
cuales el principal contaminante es el plomo, ademas de otra cantidad de material no
procesado rico en Pb, Cd y Mn. Estos materiales se encuentran dispuestos a la intemperie
y al borde de una serie de pequefios arroyos que forman el Arrollo Grande que desemboca
en el Rio Amacuzac (Velasco, et al., 2004).

México tiene una larga historia minera, por lo que existen numerosos sitios contaminados
por esta actividad (Tabla 1), Nuevo Leén y Coahuila son dos de los estados de la Republica
Mexicana con mayor numero de sitios con residuos provenientes de actividades minerales,
contaminando con escorias de fundicién, aluminio, Pb, Cd, Ni, cianuros, jales y metales

pesados.

Algunos otros ejemplos de casos de contaminacion por metales en México, son: (i) Pb en
Torredn, Coahuila; (i) Cr en Tultittan, Estado de México; (iii) jales mineros (conteniendo
diferentes metales) en una gran cantidad de distritos mineros en diferentes estados de la
Republica, como son Baja California Sur, Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, México, Morelos,
Nayarit, Nuevo Leodn, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas y Zacatecas, entre algunos otros
(Velasco, et al., 2004).

2.3 Efectos de los metales pesados en el ambiente y la salud humana

El impacto ambiental causado por la contaminacion por metales, depende de la capacidad
de acomplejamiento de estos con el suelo y agua, asi como de las condiciones
fisicoquimicas y bioldgicas del entorno, los cuales pueden cambiar el estado de oxidacion
de los metales. El cambio de estado de oxidacién y el pH pueden incrementar o disminuir
el riesgo potencial de biodisponibilidad de un metal en el suelo (USEPA, 2001). En el caso
particular de los suelos, si los metales se encuentran biodisponibles, pueden afectar la

fertilidad y/o uso posterior de los mismos (Volke, et al., 2004).
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Tabla 1. Sitios abandonados e ilegales, contaminados con residuos peligrosos
generados por laindustria minera.

Estado’ Principales residuos provenientes de actividades mineras” No. de sitios
Baja California Metales pesados, polvo de fundicion 8
Baja California Sur  Jales, escorias de fundicion 2
Coahuila Metales pesados, jales 15
Guanajuato Metales pesados, escorias de fundicion 10
Hidalgo Escorias de fundicion 6
Jalisco Tierras de blanqueo, residuos de baterias 7
México Escorias de fundicion 10
Nayarit Jales 5
Nuevo Ledn Escorias de fundicién, aluminio, plomo, cadmio, niquel, cianuros 22
San Luis Potosi Esconias de fundicion, niquel 10
Tamaulipas Esconas de fundicién 8
Veracruz Azufre 8
Zacatecas Jales, metales pesados 9

4 Solamente se mencionan los estados en los que se han identificado sitios contaminados con residuos mineros
b Solamente se mencionan los residuos generados por la industria minera

Fuente: Semarnat/PROFEPA. Informe Trianual, 1995-1997, México, 1998.

Los suelos que quedan tras una explotacion minera contienen todo tipo de materiales
residuales, escombros estériles, entre otros, lo que representa graves problemas para el
desarrollo de la cubierta vegetal, las caracteristicas afectadas mas notables son las
siguientes: clase textural desequilibrada, ausencia o baja presencia de la estructura edéfica,
propiedades quimicas andmalas, disminucién o desequilibrio en el contenido de nutrientes
fundamentales, ruptura de los ciclos biogeoquimicos, baja profundidad efectiva, dificultad
de enraizamiento, baja capacidad de cambio, baja retencién de agua y presencia de
compuestos téxicos (Garcia & Dorronsoro, 2002).

Dentro de los metales pesados, los denominados oligoelementos, y que pueden servir como
micronutrientes para los cultivos, ya que son requeridos en pequefias cantidades y son
necesarios para que los organismos completen su ciclo vital. Pasado cierto umbral se
vuelven téxicos. Como el boro (B), cobalto (Co), Cr, Cu, molibdeno (Mo), Ni, Fe, selenio
(Se) y Zn y el metaloide As. También hay metales pesados sin funcién biol6gica conocida,
cuya presencia en determinadas cantidades en seres vivos provoca disfunciones en el
funcionamiento de sus organismos. Resultan altamente téxicos y presentan la propiedad

de acumularse en los organismos vivos, elementos tales como el Cd, mercurio (Hg), Pb,
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antimonio (Sb), bismuto (Bi), estafio (Sn), talio (TI) (Garcia & Dorronsoro, 2005). Para que
un ién de alguno de los elementos tenga un efecto fisioldgico o téxico sobre un organismo,
primero debe entrar a la célula. Los cationes metdalicos divalentes (Mn?*, Fe?*, Co?*, Ni?*,
Cu?* y Zn?*) son estructuralmente muy similares entre si; todos ellos tienen diametros
ibnicos entre 138 y 160 pm y una doble carga positiva. De esta manera, por su semejanza
estructural, ciertos cationes metdlicos divalentes pueden desplazar a otros con funciones
fisioldgicas importantes en la célula. Por ejemplo, si el Zn?* es reemplazado por Ni?*, o el
berilio?* (Be?*) por Mn?* en enzimas, éstas se desactivan y pierden su funcién. La sustitucion
de calcio?* (Ca?*) por otros metales en proteinas de la membrana provoca desérdenes
funcionales (Nies, 1999).

Los metales pesados se encuentran generalmente como componentes naturales de la
corteza terrestre, en forma de minerales, sales u otros compuestos. No pueden ser
degradados o destruidos facilmente de forma natural o bioldgica y no tienen funciones

metabdlicas especificas para los seres vivos (Abollino, et al., 2002).

La toxicidad de los metales pesados depende de la concentracion, la forma quimica y la
persistencia (tiempo que tarda un contaminante en transformarse en una forma no téxica).
Un elemento indispensable para un ser vivo en concentraciones traza puede llegar a ser
téxico en concentraciones elevadas. La toxicidad est4 causada frecuentemente por la
imposibilidad del organismo afectado para mantener los niveles necesarios de excrecion.
Los metales pesados estan considerados como muy peligrosos para los seres vivos en
general, pues poseen una gran toxicidad, en parte debido a su elevada tendencia a
bioacumularse (Navarro-Avifio, et al., 2007).

La bioacumulacién significa un aumento en la concentracion de un producto quimico en un
organismo vivo en un cierto plazo de tiempo. Comparada a la concentracién de dicho
producto quimico en el ambiente (Angelova, et al., 2004). En un pequefio grado se pueden
incorporar a organismos vivos (plantas y animales) por via del alimento y lo pueden hacer
a través del agua y el aire como medios de translocacion y dependiendo de su movilidad

en dichos medios (Lucho, et al., 2005a).

Todas las plantas absorben metales del suelo donde se encuentran pero en distinto grado,

dependiendo de la especia vegetal, y de las caracteristicas y contenido en metales del
11
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suelo. Las plantas pueden adoptar distintas estrategias frente a la presencia de metales en
su entorno (Barcel6 & Poschenrieder, 2003). En las plantas, la asimilacion de metales
ocurre principalmente a través del sistema de raices, en las cuales se encuentran la mayoria
de los mecanismos para prevenir la toxicidad de los metales. El sistema de raices provee
una enorme area superficial que absorbe y acumula el agua y los nutrientes esenciales para
el crecimiento. Las raices de las plantas causan cambios en la interfase suelo-raiz, mientras
eliminan compuestos inorgénicos y orgénicos (exudados de la raiz) en el area del suelo
inmediatamente alrededor de las raices (la rizosfera). Los exudados de las raices afectan
el numero y la actividad de los microorganismos, la segregacion y estabilidad de las
particulas del suelo alrededor de la raiz, y la disponibilidad de los elementos. Ademas
pueden incrementar (movilizar) o disminuir (inmovilizar) directa o indirectamente la
disponibilidad de los elementos en la rizosfera (Villas, et al., 2004). La movilizaciéon e
inmovilizacion de los elementos en la rizosfera pueden ser causadas por: 1) cambios en el
pH del suelo, 2) eliminacién de sustancias que forman complejos, como las moléculas
gquelantes de los metales, 3) cambios en el potencial éxido-reduccién y, 4) la actividad

microbiana (Villas, et al., 2004).

Los metales pesados como el Cd, Hg, Pb, Cry el platino (Pt) estan altamente presentes en
el ambiente. Por desgracia, estos elementos no esenciales son téxicos a concentraciones
muy bajas, no son biodegradables y presentan una vida-media muy larga. Asi, la exposicion
a metales pesados es potencialmente peligrosa. Porque tienen la capacidad de reabsorber
y acumular los metales divalentes, los rifiones son unos de los principales 6rganos blancos
de la toxicidad de los metales pesados. Se ha demostrado que las intoxicaciones agudas y
cronicas pueden ambas, causar nefropatias con niveles de gravedad que van desde
disfunciones tubulares con el Sindrome de Fanconi hasta una severa insuficiencia renal

teniendo a veces como consecuencia la muerte (Barbier, 2009).

La exposicion al Cd se ha asociado con diferentes enfermedades como la hipertension y se
sabe que produce nefropatia. EI Cd (ll), es un metal pesado toxico asociado con las
operaciones mineras e industriales de Zn, donde el cadmio se ha utilizado para evitar la
corrosion de la maquinaria. Resultando en la transmision de cadmio por el aire,
representando un peligro significativo para la salud. Por otra parte, las principales fuentes
antropogénicas de Cd (mineria, fundicion y acabado de metales) a menudo contienen otros

metales tales como Cr, Pb, Ni, selenio (Se), As y Zn que con frecuencia contaminan el suelo
12
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y el agua (Adriano, 2001). La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos
ha clasificado el Cd como contaminante Grupo B1, lo que significa que es un probable

carcinégeno humano, si se supera un limite permisible en agua de 5 ppb (Peer, et al., 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud ha determinado que el Cr(VI) es un carcin6geno
humano y la EPA lo ha clasificado como contaminante Grupo A, es decir, cancerigeno
humano por exposicion via inhalacion, si se supera un limite permisible de Cr total en agua
de 100 ppb (Peer, et al., 2005). En forma de Cr(lll) es un nutriente esencial y es
relativamente no-toxico para el hombre. Sin embargo, el Cr(VI) es un peligro para la salud
de los humanos. Algunos problemas de salud que son causados por el Cr(VI) son:
erupciones cutaneas, malestar de estdmago y Ulceras, problemas respiratorios,
debilitamiento del sistema inmune, dafio de los rifilones e higado, alteracién del material

genético y cancer de pulmén (WHO, 1988).

En el ser humano, el Pb puede tener una amplia variedad de efectos biolégicos segun el
nivel y la duracion de la exposicion. Se han observado efectos en el plano subcelular y
efectos en el funcionamiento general del organismo que van desde la inhibicion de las
enzimas hasta la produccion de acusados cambios morfoldgicos y la muerte. Como
resultado de los efectos del Pb en el sistema hematopoyético disminuye la sintesis de la
hemoglobina y se ha observado anemia en nifios a concentraciones de Pb-H superiores a
40 ug/dL. Por razones neuroldgicas, metabdlicas y comportamentales, los nifios son mas
vulnerables a los efectos del Pb que los adultos (WHO, 1995). Los efectos del Pb en la
funcion reproductora masculina se limitan a la morfologia y el numero de los
espermatozoides. En cuanto a la femenina, se han atribuido al Pb algunos efectos adversos
en el embarazo (WHO, 1995).

2.4 Tecnologias de remediacion de metales pesados
En general, los mecanismos involucrados en la remocién de contaminantes son de tres
tipos (Delgadillo-L6pez, et al., 2011):

e Fisicos: sedimentacion, filtracion, adsorcion, volatilizacion

e Quimicos: precipitacion, hidrdlisis, reacciones de o6xido-reduccion o fotoquimicas

e Biologicos: resultado del metabolismo microbiano, del metabolismo de plantas o de

proceso de bioabsorcion.

13



Lic. Quimico en Alimentos | 2016

Recientemente, la fitorremediacién, el uso de plantas para inmovilizar o extraer MP, ha

tenido gran impacto en la recuperacion de zonas contaminadas con metales pesados.

2.4.1 Fitorremediacion

Es un conjunto de tecnologias que reducen in situ o ex situ la concentracion de diversos
compuestos a partir de procesos bioquimicos realizados por las plantas y microorganismos
asociados a ellas. La fitorremediacion utiliza las plantas para remover, reducir, transformar,
mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes (Kelley, et al., 2000). Estas
fitotecnologias ofrecen numerosas ventajas en relacién con los métodos fisicoquimicos que

se usan en la actualidad, e.g. su amplia aplicabilidad y bajo costo (Tabla 2).

Tabla 2. Ventajas y desventajas de la fitorremediacion

1. Se puede realizar in situ y ex situ. 1. En especies como los arboles o

2. Se realiza sin necesidad de transportar arbustos, la fitorremediacion es un
el sustrato contaminado, con lo que se proceso relativamente lento.
disminuye la  diseminacion de 2. Se restringe a sitios de contaminacion
contaminantes a través del aire o del superficial dentro de la rizésfera de la
agua. planta.

3. Es una tecnologia sustentable. 3. El crecimiento de las plantas esti

4. Es eficiente tanto para contaminantes limitado por concentraciones toxicas de
organicos como inorgénicos. contaminantes, por lo tanto, es

5. Es de bajo costo. aplicable a ambientes con

6. No requiere personal especializado concentraciones bajas de
para su manejo. contaminantes.

7. No requiere consumo de energia. 4. Los contaminantes acumulados en

8. Sodlo requiere de practicas agronémicas maderas pueden liberarse  por
convencionales. procesos de combustion.

9. Es poco perjudicial para el ambiente. 5. No todas las plantas son tolerantes o

10. Actla positivamente sobre el suelo, acumuladoras.
mejorando sus propiedades fisicas y 6. La solubilidad de algunos
guimicas, debido a la formacién de una contaminantes puede incrementarse,
cubierta vegetal. resultando en un mayor dafio ambiental

11. Tiene una alta probabilidad de ser 0 migracién de contaminantes.
aceptada por el publico, ya que es 7. Se requieren areas relativamente
estéticamente agradable. grandes.

12. Permite el reciclado de recursos (agua, 8. En sistemas acudticos se puede
biomasa, metales). favorecer la diseminacién de plagas

tales como los mosquitos.

Fuente: (Delgadillo, et al., 2011)

Se han identificado una amplia diversidad de especies que se emplean para este fin.

Algunas de ellas, debido a su gran capacidad para acumular metales pesados, reciben el
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nombre de hiperacumuladoras. Estas plantas, deben acumular al menos 100 ug/g (0.01%
peso seco) de Cd y As; 1000 ug/g (0.1% peso seco) de Co, Cu, Cr, Niy Pb (Watanabe, et
al., 2000). Se deben considerar dos factores importantes para que una planta sea un buen
fitoextractor, su biomasay su eficiencia de bioconcentracion. A pesar de que existen plantas
hiperacumuladoras que son buenas candidatas para la fitorremediacion, muchas de ellas
poseen poca biomasa (Delgadillo-Lépez, et al., 2011). Los mecanismos de tolerancia varian
entre las distintas especies de plantas y estan determinados por el tipo de metal, eficiencia
de absorcion, translocacion y secuestro (Delgadillo-Lépez, et al., 2011).

Las fases del proceso por el cual las plantas incorporan y acumulan metales pesados son

las siguientes:

Fase I. Implica el transporte de los metales pesados al interior de la planta y después, al
interior de la célula. La raiz constituye el tejido de entrada principal de los metales, los
cuales llegan por difusién en el medio, mediante flujo masivo o por intercambio catiénico.
La raiz posee cargas negativas en sus células, debido a la presencia de grupos carboxilo,
gue interaccionan con las positivas de los metales pesados, creando un equilibrio dindAmico

que facilita la entrada hacia el interior celular, ya sea por via apoplastica o simplastica.

Fase Il. Una vez dentro de la planta, las especies metalicas son secuestradas o
acomplejadas mediante la unioén a ligandos especificos. Entre los quelantes producidos por
las plantas se encuentran los acidos organicos (acido citrico, oxalico y malico), algunos

aminodcidos (histidina y cisteina) y dos clases de péptidos: fitoquelatinas y metaloteinas.

Fase lll. Involucra la compartimentalizacion y detoxificacion, proceso por el cual, el

complejo ligando-metal queda retenido en la vacuola (Navarro-Avifié, et al., 2007).

La fitoextraccion o fitoacumulacion consiste en la absorcion de metales contaminantes
mediante las raices de las plantas y su acumulacion en tallos y hojas. El primer paso para
la aplicacion de esta técnica es la seleccion de las especies de planta mas adecuada para
los metales presentes y las caracteristicas de emplazamiento. Una vez completado el
desarrollo vegetativo de la planta el siguiente paso es cosecharlas y proceder a su

incineracion y traslado de las cenizas a un vertedero de seguridad. La fitoacumulacion se
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puede repetir ilimitadamente hasta que la concentracion remanente de metales en el suelo

esté dentro de los limites considerados como aceptables (Kumar, et al., 1995).

Una forma de conocer como puede ser afectada una planta en presencia de metales

pesados es mediante la determinacion de parametros de tolerancia como:

La densidad de la raiz en el perfil del suelo es indicador de resistencia y tolerancia a
condiciones de sequia, permitiéndole a los cultivos expresar su potencial de produccién de
biomasa (MS) y granos (Haggani & Pandey, 1994).

El contenido relativo de agua (CRA) es la expresion mas usada para medir el nivel de agua
de un tejido. Es una medida del contenido de agua respecto al total de agua que este puede
almacenar, se expresa como porcentaje y permite conocer el estado hidrico de la planta
(Acevedo, 2006).

La tasa de crecimiento relativo (TCR) se define como el incremento de biomasa por unidad

de biomasa y tiempo (Antlinez, et al., 2001).

El indice de tolerancia (IT) es la relacion entre la longitud radical de las plantulas que
crecieron en presencia del metal especifico adicionado y la longitud radical de las plantulas

crecidas en ausencia del metal (Labra-Cardon, et al., 2012).

Estudios demuestran el EDTA puede incrementar la absorcién de algunos metales, por ello
se evaluara su efecto en la acumulacion, pues por la flexibilidad de su molécula y la especial
disposicion espacial de sus atomos y grupos quimicos, actla como agente quelante
llegando a coordinarse octaédricamente con iones metalicos mediante el establecimiento
de seis grupos coordinados. La reaccion de quelacion que lleva a cabo el EDTA sobre iones
metalicos que forman parte de moléculas con actividad biol6gica, conlleva la inactivacion

de dichas sustancias y la inhibicion de su actividad bioldgica (Segura, et al., 1997).

2.4.2 Aplicacion del cultivo in vitro en la fitorremediacion
La explotacion del potencial de las plantas para remediacion ambiental esta restringida por
nuestro limitado conocimiento de las vias metabdlicas y mecanismos de tolerancia

involucrados. Aungue se han hecho progresos sustanciales en los recientes afios, se deben
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sumar esfuerzos para elucidar los mecanismos bioquimicos vy fisiolégicos involucrados en
las interacciones entre las células vegetales y los compuestos toxicos. Diversos sistemas
experimentales estan disponibles, entre ellos el uso de plantas transgénicas (Doran, 2009).
Se ha obtenido conocimiento a partir de estudios moleculares de plantas, lo que ha
conducido al desarrollo de algunos transgénicos prometedores que muestran una mayor
tolerancia, acumulacion y/o capacidad de degradacién para diversos contaminantes. Estos
han sido probados en estudios de laboratorio usando medios contaminados artificialmente
en lugar de los suelos de campo (Pilon, 2005). Por otro lado, el cultivo de tejidos vegetales,
ofrece el uso de extractos celulares, cultivos celulares desdiferenciados, cultivo de érganos
como raiz y tallos, explantes como discos de hoja, plantulas y plantas completas, evaluados
en sustratos contaminados bajo cultivos in vitro, con el objetivo de conocer los mecanismos

y potencial de las especies vegetales evaluadas (Doran, 2009).

La aplicabilidad de los cultivos in vitro depende del propdsito original de la investigacion. El
cultivo in vitro de células vegetales y de 6rganos se han aplicado en numerosos estudios
encaminados a identificar la capacidad de las células de las plantas para tolerar, asimilar,
desintoxicar, metabolizar y almacenar una variedad de contaminantes organicos y metales
pesados. Esto ofrece una evaluacion critica de la aplicacién de cultivos de tejidos vegetales
en la investigacion de la fitorremediacion. Eso identifica aquellas areas donde los cultivos
in vitro ofrecen el mayor potencial como dispositivos para el estudio practico de los procesos
y mecanismos de la fitorremediacion. También se describen las limitaciones inherentes en
el uso de cultivos de tejidos en lugar de toda la planta en los programas de investigacion
(Doran, 2009).

El cultivo de tejidos de plantas implica el crecimiento de las células vegetales y tejidos in
vitro en un ambiente libre de microorganismos. Células vegetales se cultivan en forma de
callo o suspension de células; érganos diferenciados, como las raices y los brotes también
se pueden propagar in vitro. Una vez establecidos estos cultivos in vitro, pueden propagarse
indefinidamente y estar disponibles bajo demanda. Por el contrario, los sistemas empleando
plantas enteras cultivadas ya sea en el suelo o hidroponico tienen una vida atil limitada y
cada planta necesita ser reemplazada y restablecida después de cada experimento. Por lo
tanto, el tiempo necesario para llevar a cabo investigaciones experimentales se puede
reducir sustancialmente con el uso de cultivos de tejidos en lugar de plantas enteras (Doran,
2009).
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Cultivos in vitro de plantas y manteniéndolos libre de contaminacién microbiana, pueden
ser utilizados para distinguir las respuestas y las capacidades metabdlicas de células de
plantas y las de los microorganismos normalmente presentes en los tejidos de la rizésfera
de plantas (Chaudry, et al., 2005).

La capacidad de incorporar a los cultivos in vitro, cantidades relativamente grandes de
contaminantes, que puedan no estar disponibles desde el suelo a niveles similares (Lucero,
et al., 1999) permite la recuperacion de metabolitos y compuestos intermedios en
cantidades adecuadas para analisis de espectrometria de masas o resonancia magnética
nuclear (Laurent, et al., 2007), proporcionando una significativa ventaja para la investigacion
bioquimica y metabdlica.

2.5 Prosopis laevigata

Prosopis laevigata, es el mezquite tipico del Centro de México, es la especie dominante en
Zacatecas, San Luis Potosi y centro y sur de Tamaulipas. Se distribuye en las isoyetas 300
a 900 mm, y en altitudes hasta de 2500 msnm. Se presenta en forma de arboles con altura
de 6 a 7 m, asi como arbustiva de 2 a 3 m; de su madera se fabrican muebles, puertas,
carretas, artesanias y hasta juguetes. También se le utiliza como combustible y sus frutos
se emplean intensivamente como forraje para ganado; el fruto también es consumido como

alimento por los habitantes de la regién (Maldonado & De la Garza, 2000).

2.5.1 Descripcién botanica de Prosopis laevigata

P. laevigata es un arbusto o arbol lefioso de copa redonda y aplanada, cuyo tallo se ramifica
a baja altura, en ocasiones al nivel del suelo. Alcanza hasta 12 a 14 m de altura. La madera
es dura y pesada, en el centro es café o negra, muy durable por su dureza y consistencia;
presenta flores en racimos de 4 a 10 cm de largo, color blanco verdoso, vainas rectas o
ligeramente curvas de 7 a 20 cm de largo por 8 a 15 mm de ancho, color amarillento a rojizo,
con semillas lisas color café claro de 8 a 10 mm de largo. Sus hojas son compuestas de
uno a dos pares, pinnadas con 20 a 40 foliolos de 5 a 10 mm de largo, color verde palido o
grisaceo. La raiz es profunda y las ramas presentan espinas laterales (Cedillo & Mayoral,
1997).

La clasificacion taxonémica de la especie es la siguiente:

Familia: Fabaceae (alt. Leguminoseae)
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Subfamilia: Mimosoidae

Género: Prosopis

Especie: Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. Ex Willd.) M. C. Johnst.

Sinonimias: Prosopis dulcis Kunth, Algorobia dulcis (Kunt) Benth, Mimosa rotundata Sessé

et Moc., Neltuma laevigata (Willd.) Britt. et Rose.

Respecto al crecimiento de Prosopis laevigata, éste se encuentra intimamente relacionado
con la profundidad del suelo y la disponibilidad de agua en el subsuelo. Por tal motivo, los
ejemplares que alcanzan mayor altura y grosor del fuste, se localizan en valles con suelos
profundos, asi como en los margenes de rios y arroyos, alrededor de los cuerpos de agua
y en sectores con drenaje de los escasos escurrimientos en zonas aridas y semiaridas
(Ruiz, 2011).

2.5.2 Distribucion de P. laevigata

La especie se desarrolla en zonas templadas, aridas y semiaridas, donde son muy comunes
las temperaturas extremas, entre 0 y 48°C, precipitaciones escasas. Prospera mejor en
suelos arenosos profundos de buen drenaje (Ruiz, 2011). Se localiza en el centro y sur de
México, en ambientes muy diversos que van desde los subhimedos hasta areas con
precipitaciones de 300 mm anuales o menos; se encuentra en los estados de Baja California
Sur, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz, Nuevo
Ledn, Querétaro, Aguascalientes, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Zacatecas,
Estado de México, Distrito Federal, Guerrero y Chiapas (INE, 1994).

2.5.3 Usos de P. laevigata

Uno de los recursos naturales mas utilizados por los habitantes del Altiplano potosino a
través del tiempo ha sido Prosopis spp. (mezquite) debido a los grandes beneficios
economicos y ecolégicos que presenta. El 96.5 % de los productores utiliza la vaina de
mezquite ya sea como forraje (durante los meses de diciembre a junio), alimento o para su
venta, sobresaliendo su uso en la alimentacion animal durante la época de estiaje; la
alimentacién del ganado se basa principalmente en agostadero y en menor medida en
alimento comercial y desperdicios de cocina. La produccién estimada de vaina de P.
laevigata es de 3.7 toneladas por hectérea, con una densidad promedio de 194 &rboles. El
mezquite es un recurso natural que sigue siendo ampliamente importante para los

habitantes del Altiplano potosino, sobresaliendo su uso dentro del desarrollo de las
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actividades pecuarias siendo una fuente nutricional para el ganado con beneficios para los
productores de bajos recursos (Ruiz, 2011). La colecta de vaina de mezquite por dia llega
a ser hasta 100 kg, asi mismo se compra vaina como complemento a lo recolectado. En lo
gue respecta a la venta sélo 4% lo hace, de éstos el 2% vende la vaina de mezquite entera
y 2% la vende molida; el precio es de 2 a 3 pesos entera y de 4 a 4.50 pesos molida. Por
ello, la vaina de mezquite es un recurso natural que sigue siendo importante para los

habitantes del Altiplano potosino (Ruiz, 2011).

En lo que respecta a la alimentacion humana la vaina se puede consumir entre otras
maneras como fruta fresca, fruta en almibar, pinole de mezquite, atole de mezquite, vino de
mezquite, entre otras. Las vainas de mezquite se han propuesto como una fuente de
alimentacién para consumo humano, ya que contienen grandes cantidades de
carbohidratos y el contenido proteinico de las semillas es similar al del frijol soya. La harina
hecha de semillas y vainas del mezquite mezcladas en pequefias cantidades con harina de
trigo ha sido probada en varias recetas que incluyen panes y galletas y han tenido

resultados favorables (Ruiz, 2011).

2.5.4. Estudios de fitorremediacion en P. laevigata

Recientemente se ha identificado a P. laevigata, como acumulador de Cr(VI) y Cd(ll) en
concentraciones de 0.0-3.4 mM de Cr(VI) (~0-176 mg/L) y 0.0-2.2 mM de Cd(ll) (~0-247
mg/L). Los metales pesados no interrumpieron el proceso de germinacion de la semilla
expuesta a esos MP, pero las plantulas fueron mas pequefias, con menos hojas y menos
raices secundarias. Las plantulas mostraron una acumulacién de 8,176 y 21,437 mg/kg de
Cdyde 5,461y 8,090 mg/kg de Cr de peso seco, en tallos y raices. Por lo cual, P. laevigata
puede ser considerado como un potencial hiperacumulador de Cd(ll) y Cr(VI) (Buendia-
Gonzélez, et al., 2010).

Asi mismo, se determind el crecimiento, sobrevivencia y acumulacién de Pb(Il) y Ni(ll) en
plantulas de P. laevigata, en una concentracion de 0.0-4.2 mM Ni(ll) (~0-246 mg/L) y 0.0-
3.0 mM Pb(ll) (~0-621 mg/L). Las plantulas mostraron una acumulacion en tallos y raices
de 2,582 y 3,895 mg/kg de Niy 27,300 y 40,666 mg/kg de Pb en base seca (b. s.) cuando
son cultivados con 1.26 mM de Ni (=73 mg/L) y 3.0 mM de Pb (~621 mg/L),
respectivamente. P. laevigata es una especie que crece en las zonas éridas, por lo que

tiene una fisiologia especializada que lo hace prosperar en un medio ambiente con
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extremas condiciones. Esto sugiere que P. laevigata posee el potencial genético para
responder en condiciones de desierto y otros tipos de estrés, tales como metales pesados

en suelos contaminados (Buendia-Gonzalez, et al., 2010).

En otro estudio, se obtuvieron plantulas via embriogénesis somatica. Con el fin de investigar
si las plantulas obtenidas retienen su capacidad de acumular una alta cantidad de metales
pesados, las plantulas (1.5-2.0 cm de longitud) se transfirieron a medio MS que contenia
0.5 mM de Cd, Cr, Ni o Pb (~56, 25, 29 y 103 mg/L, respectivamente). Todas las plantulas
fueron capaces de tolerar y crecer bajo la exposicidon a los diferentes metales pesados.
Ademas, la acumulacién de Cd fue significativamente mas alta que para el resto de MP,
mostrando una acumulacién de 5,688 y 14,473 mg/kg de Cd de peso seco en tallos y raices,
respectivamente. Estos resultados indican que la cantidad de metales acumulados por las
plantulas obtenidas via embriogénesis somatica eran 1.5 veces mas bajos que los
registrados en estudios previos con plantulas silvestres de P. laevigata cultivadas bajo
condiciones in vitro. Sin embargo, en este Ultimo estudio, la concentracién de MP en el
medio fue mayor que en el primer caso (Buendia-Gonzalez, et al., 2010). Por ello, los datos
indican que las plantulas de la embriogénesis soméatica pueden ser considerados como

hiperacumuladores de metales pesados (Buendia-Gonzalez, et al., 2011).
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Capitulo 3

Justificacién

En México, como consecuencia del desarrollo industrial, se registra una creciente
contaminacién ambiental, sobre todo a raiz de varios siglos de actividad minera y, desde
hace décadas, por la intensa explotacion petrolera. La industria minera es una de las
actividades econdmicas de mayor tradicion en México, la cual, es mayoritariamente
metalica y se dedica principalmente a la produccion de Cu, Zn, Ag y Pb (Velasco, et al.,
2004). El Pb, Cr, As, Cd y Hg, estan relacionados con problemas de salud como retrasos
en el desarrollo, varios tipos de cancer, dafios en el rifién, e incluso, con casos de muerte
(Muchuwei, et al., 2006). La fitorremediacion, que emplea a las plantas para remover,
contener o degradar contaminantes del suelo o agua, ha tenido impacto en la recuperacién
de zonas contaminadas, sin embargo, uno de los principales problemas de la técnica es
identificar especies con capacidad para tolerar, crecer y bioacumular varios metales de
forma simultanea, dado que las zonas contaminadas presentan mas de un metal en alta
concentracion. Se ha reportado que P. laevigata posee capacidad de acumular cantidades
importantes de metal pesado en sus tejidos cuando la planta es expuesta a medios de
cultivo artificialmente contaminados en un sistema in vitro. Por ello, el desarrollo de este
trabajo tuvo como finalidad generar informacién, sobre la tolerancia y acumulacién de la
mezcla de cuatro metales pesados (Pb, Cd, Niy Cr, en combinaciones de 2 MP, 3 MP y 4
MP, con y sin EDTA) en plantulas de P. laevigata bajo condiciones in vitro, para conocer el
potencial de absorcion de los MP, y con ello el posible riesgo de bioacumulacién en el

ganado que lo consume.
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Capitulo 4
Hipotesis

El contenido y numero de metales pesados que es capaz de bioacumular Prosopis
laevigata, posiblemente pueden identificarla como una especie fitorremediadora y si no
existe control, con riesgo potencial de contaminar la cadena alimentaria al ser consumida

por el ganado.

23



Lic. Quimico en Alimentos | 2016

Capitulo 5

Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar el contenido y nUmero de metales que bioacumulan, en la parte aérea, plantas
de Prosopis laevigata creciendo en medios artificialmente contaminados por diferentes
metales pesados de forma simultanea, y con ello el potencial riesgo del ganado, al consumir

la planta.
5.2 Objetivos particulares
o Establecimiento de cultivos asépticos, in vitro, de plantas de Prosopis laevigata.

e Evaluar el efecto de diferentes metales pesados en la germinacién de semillas de

P. laevigata creciendo en medios artificialmente contaminados.

e Evaluar el efecto de diferentes metales pesados en el crecimiento de plantulas de

P. laevigata creciendo en medios artificialmente contaminados.

o Determinar el contenido y nimero de metales pesados bioacumulados en tejido

aéreo y raiz de plantulas de P. laevigata.
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Capitulo 6

Metodologia

Selecciéon de
semillas de P.
laevigata

Escarificacion
de semillas

Desinfeccion
superficial de
semillas

Sembrado
aséptico en
medio MS
.\ modificado con
MP

Germinaciony
determinacién
de parametros
de tolerancia

Cosechay
// determinacion
| de longitud, PF,
| PSy contenido
de MP en
jidos (50
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6.1 Material vegetal

Vainas maduras de P. laevigata, fueron colectadas en el estado de San Luis Potosi, México
en el afio 2012. Las semillas fueron extraidas cuidadosamente de las vainas y
posteriormente fueron escarificadas mecéanicamente, mediante la remocion de un

fragmento lateral de la cubierta de la semilla.

6.1.1 Cultivos in vitro de P. laevigata

El estudio se realiz6 en cultivos in vitro para conocer el potencial de la especie vegetal
expuesta a los MP. Para el establecimiento del cultivo aséptico, posterior a la escarificacion,
las semillas se envolvieron en papel filtro para sumergirse en solucién de detergente (1%
p/v) durante 15 minutos en agitacion suave y constante. Se enjuagaron con agua corriente
hasta eliminar restos de jabdén y se transfirieron a una solucién de etanol al 70 % (v/v)
durante 30 segundos. Enseguida se introdujeron en una solucion de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 1.2% adicionando tween como tensoactivo (3 gotas por cada 100 ml de
solucién), durante 30 minutos, para finalmente en campana de flujo laminar, enjuagar con

agua estéril desionizada, al menos 3 veces.

Las semillas desinfectadas superficialmente, fueron sembradas en tubos de cultivo con
medio Murashige y Skoog (1962; MS) modificado, ya que algunas sales contenidas en el
medio MS original son propensas a reaccionar violentamente o formar precipitados al entrar
en contacto con metales pesados (Buendia-Gonzalez, et al., 2009), conteniendo 30 g/L de
sacarosa, 50 mg/L de cada metal (Pb, Ni, Cr, Cd), de forma individual, en mezcla de dos,
tres y cuatro metales. Para esta Ultima combinacién de metales, los medios fueron
enriquecidos con 0.5 uM de EDTA, éste ultimo para evaluar su efecto en la acumulacion,
estudios demuestran que puede incrementar la absorcion de algunos metales. Se ajust6 a
un pH= 5.8 con NaOH 1N antes de esterilizar los medios en autoclave a 121 °C durante 18
min. Los tubos de cultivo incluian un puente de papel filtro como soporte para la semilla y/o
plantula. Se utilizé6 medio liquido en lugar de un medio semisélido, ya que se ha reportado
gue la adicién de agares puede aumentar el contenido de Ni en el medio de cultivo en un
intervalo de 0.004-0.045 mmol/kg (George & Klerk, 2008). Las sales fuente de metales
empleadas fueron Pb(NOs),, NiCl;6H.0, K>Cr,O; y CdCl»;2%2H,O (Baker Analyzed,
Phillipsburg, NJ). Se realizaron soluciones stock de cada metal a una concentracion de
10g/L.

26




Lic. Quimico en Alimentos | 2016

6.2 Determinacion de los parametros de tolerancia

Las semillas y/o plantulas se observaron semanalmente, y a los 50 dias de cultivo fueron
cosechadas para determinar el porcentaje de germinacion, el porcentaje de sobrevivencia,
la longitud de tallo y raiz, asi como el peso fresco (PF). Posteriormente, los tejidos fueron
secados en estufa convencional a 60°C durante 72 horas, al término de este periodo, el
material fue pesado, el dato fue registrado como peso seco (PS). Con estos datos, se
determinaron parametros de tolerancia, densidad de la raiz (DR), contenido de agua (CA),
la tasa de crecimiento relativo (TCR) y el indice de tolerancia (IT), de acuerdo a las

siguientes relaciones:

Biomasa total (PS)yp
TCR(%) = 100
(%) Biomasa total (PS)controi X

Longitud de raiz yp

Longitud de raiz.ontror

Biomasa de raiz
DR (mgcm™) = (mg.PS)

Longitud de raiz cm

CA (%) = Peso Fresco (PF) — Peso Seco (PS) 100
o Peso Fresco (PF) x

6.3 Andlisis del contenido de metales en los tejidos vegetales y determinacién de
pardmetros de bioconcentracion

Las plantulas cosechadas a los 50 dias de edad, fueron separadas en secciones de tallo y
raiz y secadas como se indica en la seccion anterior. 100 mg de tejido seco y molido, fue
digerido con 5 ml de HNO3z concentrado y agua desionizada, en un horno de microondas
(CEM MARS-Xpress, CEM Corporation Mathews North Carolina). Al finalizar el proceso de
digestion, las muestras fueron aforadas a 10 ml con agua desionizada. El contenido total
de Cr, Pb, Cd y Ni en los tejidos vegetales se cuantific6 mediante un espectrometro de
absorcion atémica (Shimadzu AA-6300), por el método de flama. Las curvas estandar se
prepararon con soluciones estandar de Cr (0.1, 0.5, 3y 5 mg/L), Pb (1, 10, 20 y 30 mg/L),
Ni (0.1,5,10y 20 mg/L) y Cd (0.1, 1, 3y 5 mg/L) (J.T. Baker, Xalostoc México), las cuales
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mostraron coeficientes de correlacion (r?) de 0.9 o mejores. Todo el material de laboratorio

empleado fue lavado con HNOz 0.1 N antes de su uso.

Los datos de la concentracion del metal fueron empleados para determinar el factor de
bioacumulacién (FB) y el factor de translocacion (FT), los cuales estan definidos como:

/MP]parte aérea

[MP]medio de cultivo

FB

Doénde: MP= metal pesado (mg/kg)

El célculo del factor de bioconcentracion o bioacumulacion se hace para estimar la relacion
entre los residuos quimicos en las plantas y las concentraciones medidas en el medio donde

viven (suelo) (Mendieta & Taisigue, 2014).

FT = /MP]parte aérea
[MP ]ral’z

Doénde: MP= metal pesado (mg/kg)

Los factores de translocacion a los diferentes 6rganos vegetativos son el resultado de la
divisién de la concentracidn en el 6rgano de interés (tallo, hojas, flores, semillas o frutos)

entre la concentracion en la raiz (Mendieta & Taisigue, 2014).

6.4 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron en lotes de 5 tubos por tratamiento y por triplicado,
conteniendo una semilla por tubo de cultivo. Los datos obtenidos (germinacion,
sobrevivencia, longitud de la raiz y tallo, DR, CA, TCR, IT, FT y FB), fueron sujetos a un

andlisis de varianza, y la comparacion de medias, usando la prueba de Tukey (p<0.5).
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Capitulo 7

Resultados y discusion

7.1 Germinacidn y sobrevivencia de P. laevigata

Bajo el proceso de desinfeccion de la semilla evaluado, se lograron cultivos libres de
microrganismos. Prosopis laevigata fue capaz de germinar bajo todos los tratamientos
evaluados sin mostrar diferencias significativas con respecto al tratamiento control (100%)
(Fig. 1). Se ha reportado en otros estudios, que P. laevigata, mostré una germinacién del
100% en cultivos in vitro, independientemente de las concentraciones utilizadas de Cd(ll),
Cr(VD), Pb(ll) y Ni(ll), las cuales fueron de 0.0-2.2 mM (~0-247 mg/L), 0.0-3.4 mM (~0-176
mg/L), 0.0-3.0 mM (~0-621 mg/L) y 0.0-4.2 mM (~0-246 mg/L), respectivamente (Buendia-
Gonzélez, et al., 2010).

La germinacion de semillas es un buen indicador de la tolerancia de las plantas contra
agentes contaminantes (Carrillo-Castafieda, et al., 2002). Otros trabajos, han reportado una
significativa disminucién en el porcentaje de germinacion de semillas de Medicago sativa
(alfalfa; 50%) en medios conteniendo 10.0-40.0 mg/L de Cr(VI) (~0.1-0.7 mM), con respecto
al medio control (sin cromo), después de 14 dias de cultivo (Peralta, 2001).

Respecto a la sobrevivencia, los tratamientos conteniendo Cd, CrNi, PbCrNi, CrCdNi y
PbCrNiCd, aunque mostraron una disminucién en el porcentaje de sobrevivencia, no hubo
diferencia significativa entre los tratamientos y el control (sin MP) (Fig. 1). En general, la
morfologia de las plantulas se vio afectada al incrementar el numero de MP, ya que algunas
no lograron el desarrollo de hojas ni raices secundarias en el tiempo del cultivo (50 d), es

decir, sOlo se observo la emergencia de la radicula.
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Fig 1. Porcentaje de germinacion y sobrevivencia de P. laevigata en medios

contaminados con MP. Las barras representan la desviacion estandar (n=3).

El contenido relativo de agua (CRA) es otro parametro indicativo de la tolerancia de la planta
a MP, ya que puede ser alterada bajo estrés por MP. Los tratamientos con el CRA mas
afectados fueron Ni, Cd, PbNi, CrNi, CrCd, y PbCdNi (Fig. 2). Esto se ha reportado en un
estudio con semillas de Cosmos bipinnatus, las cuales se cultivaron in vitro durante 30 dias
con concentraciones de Cr(VI) de 0.0-2.0 mM (~0-103 mg/L), en donde el CRA para
plantulas cultivadas en 0.1-1.0 mM (~5.2-51.9 mg/L) de Cr(VI) no fue significativamente
diferente al del tratamiento control, pero una deshidratacién evidente se produjo en las
plantulas en presencia de 2.0 mM (~103 mg/L)de Cr(VI) (Santiago-Cruz, et al., 2014). El
Cr(Vl) pueden reducir el potencial hidrico y la tasa de transpiracion, también puede
aumentar la resistencia al transporte difusivo, impactando significativamente la absorcién

de nutrientes y agua por la planta (Chatterjee & Chatterjee, 2000).
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Fig 2. Contenido de agua de P. laevigata en medios contaminados con MP. Las barras

representan la desviacion estandar (n=3).

7.2 Crecimiento y desarrollo

La longitud de las plantulas expuestas a MP, fue afectada significativamente en todos los
tratamientos, con excepcion del medio conteniendo Pb, debido a que tuvieron un
crecimiento significativamente menor al control (sin MP), tanto en los tejidos de tallos como
en raices (Fig. 3). Ruiz-Huerta y Armienta-Hernandez (2012) evaluaron la acumulacion y
efecto de As, Pb, Zn, Cu, Fe y Cd, en el desarrollo de plantas de maiz (Zea mays L.)
variedad H-515, crecidas en un invernadero bajo condiciones controladas (temperatura,
humedad relativa y radiacién solar) por 30 y 70 dias, donde reportan, que las plantas de
maiz expuestas a las mayores concentraciones de As (456 y 3744 mg/kg) y metales
mostraron sintomas visibles de afeccion como necrosis, clorosis, adelgazamiento de las

hojas e inhibicién del crecimiento.

La captacion de metales pesados por raices puede ser un proceso tanto pasivo (no
metabdlico) como activo (metabdlico), estos mecanismos de captacion difieren
dependiendo del metal. EI Pb y el Ni son absorbidos pasivamente (Kabata-Pendias &
Pendias, 2001).
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Fig 3. Crecimiento de tallos y raices de P. laevigata en medios contaminados con MP.

Las barras representan la desviacion estandar (n=3).

7.3 Parametros de tolerancia

La densidad de la raiz (DR), es un parametro que puede ser afectado por la presencia de
los MP. En este estudio, la DR en los tratamientos conteniendo Ni, Cd, PbCrNiCd (con y sin
la adicion de EDTA) no tuvieron diferencia significativa con el tratamiento control (5.1, 4.9,
5.1y 5.3 mg/cm, respectivamente), y el resto de los tratamientos, registraron una densidad
de raiz mayor al tratamiento control, alcanzando un valor de 9.7 mg/cm en el tratamiento
PbCrCd (Fig. 4). Con la presencia simultdnea (mezcla) de metales pesados, sus efectos
pueden ser tanto toxicamente sinérgicos (la toxicidad aumenta al mezclarse) o antagonicos
(la toxicidad se reduce al mezclarse), por tanto existe cierta dificultad para predecir los
efectos reales de los contaminantes en el medio (Navarro-Avifio, et al., 2007). La densidad
de las raices es indicador de resistencia y tolerancia a condiciones de estrés, permitiéndole
a los cultivos expresar su potencial de producciéon de biomasa (MS) y granos (Haggani &
Pandey, 1994).
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Fig 4. Densidad de raiz de P. laevigata en medios contaminados con MP. Las barras

representan la desviacion estandar (n=3).

La tolerancia a elementos potencialmente téxicos (metales esenciales y no esenciales) en
los organismos vegetales puede definirse como el resultado de un proceso evolutivo que
confiere a distintas especies de plantas la capacidad de crecer y desarrollarse en ambientes
con concentraciones elevadas de elementos potencialmente toxicos (Hall, 2002).

Otro parametro determinado fue el indice de tolerancia (IT), en general, todos los
tratamientos mostraron una significativa reduccién en este parametro, con excepcion del
tratamiento conteniendo Pb (IT=0.85), ya que no hubo diferencia significativa con el
tratamiento control. Buendia-Gonzalez et al. (2010 a, b), reportaron que después de 50 dias
de cultivo de plantulas de P. laevigata creciendo en medios contaminados con 0.0-2.2 mM
de Cd(Il) (~0-247 mg/L), 0.0-3.4 mM Cr(VI) (~0-176 mg/L), 0.0-3.0 mM de Pb(ll) (~0-621
mg/L) y 0.0-4.2 mM de Ni(ll) (~0-246 mg/L) de forma individual, en todos los tratamientos
mostré un IT menor al control, el cual fue disminuyendo conforme habia un incremento en
la concentracion del metal, el Cd fue el metal que mayormente afecto a las plantulas, a una

concentracion de 2.2 mM (~247 mg/L).
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Fig 5. indice de Tolerancia de P. laevigata en medios contaminados con MP. Las barras

representan la desviacion estandar (n=3).

El crecimiento se refiere a un incremento irreversible de materia seca o volumen, cambios
en tamafio, masa, forma y/o namero, como una funcién del genotipo y el complejo
ambiental, dando como resultado un aumento cuantitativo del tamafio y peso de la planta
(Kru, 1997). El andlisis de crecimiento es una aproximacion cuantitativa para entender el
crecimiento de una planta o de una poblacion de plantas bajo condiciones ambientales

naturales o controladas (Clavijo, 1989).

Referente al crecimiento relativo de las plantulas de P. laevigata expuestas a los MP, los
tratamientos conteniendo Pb, Cr, PbCr y CrCd no mostraron diferencia significativa con el
tratamiento control (sin MP). Mientras que los restantes tratamientos, sufrieron una
disminucion en el crecimiento y el tratamiento PbCrNiCd EDTA fue el mas afectado (Fig.
6). Banerjee & Sarker (1997) obtuvieron tasas de crecimiento relativo negativas para S.

rotundifolia después de estar en contacto con Pb durante 6 dias.

En un estudio efectuado en invernadero, donde se evalué la eficiencia de absorcién de Cr,
Cd, Pby CrCdPb (1 ppm de cada metal), por Salvinia herzogii y Pistia stratiotes, las tasas

de crecimiento relativo fueron positivas para las dos especies. No se encontraron
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diferencias significativas, en el crecimiento entre ambas especies, excepto para el Cd que
afectd la tasa de crecimiento de P. stratiotes. Sin embargo, el crecimiento de las plantas se
vio afectado por la presencia de los tres metales combinados, lo cual produciria un efecto
de sinergismo (Paris, et al., 2005).
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Fig 6. Crecimiento relativo de P. laevigata en medios contaminados con MP. Las barras

representan la desviacion estandar (n=3).

7.4 Acumulacién de metales en los tejidos de P. laevigata

En cuanto a la acumulacion en los tratamientos con el metal de forma individual, en los
tallos Pb y Ni fueron los metales significativamente mayormente acumulados (785 mg/kg y
734 mg/kg PS, respectivamente). Mientras que el Cd y Cr se acumularon en menor

cantidad. Por lo que el orden de acumulacién fue Pb=Ni>Cd>>Cr (Fig. 7a).

En términos generales, la acumulacion de los metales fue mayor en los tejidos de raiz que
en tallos. En la raiz, el Cr fue el metal significativamente mayormente acumulado, con 6558
mg kg, mientras que la acumulacion siguié el orden Cr>>Pb>>Ni>Cd (Fig. 7b). Destaca el
comportamiento en la acumulacién del Cr en la raiz, al ser el metal mayormente absorbido,

mientras que en tallo fue el metal con menor acumulacion.
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Los compuestos inorganicos considerados teodricamente como los mas facilmente
biodisponibles para las plantas son el As, Cd, Cu, Ni, Se y Zn; moderadamente
biodisponibles son el Co, Fe y Mn; y poco biodisponibles son, el Cr, Pb y uranio (U), a pesar
de esto, incluso las especies quimicas menos biodisponibles pueden ser absorbidas por las
plantas con ayuda, segun los casos, de agentes quelantes o bien de agentes oxidantes
(Rodriguez & Garcia-Cortés, 2006).
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Fig. 7. Bioacumulacion de metales pesados en a) tallos, y b) raices de P. laevigata. Las

barras representan la desviacion estandar (n=3).

En mezclas de 2 MP (Fig. 8a), el Ni es el metal con mayor acumulacién en tallos en los
diferentes tratamientos independientemente del metal con el que se encuentre de forma
simultanea, alcanzando un valor de hasta 1005 mg/kg. Este es un valor que supera a la
absorcion en los tallos de las plantulas, creciendo en medios con Ni de forma individual. El
Ni es un elemento esencial para el metabolismo de las plantas, aun cuando estas requieren
menos de 0.001 mg/kg de peso seco (Mahler, 2003). Mientras que el plomo es el metal con
menor acumulacién, y el Cr en presencia de Pb, disminuye su acumulacién en el tallo. En
algunas especies vegetales, la acumulacion de Pb tiende a incrementarse rapidamente en
los 6rganos, a medida que se aumenta las dosis en el suelo hasta niveles menores a 1000
mg/kg de Pb en suelo, las plantas no siempre lo toleran y mueren (Rodriguez, et al., 2006).

El orden de acumulacion fue de la siguiente manera Ni>>Cd=Cr>>Pb.

En la raiz se observa una tendencia de mayor acumulacion de MP, respecto al tallo en

todos los tratamientos (Fig. 8b). Siendo el Cr el metal que presenta mayor contenido, incluso
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de hasta 6898 mg/kg, el cual es un valor superior a comparacion del Cr en forma individual,
sin embargo, se observa que en presencia de Pb disminuye significativamente su absorcién
lo cual ocurri6 también en los tallos. Mientras que el Pb es el metal menos acumulado
incluso con valores menores que estando de forma individual, lo que coincide con el
comportamiento en tallos. En algunas plantas el Pb es capaz de acumularse principalmente
en las raices siendo minima su presencia en otras partes u 6rganos de los cultivos (Kabata-
Pendias, 2000); aunque algunos otros autores han reportado trazas de este elemento
incluso en granos de cebada (L6pez, et al., 2005). El orden de acumulacion fue el siguiente

Cr>>Cd=Ni=Pb.
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Fig. 8. Bioacumulacion de los Metales Pesados en a) tallos y b) raices de P. laevigata, en

mezclas de dos metales pesados. Las barras representan la desviacion estandar (n=3).

Respecto a la exposicién, de las plantulas, a tres metales pesados, en tallos se acumulo el
Cr en mayor cantidad, hasta 1009 mg/kg, el cual es mayor que estando en mezcla de 2 MP
y mayor que de forma individual, estando en presencia de Ni y Cd, mientras que en
presencia de Pb disminuye significativamente su absorcion (Fig. 9 a). El Ni también se
acumulé en gran cantidad estando en combinacion, sin embargo en presencia de Pb y Cd

disminuye significativamente su acumulacion.

En cuanto a las raices, como se registro de forma individual y en presencia de la mezcla de
2 metales, cuando hay 3 MP, siguen teniendo mayor acumulacion en comparacion a la
acumulacién observada en tallos. ElI Cr es el metal con la significativamente mayor

acumulacion, hasta 5792 mg/kg, valor similar al registrado con 1y 2 MP. Mientras que en
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tallos la concentracion de Cr si es mayor con 3MP que estando expuesto a 1 MP y a la

mezcla de 2 MP (Fig. 9 b). El orden de acumulacién es Cr>>Ni=Cd=Pb.

James y Bartlett (1984), observaron que la reduccién de Cr(VI), seguido de la acomplejacion
del recién formado Cr(lll) en la zona radical, puede aumentar la absorcién y translocacion
de Cr en raices y tallos de poroto (Phaseolus sp.) y maiz (Zea mays L.).

El Cr(VI) es la forma més biodisponible y toxica (pero inestable) para las plantas en el suelo.
El Cr(VI) aumenta su solubilidad en rangos de pH 5.5 y 8 (James, 2002).
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Fig. 9. Bioacumulacion de los Metales Pesados en a) tallos y b) raices de P. laevigata, en

mezclas de tres metales pesados. Las barras representan la desviacion estandar (n=3).

Respecto a la mezcla de los 4 MP en tallos (Fig. 10a), el Ni fue el metal con la
significativamente mayor acumulacion, independientemente de la presencia o ausencia de
EDTA en el medio de cultivo formulado (564 y 545 mg/kg, respectivamente), sin embargo,
su absorcion es menor que estando individualmente y en mezcla de 2 y 3 MP. Mientras que
el Pb fue el metal menos acumulado, generandose el siguiente orden de acumulacion
Ni>>Cd=Cr>Pb.

El Ni, puede llegar a ser uno de los metales menos adsorbidos en suelos, y ser facilmente
absorbido por las plantas y ser ligeramente toxico para las mismas: Siendo un elemento
movil en los tejidos de las plantas, se acumulan preferiblemente en las hojas y en las

semillas (Moral, et al., 1994).
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En cuanto a las raices expuestas a 4 MP de forma simultanea y en presencia de EDTA, la
concentracion de MP fue mucho mayor que en tallos y que en todos los tratamientos con
1MP, 2MP, 3MP y 4MP sin EDTA. EI Cr fue el metal que se acumulé en mayor proporcion
(hasta 96,666 mg/kg), un valor muy superior al registrado en todos los tratamientos
evaluados. Mientras que la preferencia de acumulacion observada en 4MP cony sin EDTA,
siguié el mismo orden Cr>>Ni>>Phb>>Cd (Fig. 10b).

En conclusion, el uso de EDTA en cultivos in vitro de plantulas de P. laevigata, no tiene
influencia en la acumulacién en los tallos, pero si a nivel de raiz, aumentando 61, 39, 23y
3 veces el contenido de Cr, Ni, Pb y Cd, respectivamente.

La reduccion del Cr(VI) se acelera enormemente por la adicion de EDTA y de otros
quelantes que puedan competir con la oxidacion del metal, incluyendo al ion amonio
(Prairie, et al., 1992).
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Fig. 10. Bioacumulacion de los Metales Pesados en a) tallos y b) raices de P. laevigata,
en presencia de los 4 MP, con y sin la adicion de EDTA. Las barras representan la

desviacion estandar (n=3).

7.5 Parametros de bioconcentracion

Las plantulas fueron expuestas a 50 mg/L de cada metal en el medio, se observa que el Pb
y Ni tuvieron significativamente un mayor factor de bioconcentracion (FB), FB=15.7 y
FB=14.6, respectivamente. Mientras que el Cr mostr6 el menor FB. Respecto a la capacidad
de translocar el metal a los tejidos aéreos, medido como el factor de translocacion (FT), el

Cd (FT=0.55) y Ni (FT=0.53) registraron el significativamente mayor valor. Sin embargo, en
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el caso del Pb se observa que puede bioacumular gran cantidad de metal pero no

translocarla y, el Cr es absorbido y translocado en menor grado (Fig. 11b).

Los factores de bioconcentracion o bioacumulacion y translocacién indican que especies
de plantas pueden ser consideradas acumuladoras, tolerantes o exclusoras de los
elementos de interés. Las plantas con FB y FT mayor a 1 son considerados como
acumuladoras o hiperacumuladoras (si las concentraciones exceden 0.1%), las que
representan valores entre 0.1y 1, respectivamente, son consideradas como tolerantes y las
que presentan valores < 0.1 se consideran como plantas exclusoras (Mendieta & Taisigue,
2014).
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Fig. 11. Resultados de parametros de bioconcentracion; a) FB y b) FT de P. laevigata, en
presencia de metales pesados de forma individual. Las barras representan la desviaciéon

estandar (n=3).

Respecto a las mezclas de 2 MP, las plantulas mostraron con el Ni el significativo mayor
FB (hasta 20.7), pero disminuye cuando se encuentra en presencia de Pb. De igual forma,
muestra el significativamente mayor FT (0.96), el cual disminuye estando en mezcla con Cd
(Fig. 12 a, b), pero es mayor que estando el Ni de forma individual. Mientras que Pb y el Cr
son los metales con menor FB, lo que coincide con su comportamiento estando de forma
individual. Debido a que en los suelos contaminados con Pb se suele encontrar también Cd
y Zn (Hettiarchchi & Pierzynski, 2002) por analogia entre sus propiedades y caracteristicas
metalicas algo similar a lo que ocurre para la triada de Fe-Ni-Co. En estos casos la barrera
suelo-planta limita la translocacion de Pb a la cadena alimenticia, ya sea por procesos de

inmovilizacién quimica en el suelo segun se ha reportado (Laperche, et al., 1997) o limitando
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el crecimiento de la planta antes de que el Pb absorbido alcance valores que puedan ser

dafiinos al ser humano.
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Fig. 12. Resultados de parametros de bioconcentracion; a) FB y b) FT de P. laevigata, en

mezcla de dos metales pesados. Las barras representan la desviacion estandar (n=3).

En mezclas de 3 MP, el factor de bioacumulacién fue significativamente mayor en Cr (FB=
20.1) y Ni (FB=16.9), incluso mayor que estando en la mezcla de 2 MP y de forma individual.
Sin embargo, al estar en presencia de PbCd disminuye significativamente su FB (Fig. 13
a).

Por otro lado, el FT fue significativamente mayor con el metal Ni, en combinacién con PbCr
(més que el Ni en forma individual pero menor que en mezcla de 2 MP), pero disminuye
considerablemente estando en mezclas con PbCd y CrCd (Fig. 13 b), lo cual indica que las
plantulas de P. laevigata tienen la capacidad de translocar una cantidad considerable del
Ni que bioacumulan. Mientras que del Cr que pueden bioconcentrar solo translocan muy

poco, pero su valor es superior que estando de forma individual y en mezcla de 2 MP.

La translocacion de las raices a los brotes se produce a alta velocidad debido a que el
transporte de metal es estimulado por la influencia dentro de la raiz y células de la hoja, y
la carga del metal en el xilema. La acumulacion de metal en plantas puede estar
influenciada por muchos procesos, por ejemplo la movilizacién del metal y la absorcion de
los suelos, compartimentacion y secuestro dentro de la raiz, eficiencia del xilema de cargar
y transportar el metal, distribucién del metal a las partes aéreas, el secuestro y

almacenamiento en las células de las hojas (Clemens, et al., 2002).
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Fig. 13. Resultados de parametros de bioconcentracion; a) FB y b) FT de P. laevigata, en

presencia de tres metales pesados. Las barras representan la desviacion estandar (n=3).

En el caso de 4 MP, se observa que el FB fue significativamente mayor con el Ni, con y sin
la adicién de EDTA (11.2 y 10.9, respectivamente), lo cual indica que la adicién de este
guelante no afecta significativamente el factor. Sin embargo, el FB es menor comparado a
los valores alcanzados por el Ni estando de forma individual o en mezclas de 2 y 3 MP.

Mientras que el Pb es el metal con menor FB (Fig. 14a).

En cuanto al FT, este es significativamente mayor para todos los metales sin la adicion de
EDTA, siendo el Ni y Cd los metales con significativamente mayor FT (0.42 y 0.36,
respectivamente), mientras que el Cr y Pb poseen los FT significativamente menores.
Mientras que con la adicion del EDTA, se observa una disminucién significativa de los FT
para todos los MP, siendo el Cd, el metal menos afectado (Fig. 14 b). EI EDTA es efectivo
para facilitar la extraccién de metales, pero en general se ha observado que la aplicacion
de més de 1g/kg de EDTA (~2.7 mM) se vuelve ineficiente, y se corre el riesgo de que

aumente la cantidad de metales lixiviados y las plantas mueran (Schmidt, 2003).

El transporte a través de la membrana celular en las células de la raiz es un proceso que
inicia con la absorcion de metales en los tejidos de la planta. Para el proceso de
fitoextraccion, cantidades sustanciales de MP se deben absorber por la raiz de su medio
circundante, seguido de su translocacion a las partes cosechables de la planta, para que

puedan ser eliminados completamente del sitio contaminado (Zayed & Terry, 2003).
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Fig. 14. Resultados de parametros de bioconcentracion; a) FB y b) FT de P. laevigata,

con 4 metales pesados, con y sin la adicion de EDTA. Las barras representan la

desviacion estandar (n=3).
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Capitulo 8

Conclusiones

Se establecieron cultivos asépticos de semillas de Prospis laevigata por su exposicion
a hipoclorito de sodio (1.2% por 30 minutos). Las cuales fueron capaces de germinar
bajo todos los tratamientos de estrés por los metales pesados evaluados. Sin embargo,
la sobrevivencia disminuy6 al incrementar el nUmero de MP incluidos en el medio de
cultivo. Respecto al crecimiento, como medida de tolerancia de las plantulas expuestas
alos MP, se vio afectado, con excepcion de las plantulas expuestas a Pb. Por otro lado,
la acumulacién de los MP en los tejidos de las plantulas fue mayor en raices que en
tallos, siendo el Pb el metal mayormente acumulado en tallos de forma individual, pero
al estar en mezclas de 2, 3y 4 MP, la preferencia de acumulacion fue por el Ni; mientras
que en raices, el Cr fue el MP con la significativamente mayor acumulacion sin importar
la presencia de otros metales. Los factores de bioconcentracién determinados para los
MP de forma individual o0 en mezclas hasta de 4MP, siempre fue mayor a uno. Mientras
que el FT registrado fue menor a uno para todos los MP, siendo el Ni el metal con mayor
capacidad de traslocarse independiente del numero de metales presentes (= 0.42).
Prosopis laevigata, es capaz de bioacumular gran cantidad de MP, incluso puede ser
clasificada como acumuladora de multiples metales de forma simultanea. Por lo que es
una candidata adecuada a emplearse en proyectos de recuperacion de zonas
contaminadas con metales pesados. Sin embargo, en vida silvestre, la planta puede ser
consumida por el ganado, por lo que existe un riesgo potencial de contaminar la cadena

trofica.
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Capitulo 9

Perspectivas

e Evaluar la capacidad de acumulacion de metales pesados en tejidos de P. laevigata,

in vivo.

e Evaluar el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de acidos organicos,

en la acumulacién de metales pesados en los tejidos de P. laevigata.

e Evaluar la adicién de EDTA a tratamientos de metal de forma individual.
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