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Respuestas bisdaicas 2 la excosicion de Metales Pesados plantas supsdores Resumen

RESUMEN

Con el fin de seleccionar especies tolerantes a la exposicién de metales
pesados que puedan ser potencialmente dtiles en técnicas de depuracion de
suelos contaminados se realizé esta investigacién en dos tipos de plantas:

silvestres y cuitivadas.

Primero se determiné el contenido mineral en plantas herbaceas silvestres
colectadas en areas visiblemente contaminadas mediante espectrometria de
emisiéon de plasma acoplado, en las cuales, destaco la presencia de elevadas
concentraciones de Pb, Al y Fe en los tejidos de Malva parviflora. Con fines de
propagacion de esta especie en medios contaminados se realizaron diversas
pruebas de germinacion, las cuales, resultaron negativas al no poder romper el
letargo de las semillas. Debido a ello, se sometié a esta especie a pruebas de
tolerancia al Pb y Cd en medio inerte observandose una capacidad de

tolerancia alta para el primero, aunque nula para el segundo.

Para estudiar el nivel de tolerancia al Pb se sometieron las plantas cultivadas
Medicago sativa L., Avena sativa L. y Lollium multifiorum Lam. a soluciones de
Pb(NO)s 1000 y 5000 ppm Pb. Asimismo, las especies Medicago sativa L.,
Avena sativa L., Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano y P. vuigaris L. var.
negro se sometieron a soluciones de 200, 600, 1200 y 2000 ppm de Pb disuelto
con EDTA en medio nutritivo de Hoagland pH 5.5 y en soluciones de 130, 260 y
390 ppm de Cd en el mismo medio para estudiar su nivel de tolerancia y ciertas

respuestas biologicas. A concentraciones de 200 ppm Pb en el sustrato, las
1
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plantas incrementaron la produccion de biomasa, la concentracion de clorofila y
el contenido de proteina total. Sin embargo a concentraciones mayores de 600
ppm Pb estas variables, excepto la proteina total, disminuyeron a niveles por
debajo de los controles. La acumulacién de Pb tisular ocurre en forma
proporcional con el contenido metalico en el sustrato. El Pb en medio acuoso
sin solucion nutritiva de Hoagland es absorbido por la planta en una proporcion
mucho mayor que cuando se suministra disuelto con EDTA en la solucion
nutritiva. No obstante, en esta ultima el Pb absorbido se acumula mayormente
en las partes aéreas de la planta que en la raiz. Las especies de avena, alfalfa y
frijol poseen una capacidad similar de acumular Pb. Sin embargo, debido al
inicio de respuestas bioloégicas desfavorables en las concentraciones mayores
utilizadas, como la disminucién de biomasa y clorofila, se recomienda su uso

con fines de fitorremediacion solo en rangos menores de 1000 ppm Pb.

Con respecto a las plantas cultivadas sometidas a Cd, se encontré que la avena
es la que mayor capacidad de absorcion y acumulacion posee, seguida de la
alfalfa y las dos variedades tratadas de frijol. Sin embargo, el Cd absorbido es
retenido principalmente en la raiz por lo que su utilizaciéon quedaria restringida a

estrategias de fitoestabilizacién dnicamente.

Se recomienda mayor investigacion para propagar especies silvestres con fines
de fitorremediacion en etapa joven y que se tomen las precauciones necesarias
para evitar el consumo alimenticio de las especies cultivadas en ganado y

humanos si se llegaran a utilizar en proyectos de fitorremediacion.

Jorge Luty Hemmaadez Piiere
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ABSTRACT

In order to select species being tolerant to the exposure of heavy metals and
potentially useful in techniques for the depuration of contaminated soils this

investigation was realized under two kinds of plants: wild and cultivated.

First the content of heavy metals was determined in herbaceous plants collected
from noticeably contaminated areas through Induced Coupled
Photospectrometry (ICP). In these analysis the presence of high concentration
of Pb, Al and Fe in the tissues of Malva parviflora. With the object to propagate
this species in polluted soils diverse germination tests were applied which
resulted negative for the reason that we could not break the seed dormancy. In
consequence, this species was subjected to some Pb and Cd tolerance assays
in inert medium observing a high tolerance capacity for the former and none

capacity for the latter.

To study the tolerance level to Pb the cultivated plants Medicago safiva L.,
Avena safiva L. and Lollium multifiorum Lam. were subjected to solutions of
1000 and 5000 ppm Pb. Likewise, the species Medicago safiva L., Avena sativa
L., Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano y P. vuigaris L. var, negro were
subjected to solutions of 200, 600, 1200 and 2000 ppm of Pb dissolved with
EDTA in Hoagland nutriments medium pH 5.5 and solutions of 130, 260 and 390
ppm of Cd in the same medium in order to study their tolerance level and certain
biological responses. At concentrations of 200 ppm Pb in the substrate the

cultivated plants increased the biomass production, chlorophyll concentration
3
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and the total protein contain. However, at higher concentrations of 600 ppm Pb
these variables, except for the total protein, decreased to levels below controls.
The accumulation of Pb in tissues occurred in proportion to the metallic content
in the substrate. Pb administered in aqueous solution without Hoagland medium
constituents is absorbed by the plant in a higher proportion than when Pb is
administered dissolved with EDTA in Hoagland solution. Nevertheless, in the
latter the absorbed Pb is accumulated in the aerial parts of the plant in a higher
proportion than in the roots. The species of oat, alfalfa and bean have a similar
ability to accumulate Pb. However, owed to the onset of biological unfavorable
responses at the higher concentrations used here, as the decline in biomass
and chlorophyll production, these species could be utilized for phytoremediation

purposes only at ranges lesser than 1000 ppm Pb.

With respect to the cultivated plants subjected to Cd it was found that the oat
plants had the highest absorption and accumulation capacity followed by alfaifa
and the two freated bean varieties. However, Cd is restrained mainly in the roots

of these species so their utilization would be reserved only for phytostabilization

strategies only.

It is recommended the development of further investigations to propagate wild
species for phytoremediation purposes as well as to take the precautory
measures against the comsumption of cultivated species by cattle and humans if

they are utilized in phytoremediation projects.

10106 Luig Hemaviez Piere
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INTRODUCCION

Uno de los principales problemas de hoy en dia es la contaminacion del suelo y
sus efectos adversos en el medio ambiente. Esta contaminacién puede ocurrir
por diferentes vias, entre ellas las operaciones industriales, como las
emisiones, fugas y derramas accidentales, descargas de efluentes y residuos.
Estas operaciones involucran frecuentemente mezclas complejas de
compuestos quimicos organicos e inorganicos, entre los que destacan los

metales pesados, como el Plomo y el Cadmio.

Los dafios que la contaminacién causa en el ambiente pueden ser a corto o
largo plazo, dependiendo del tipo de contaminante, su distribucion, la
concentracion y las caracteristicas hidrogeoldgicas del suelo. La persistencia
por largo tiempo de grandes concentraciones de metales pesados en el suelo
es un factor que incrementa el riesgo de dafo ambiental debido a su infiltracién
en los mantos freaticos y la exposicion en plantas y animales que habitan en el
suelo, lo cual genera que los mismos se biomagnifiquen en los distintos niveles

troficos (Fernandez et al., 1998).

En una gran cantidad de lugares es comuin observar vegetacion creciendo
normalmente en ambientes conteniendo moderadas concentraciones de
compuestos contaminantes peligrosos en el suelo. Existen estudios que han
comprobado el papel de la vegetacion en los procesos de biotransformacion y

estabilizacion de formas quimicas complejas a compuestos energéticamente

Jorge Luis Hemancez Pifero
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mas estables en el ambiente (Shimp et al, 1993). Estos estudios permiten
dilucidar que hay suficientes razones para investigar las interacciones que
ocurren entre los compuestos quimicos residuales peligrosos, microorganismos,
plantas, suelo, aire y agua. En este sentido, el conocimiento de las respuestas
fisiolégicas y bioquimicas de la planta a la alta exposicién de contaminantes sin
que se generen en ella efectos tdxicos notables que alteren su normal
funcionamiento nos ayudaria a elaborar diferentes estrategias de saneamiento y
mejoramiento ambiental mediante el empleo de especies vegetales que toleren

las condiciones ambientales y el contenido o concentracién de contaminantes

presentes.

Jorge as merrander Piere
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el uso potencial de algunas plantas silvestres y cultivables
adaptadas a condiciones climaticas extremas como especies fitorremediadoras
de suelos contaminados en respuesta a la exposicion de elevadas

concentraciones de metales pesados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el contenido de metales pesados en plantas colectadas en
diferentes puntos del area metropolitana de Monterrey que presenten
signos visibles de contaminacion industrial para determinar si son
acumuladoras de metales pesados en sus tejidos mediante técnicas de

espectrometria por emisién de plasma acoplado.

2. Determinar bajo condiciones controladas en el laboratorio el nivel de
tolerancia al Plomo y Cadmio de las plantas silvestres colectadas que

acumulen gran concentraciéon de metales pesados en su interior.

lorge Lng Hemandee Pidero
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3. Estudiar el nivel de tolerancia y las respuestas biologicas generadas por
exposicién a elevadas concentraciones de Plomo y Cadmio en Medicago
sativa L., Avena sativa L., Lolium multiflorum Lam., Phaseolus vulgaris L. var.
pinto americano y P. vulgaris L var, negro mediante el analisis de su
capacidad germinativa, crecimiento, elongacion de la raiz, formacion de
biomasa, contenido de clorofila (o, p y total), concentracién de proteina

cruda total, contenido de metales pesados y ultraestructura celular.

Jarge Luis Memandez Pidero
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REVISION DE LITERATURA

RESPUESTAS BIOLOGICAS Y MECANISMOS BIOQUIMICOS

Conociendo las respuestas biolégicas y los mecanismos de tolerancia de
algunas plantas a la exposiciéon de metales pesados sin generacion de efectos
nocivos en su fisiologia, se pueden crear sistemas estratégicos de depuracién
de suelos contaminados mediante la utilizacion y manipulacién de sus
componentes botanicos para obtener mejores rendimientos en cuanto a la
absorcion de metales pesados y hacer de ésta una tecnologia que sea factible y

ventajosa de aplicar.

En plantas sensibles estas respuestas se resumen en la inhibicién de enzimas
involucradas en las reacciones fotosinteticas (Bhardwaj y Mascarefias, 1989,
Singh et al, 1997). Afortunadamente, existen grupos de plantas cuyas
respuestas consisten en la induccion de peroxidasas y enzimas del
metabolismo intermediario que de alguna manera intervienen en los procesos

que generan tolerancia al estrés metalico (Assche et al, 1990).

La contaminacién de suelos con metales pesados o micronutrientes en
concentraciones fitotoxicas generan efectos adversos no solo a las plantas que
alli habitan sino a toda la ecologia del lugar e incluso sus efectos pueden llegar

a generar riesgos de salud en los humanos.

Algunas poblaciones vegetales pueden ser capaces de colonizar ambientes con

alto contenido de metales pesados y acumularlos en sus tejidos en cantidades

9
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considerables. La hiperacumulacion de metales pesados es una adaptacion

ecofisiclégica de plantas que han evolucionado en suelos metaliniferos (Shaw,

J. 1990; Maywald, 1897).

El interés en estudiar los mecanismos de tolerancia de las plantas a altas
concentraciones de metales pesados proviene en gran parte para su aplicacion

en técnicas de fitorremediacion con las cuales se extraen contaminantes

metalicos del suelo (Chaney et al, 1997).

Las estrategias que presentan las plantas superiores para tolerar la
exposicion a elevadas concentraciones de metales pesados se pueden agrupar

en dos categorias:

1) Exclusion:
a) Formacion de complejos bioguimicos en el medico externo o en las
paredes y membranas celulares mas externas de la planta.

b) Precipitacién del metal en el exterior mediante secreciones de mucilagos

y otros compuestos organicos.

c) Alteracién de los sistemas membranosos de transporte para reducir la

entrada del metal.

d) Incremento en la actividad de ciertas bombas de iones.

2) Inclusién y acumulacioén:
a) Secuestro en el interior en lugares donde no haya efecto tdxico, como en

la vacuola y paredes celulares.

10
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b) Destoxificacion interna del metal mediante su incorporacién a proteinas y
péptidos ricos en grupos tidlicos (—SH)
c) Reacciones de 6xido-reduccién que cambian el estado reactivo del metal

a formas menos toxicas.

Los mecanismos de tolerancia a la acumulacién de metales pesados en
eucariotes son pobremente entendidos. Estos involucran el secuestro
extracelular e intracelular de los metales por agentes bioquimicos, su

precipitacién, compartamentalizacion y translocacion al sistema (Maywald y

Weigel, 1997).

Para llevar a cabo estos procesos la célula se vale de estrategias especificas y
asi minimizar los efectos toxicos que se puedan generar. Dentro de estos
mecanismos se puede contar la liberacion de mezclas complejas de
compuestos organicos por parte de las células de la raiz que permitan cambiar
el estado quimico del metal, por ejemplo pasar el ién hierro de la forma férrica a
ion ferroso. Los exudados de la raiz juegan un papel importante en los
fenomenos radiculares relacionados con la nutricién mineral y en la defensa
contra microorganismos patdgenos. En el caso de los exudados que se enlazan
a metales, éstos se denominan en su conjunto como fitometaléforos, siendo los
sideréforos, los cuales se éenlazan con el hierro, los mas ampliamente
conocidos. Sin embargo, su probable papel en la toma de otros metales

pesados no es conocido. Es probable que los fitometaloforos cambien las

11
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condiciones de biodisponibilidad del metal por parie de la planta haciéndolo

mas o0 menos soluble a las membranas radiculares.

Un grupo un poco mas estudiado como compuestos bioquimicos que
intervienen en las respuestas fisiolégicas de las plantas a la exposicion a
metales pesados es el de las proteinas que son capaces de enlazarse con los
metales y formar asi complejos bioguimicos llamados metalotioneinas,
metaloenzimas y fitoquelatinas. Otras proteinas capaces de enlazar metales
son algunas proteinas de almacenamiento de metales, transportadores y

proteinas de canales ibnicos membranosos.

Metalotioneinas

Las metalotioneinas constituyen una superfamilia de metaloproteinas vy
metalopéptidos de bajo peso molecular ricos en cisteina responsables de la
regulacidn del suministro intracelular de los micronutrientes esenciales zinc y
cobre y de proteger a la célula de los efectos nocivos de concentraciones
elevadas de estos iones y de otros metales pesados tales como el cadmio,
mercurio, plomo, etc. Las metalotioneinas fueron reportadas por primera vez
por Margoshes y Vallee (1957) en la corteza renal equina como una proteina
que enlaza cadmio. Hoy dia las metalotioneinas se han reportado en todos los

phylum animales examinados, asi como en cierfos hongos, plantas y

cianobacterias.

Las metalotioneinas han sido clasificadas empiricamente en 3 clases (Fowler,

et al., 1987 y Kojima, 1991). La clase | incluye todas las metalotioneinas cuyos

12
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residuos de cisteina se colocan en posiciones parecidas a |la presentada en la
metalotioneina equina y otros mamiferos. La clase Il son metalotioneinas
proteindceas que no tienen ninguna relaciéon con la anterior. La clase Il son
polipétidos atipicos compuestos de unidades y-glutamil-cisteina. Sin embargo,
debido a que esta clasificacién no se rige por patrones de similitud estructural,
nuevas clasificaciones se han estado proponiendo para el futuro (Binz y Kagi,
1999) que toman en cuenta las similitudes estructurales en cuanto a la
compaosicion de aminoacidos, longitud de las secuencias de residuos, posicion

de los grupos de cisteina y sitios activos o funcionales, asi como relaciones

filogenéticas.

Fitoquelatinas

Las fitoquelatinas son una familia de péptidos de bajo peso molecular
involucrados en la acumulacién, destoxificacién y metabolismo de ciertos

metales pesados, como el Cd, Zn, Cu, Pb and Hg en las células vegetales.
Estos compuestos han sido llamado de diferentes formas:

1. Cadistinas (de Schizosaccharomyces pombe)

2. Péptidos Poli-(y-EC)\G

3. Péptidos enlazadores de Cadmio

4. Fitoquelatinas (FQ)

Las FQ han sido aisladas a partir de tejidos y cultivos vegetales en suspension,

pudiéndose determinar su constitucién quimica, consistente en:

13
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(y-glutamilcisteina),— glicina o (y-Glu-Cys), — Gly
donde n va de 2 a 11 unidades repetitivas.

Estos compuestos estan clasificados dentro de las metalotioneinas clase 11l y
son sintetizados enzimaticamente, al contrario de las metalotioneinas clase | y Il

que son codificadas genéticamente. (Kagi 1991).

Induccion y sintesis de fitoquelatinas

Las fitoquelatinas aparecen por inducciéon al exponer a las plantas con
cualquiera de los metales pesados de la tabla periddica de los elementos (Z=
29 a 83). Esta inducibilidad aparece en una gran variedad de organismos
autétrofos, incluyendo monocotiledéneas, dicotiledéneas, gimnospermas vy
algas (Grill et al. 1992), asi como en algunas especies de hongos (Mehra et al.
1988, Kneer et al. 1992), mientras que se encuentran ausentes en los animales.
Sin embargo, no siempre la FQ se enlaza al metal inductor. En Rubia tinctorum
las FQ son inducidas por gran cantidad de metales pesados, aunque |a proteina

solo es capaz de enlazarse a la Plata, Cadmio y Cobre.

En algunas especies del orden Fabales (frijol) y en la familia Poaceae (maiz),
las FQ contienen B-alanina, serina 0 acido glutamico en su extremo terminal en

lugar de glicina. A este tipo de FQ aberrante se le ha llamado iso-FQ.

Algunos estudios han demostrado que la biosintesis de FQ procede luego de la
activacion metalica de un constituyente enzimatico que utiliza glutation como
substrato (Steffens et al. 1986; Reese and Wagner 1987; Scheller et al. 1987;

Grill 1989; Howden and Cobbett 1992). Esta enzima es una y-glutamilcisteina
14
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dipeptidil transpeptidasa, mejor conocida simplemente como FQ sintetasa. Esta
enzima cataliza la transpeptidacion del residuo y-Glu-Cys del glutatién dentro de
otra molécula de glutation inicialmente para formar una FQ de n=2, pudiéndose
continuar la reaccién de incubacion hasta formar oligomeros de hasta n=11. La
actividad de la FQ sintetasa ha sido estudiada en sistemas vegetales in vitro
observandose que la enzima permanece activa hasta que la cantidad presente
de metal sea quelada completamente por la FQ o por la adicion de agentes

quelantes al medio, tales como EDTA (Loeffler et al. 1989).

Accion protectora de las fitoquelatinas

La vacuola de la célula vegetal es el compartimiento de almacenamiento
transitorio de estos péptidos, en donde probablemente se disocian liberando asi
al metal en el espacio vacuolar, mientras que el péptido disociado se degrada.
Al secuestrar de este modo al metal pesado intracelular se le confiere
proteccién a las enzimas sensibles al metal. Se ha logrado determinar en cepas
mutantes de S. pombe la presencia de un gen, el HMT1, que codifica una
proteina localizada en el tonoplasto o membrana vacuolar y es responsable por

el transporte del complejo FQ-Cd hacia el interior de la vacuola (Ortiz et al.

1992; Ortiz et al. 1995).

El aislamiento de una variedad mutante de Arabidopsis thaliana deficiente en
FQ sintetasa ha demostrado fehacientemente el papel esencial de las FQ en la
imparticién de las propiedades tolerantes a metales pesados ya que la variedad

original de A. Thaliana tolerante al Cd pasé a ser sensible al metal. Asimismo, la
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sobre-exposiciéon del gen responsable de la enzima glutatién sintetasa de E.
Coli implantado en plantas de mostaza india ha conllevado al incremento
notorio de la tolerancia al Cd en esta especie, debido en parte a un aumento en
la produccidén de FQs. Por otro lado, la FQ sintetasa puede se inhibida por el
compuesto quimico butionin sulfoximicina, generando asi células que muestran

ser sensibles al Cd (Steffens, et al, 1986).

FITORREMEDIACION

El término fitorremediacidon combina la palabra griega “phyton” (planta)
con el vocablo latino “remediare” (remediar) para describir una técnica ecoldgica
gue emplea especies vegetales para eliminar, degradar o retener compuestos
contaminantes en el suelo, aguas residuales y corrientes acuaticas superficiales
o subterraneas. Esta técnica puede ser potencialmente utilizada en la remocion
de compuestos organicos € inorganicos, tales como pesticidas, solventes,
componentes quimicos de explosivos, hidrocarburos, sustancias aromaticas,

metales pesados e isdétopos radiactivos.

Para que esta técnica funcione los contaminantes deben estar en
contacto directo con la planta, esencialmente a través de la rizosfera. En este

ambiente una gran cantidad de compuestos pueden ser:

1. rapidamente biodegradados por la abundante poblacion microbiana alli

presente
16
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2. unidos o precipitados en las raices

3. absorbidos hacia las partes interiores de la planta donde son acumulados

0 metabolizados.

Con respecto a este Ultimo punto es necesario sefalar que aunque
muchos compuestos orgénicos pueden ser metabolizados por las enzimas de
las plantas, los metabolitos generados pueden ser de igual, mayor o menor
toxicidad, por lo que son también metabolizados hasta obtener compuestos mas

estables.

Ventajas de la fitorremediacion

Esta novedosa tecnologia estd siendo cada vez mas utilizada en la
rehabilitacién de sitios contaminados con metales pesados y compuestos
organicos toxicos debido a que, comparado con otras alternativas tecnolégicas
de remocion de contaminantes, tiene la ventaja de poder realizarse in situ, a un
menor costo y esfuerzo laboral, sin producir dafios mayores al ecosistema, con
una perturbaciéon minima del ambiente y buena aceptacion en las comunidades.
Por el contrario, los métodos tradicionales de ingenieria de depuracién de
suelos generalmente consisten en tratamientos que no solamente son mas

costosos, sino que dejan al suelo infértil durante afios (Chaney et al, 1997).

Tipos de fitorremediacion

Para la aplicacién de esta técnica se necesitan plantas superiores que sean

tolerantes a la exposicibn de altas concentraciones de los elementos
17
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contaminantes presentes en el suelo. Segin sea el mecanismo de tolerancia de

dichas plantas, éstas se podran utilizar en diversas estrategias de

fitorremediacién de contaminantes metalicos:

1

Fitoextracciéon, también llamada fitoacumulacién, en la cual, los
metales contaminantes del suelo son absorbidos, transportados y
acumulados en las partes aéreas de la planta. Luego de que las plantas
se dejan crecer en el sitio por un tiempo, se cosechan y se procesan
para su disposicion final o recuperacion y reciclado del metal. Este
procedimiento se puede repetir varias veces hasta que los niveles
metalicos en el suelo lleguen a limites permisibles. Si las plantas
cosechadas son incineradas se reduciria el volumen de material de
desecho en mas del 90% de lo que se generaria si se removiera la capa

de suelo contaminado y se enviara a algln relleno sanitario.

Rizofiltracion, que se refiere a la captura por absorcion o precipitacion
en la rizésfera de contaminantes que estan en solucién en el medio
acuoso o efluentes circundante a la raices. Esta estrategia es parecida a
la fitoextraccion, s6lo que se utiliza en los cuerpos de agua superficial en

lugar del suelo.

Fitoestabilizaciéon, mediante el uso de especies capaces de inmovilizar
y retener contaminantes del suelo 0 agua superficial en la rizésfera, bien
sea por absorcion, adsorcién o precipitacion del compuesto por la raiz.

De este modo, la movilidad del contaminante se reduce y se previene la
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migraciéon del mismo hacia las areas vecinas, aguas subterraneas o al

aire y se reduce asi la biodisponibilidad del metal y su entrada a la

cadena alimenticia.
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RESULTADOS

IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS ESPECIES
COLECTADAS EN SITIOS CONTAMINADOS

En los sitios seleccionados y que presentaban signos caracteristicos ostentosos
de la presencia de contaminantes quimicos en el suelo se observaron algunas
especies de plantas arbustivas y arbéreas; sin embargo, solo se colectaran las
especies herbaceas presentes debido a su alta tasa de ftranspiracion,
produccion de biomasa y facilidad de cosecha, las cuales son caracteristicas
gue favorecen su uso como especies fitorremediadoras.

Se analizé el material biologico taxonémicamente mediante claves de

identificacion. Sin embargo, debido a que en muchos casos no se conté con las

Cuadro 1: Listado del material vegetal recolectado en sitios visiblemente contaminados.

Muestra Identificacién Taxonémica
CDCO-1 Asteraceae

CDCO-2 Malvaceae: Malva parviflora
CDCO-3 Asteraceae

CDCO-4 Convolvulaceae: [pomea sp
CDCO-5 Asteraceae: Helianthus sp.
CDCO-6 Euphombiaceae: Ricinus communis
CDCO-7 Asteraceae

CDCO-8 Gramineae

CDCO-9 Malvaceae: Malva parvifiora
CDCO-10 Asteraceae

FT-1 Asteraceae: Helianthus sp.
FT-2 Asteraceae

FT-3 Asteraceae

PESQ-1 Arbustiva

PESQ-2 Malvaceae: Malva parviflora

37

Jorge Luis Hemandez Pifielo



Respuestas biologicas a ka exposicion de metales pesados en plantas superiores Resulfados

.
—

partes florales, su caracterizacion se llevd a cabo hasta el nivel de familia. Las

especies recolectadas se encuentran enlistadas en el Cuadro 1.

ANALISIS DEL CONTENIDO DE METALES PESADOS EN LAS
ESPECIES COLECTADAS EN SITIOS CONTAMINADOS

Se observé la presencia de ciertos elementos de alto peso atdomico
provenientes del suelo acumulados en los tejidos de algunas de las plantas
analizadas, especialmente Pb, Al, Fe, Cu y Sr, los cuales varian en
concentracién dependiendo de |a especie y el lugar (Graficas 1, 2 y 3).

De particular importancia resultd ser la especie Malva parviflora debido a que
hubo casos en que acumulé cantidades bastante elevadas de Pb, Al y Fe
(CDCO-2). Sin embargo, la misma especie colectada en otros sitios (CDCO-9 y
PESQ-2) mostré cantidades menores de dichos minerales.

Aunque no se hicieron analisis directos del contenido elemental del suelo de las
areas donde se tomaron las muestras vegetales, el uso de las plantas como
bioindicadores de presencia de metales pesados muestra la existencia de
cantidades elevadas de Plomo y Aluminio en el suelo del area |, ademas de la
presencia inocua de Hierro. En el area Il destacé la presencia de Aluminio,
Plomo, Hierro, Cobre, Zinc y Estroncio por orden de importancia. En el area lll,
ademas de la presencia de Plomo y Aluminio, se observé también Estroncio y
Zinc entre ofros metales de menor cuantia.

De particular importancia resulté ser la especie Malva parvifiora debido a que

hubo casos (CDCO-2 en Area |) en que acumulé cantidades bastante elevadas
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de Plomo, Aluminio y Hierro. Sin embargo, la misma especie colectada en otros
sitios (muestras CDCO-9 y PESQ-2 en Areas | y lll) mostrd cantidades

menores.

PRUEBAS DE GERMINACION

EN SOLUCION ACUOSA DE NITRATO DE PLOMO
Las pruebas de germinacién de semillas de Medigago sativa (Alfalfa), Avena

sativa (Avena) y Lolium multiflorum (zacate “Rye Grass”) en capsulas de Petri
conteniendo Pb en solucién acuosa dieron negativas, obteniéndose valores de
cero para Alfalfa y Rye Grass y de apenas 16% en Avena (Cuadro 2). Estas
ultimas no generaron plantulas viables ya que solo desarrollaron raices y no

hubo crecimiento de las partes aéreas.

Cuadro 2: Parcentaje de germinacién de plantas expuestas a una solucién acuosa de Nitrato de Plomo en cépsulas de
Petri {5 mg Pb total en 1a capsula).

Control Pb (5 mg)
Medicago sativa 100 0
Avena Sativa 64 16
Lolium multifiorum 84 0

EN SOLUCION NUTRITIVA CON PLOMO DISUELTO CON EDTA
Los porcentajes de germinacion de las plantas de las especies Phaseolus

vulgaris var. pinto americano, Phaseolus vuigans var. hegro, Medicago sativa y
Avena sativa tratadas con Pb disuelto en solucién nutritiva con EDTA tuvieron
valores mas exitosos que en la prueba de germinacién sobre Pb disuelto en

agua. A continuacion se muestran los valores en el Cuadro 3.
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Cuadro 3: Porcentajes de germinacién de semillas expuestas a Pb solubilzado en medio de Hoagland con EDTA {n=5).

Control 200 600 1200 2000

Phaseolus vulgans var. pinto

SHBHEENG 98+5 93+15 85+15 90+9 83+13
Phaseolus vulgaris var. negro 95+6 1000 95+5 9818 78x124
Avena sativa 95+ 5 88+8 91+7 96+5 91+10
Medicago sativa 75+13 75+13 70586 77+9 69+12

EN SOLUCION NUTRITIVA CON CADMIO
En el Cuadro 4 se reportan los valores de % de germinacién obtenidos al

someter a las plantas a 3y 10 ppm Cd

Cuadro 4: Porcentajes de germinacion de semillas expuestas a Cd en perlita (n=5),

Control 3 ppm 10 ppm
Phaeolus vulgaris var. Pinto americano 985 85112 90 +5
Phaseolus vulgans var. negro 95+6 100+ 0 100+ 0
Avena sativa 9515 96+ 5 99+ 3
Medicago sativa 75+ 13 82+9 73+6

EXPOSICION DE PLOMO EN PLANTAS SILVESTRES

Al realizar el analisis de varianza en todas las individuos de Malva parvifiora
tratadas con Plomo (Cuadro 5), se observaron diferencias altamente
significativas (P<0.01) entre el contenido del metal en las partes aéreas de la
planta (tallos, peciolos y hojas) y la raiz (Cuadro 6), siendo mayor el contenida
en la raiz (31722 ppm) que en las partes aéreas (1864 ppm). Al analizar la
cantidad de Plomo absorbida en toda la planta en relacion al tamario o edad de

la planta (Grafica 4) se pudieron observar diferencias significativas (P<0.05
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entre los individuos jovenes, los cuales, acumularon mayor cantidad (20906
ppm) que los individuos maduros (12161 ppm). Ahora bien, aunque no hay
diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre la cantidad de plomo
acumulada en las raices de las plantas jovenes y maduras, si se observé una
acumulacion mayor del metal en las hojas de las plantas jévenes en

comparacion con las hojas de los individuos maduros (Cuadros 7; Grafica 5).

Cuadro 5: : Analisis de varianza multifactorial del contenido de Plomo en plantas de Mailva parvifiora jovenes y maduras
expuestas a 1000 ppm Pb en medio nutritivo de Hoagland (™ indica valores de diferencia altamente

significativa).
Fuente de Suma de Cuadrado -
Toladin ddrados. T medio F calculada Probabilidad
Tratamiento  1.43ES8 1 1.43E8 20.77 ™ P<0.01
Organo 4.40E9 1 4.40E9 637.79"  P<0.01

* indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01).

Cuadro 6: Valores promedio del contenido de Plomo en plantas de Malva parviflora jévenes y maduras expuestas a
1000 ppm Pb en medio nutritivo de Hoagland (letras diferentes indican diferencias significativas).

Nivel Promedio + Error Limite gie confianza para
estandar la media

Tamars Joven (5.8 g) 20906.94+ 777.81° - 18653.48 23160.39

Adulta (68.3g) 12161.88 + 3870.79° 136563.48  16545.29

Raiz 31722.12 + 1693.82° 30796.78 34583.34

Hoja 1864 + 679.61°2 1587.82 5044 .46

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).

Organo
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Gréfica 4: Contenido de Plomo tisular en plantas de Malva parvifiora tratadas con 1000 ppm Pb en medio nutritivo de
Hoagland. Izquierda: en plantas jovenes y maduras. Derecha: En 6rganos. Letras diferentes indican

diferencias significativas.

Tamafo

ppm Pb en tejido
A_u - ~nN N
g 8 § 8

§‘

o

Joven (8.9 g)
Malva

Madura (58.3 g)

ppm Pb en tejido

Organo

Cuadro 7; Valores promedio del contenido de Plomo en plantas de Malva parviflora segiin su tamafio, expuestas a 1000
ppm Pb en medio nutritivo de Hoagland (letras diferentes indican diferencias significativas).

Nivel Promedio + Error Limite de confianza para la
estandar media

ray | J0veN 36057385 b 32027 40087

Madura . 29554 + 2009 ? 26704 32404

. Joven 5756 + 12 ° 5698 5814

Hoja 3

Madura 706 + 28 665 747
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).
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Grafica 5: Contenido de Plomo tisular en plantas de Malva parvifiora tratadas con 1000 ppm Pb en medio nutritivo de

Hoagland. lzquierda: en plantas jovenes y maduras. Derecha: En organos. Letras diferentes indican
diferencias significativas.

EXPOSICION DE CADMIO EN PLANTAS SILVESTRES

Las plantas de Malva parviflora expuestas a 130 y 260 ppm de Cadmio no
presentaron diferencias significativas en el contenido tisular del metal con
respecto al control (Cuadros 8 y 9). Sin embargo, al someterse a
concentraciones de 390 ppm hubo un incremento considerable y significativo
hasta 3991 ppm Cd (Grafica 4).

Es de hacer notar que la mayor parte del Cadmio absorbido por las plantas se

acumuld en las raices (2337 ppm), siendo muy poco lo que se transportd hacia

las partes aéreas.
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Cuadro 8: Anélisis de varianza multifactorial del contenido de Cadmio en plantas de Malva parvifiora expuestas a 130,
260 y 380 ppm Cd en medio nutritivo de Hoagland (™ indica valores de diferencia altamente significativa).

Fuente de Suma de Cuadrado .
variacion cuadrados 9.l medio F calc:lada Probakiikad
Tratamiento 59429229 3 19809743 11 .7'9?r P<0.01
Qrgano 26528521 1 26528521 15.79 P<0.01

** indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).

Cuadro 9: Comparacién multiple de los valores promedio del contenido de Cadmio en plantas de Malva parviflore

expuestas a 130, 260 y 390 ppm Cd en medio nutritivo de Hoagland mediante |a prueba de Tukey (letras
diferentes indican diferencias significativas).

) . Limite de confianza
Nivel Promedio + E.E. (ppm) para la media
Control 0x0° -1097.67 1097.67
, 130 ppm  503.58 + 146.49 2 -594.09 1601.25
Tratamiento
260 ppm  477.76 + 227.97 2 -98.85 1727.78
390 ppm  3991.21 + 1403.62° 289354 5088.88
Raiz 2337.42 +847.45° 1561.25 3113.60
Organo . e
Hoja 214.63 £ 87.01 396.77 1031.17

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).
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Grafica 6: Contenido de Cadmio en Malva parvifiora expuesta a 130, 260 y 330 ppm Cd en medio nutritivo de
Hoagland. Letras diferentes indican diferencias significativas.

EXPOSICION DE PLOMO EN PLANTAS DE CULTIVO
PRUEBAS DE TOLERANCIA IN VITRO

Las plantulas de alfalfa y “Rye Grass” de 9 dias de haber sido sembradas en
capsulas de Petri con papel de filtro humedecido con agua destilada y
sometidas posteriormente a 5 mg de Plomo no mostraron sefales cualitativas
que mostraran algun efecto nocivo letal del metal en ellas, excepto por una
disminucién en el tono de su coloracién verde en las hojas. Por su parte, en la
avena esta disminucién en la intensidad de color fue mucho mas notoria y se
observaron areas con fuerte clorosis en las porciones distales de las hojas. El
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crecimiento no se observo alterado en forma importante con respecto al control

en las diferentes especies.

EXPOSICION AL PLOMO EN SOLUCION ACUOSA

Crecimiento de las partes aéreas y elongacion de la raiz

La altura de las plantas de Alfalfa, Avena y Rye Grass sometidas a 1000 y 5000
ppm de Pb en el sustrato esta reportada en el Grafico 7. En ella se pueden
apreciar que no hubo diferencia estadistica significativa entre los tratamientos
(P=0.07) en cuanto a |a altura de las plantas se refiere, siendo su crecimiento
parecido al de las plantas sin tratamiento (Cuadros 10 y 11). Por su parte, el
analisis de varianza muestra diferencias en la altura de las plantas entre las
especies, lo cual es debido simplemente a las caracteristicas genéticas propias

que determinan la altura de cada especie.

Cuadro 10: Analisis de varianza del largo de las partes aéreas y raices en plantas de Medicago sativa, Avena safiva y
Lolium muitiflorum expuestas a 1000 y 5000 ppm Pb en solucién acuosa (** indica valores de diferencia
altamente significativa).

Fuente de  Suma de Cuadrado
Variable variacion cuadrados g.l. medio F calculada Probabilidad
Especie 461.86 2 23093 21.56 P<0.01
Largo  Tratamiento 55.94 2 2797 261" P=0.07

Organo 1685.55 1 168555  157.41  P<0.01

** indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).
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Cuadro 11: Comparacion multiple de los valores promedio del largo de las partes aéreas y raices en plantas de
Medicago sativa, Avena sativa y Lolium multiflorum expuestas a 1000 y 5000 ppm Pb en medio acuoso
mediante la prueba de Tukey (letras diferentes indican diferencias significativas).
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).
Limite de
Nivel Promedio + Error estandar confianza para la
media
Alfalfa 1 899+129° 7.80 10.17
Especie Avena 2 835+ 1.14° 7.16 9.54
Rye Grass 3 3.89+ 0.23° 2.70 5.08
Control 1 812+1.00 2 6.93 9.31
Tratamiento 1000 ppm 2 6.21+ 0.97° 5.71 8.08
5000 ppm 3 5.70+0.83° 5.03 7.40
Tallo 1 11.40+0.83° 10.43 12.37
Ogano  oop 2 2.75+0.15° 178 3.72
Tratamiento
10
9 ‘5-
8
1 7
| 6
- E s
‘ 41
| 3y
} 2 ¢
1F
ok : = :
Control 1000 ppm 5000 ppm
Altura de la planta

Gréfica 7: Comparacién multiple de los valores promedio del largo (cm) de las partes aéreas y raices en plantas de
Medicago sativa, Avena sativa y Lolium multiflorum expuestas a 1000 y 5000 ppm Pb en solucién acuosa.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P>0.05).

Analisis del contenido de Plomo

Los analisis por espectrofotometria de emision por plasma inductivamente

acoplado muestran que hubo grandes acumulaciones de Plomo tanto en las
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raices como en las partes aéreas de las plantas tratadas. En Rye Grass la
acumulacion llegé a niveles superiores al 1% mientras que en Alfalfa y Avena
se observaron cantidades de 6422 y 2314 ppm Pb en Alfalfa y Avena
respectivamente.

En la Grafica 8 es posible observar que las plantas tratadas con Pb contienen
en el tejido concentraciones de Pb significativamente diferentes a los controles
(P<0,01), los cuales, obviamente no contienen Pb. Sin embargo, se observd
que la acumulacion de Plomo en los individuos de Alfalfa y Avena tratados no
fue diferente entre ellas aungue si es alta entre estas dos especies y Rye Grass
tratado (Grafica 8). Esta dltima es la especie que acumula Plomo en mayores
cantidades, llegando a concentraciones de alrededor de 11500 ppm en
promedio en toda la planta (Cuadro 13). Asimismo, la cantidad de Plomo
acumulado en los tejidos de las plantas tratadas no fue significativamente
diferente entre los tratamientos de 1000 y 5000 ppm Pb. Por el contrario, las
diferencias fueron altas entre los érganos donde se acumula el Plomo (P<0.01),
siendo en la raiz donde permanece |la mayor cantidad del metal. La especie que

reporta mayor concentracion de Pb en hoja y raiz de Lolium multiflorum.

Cuadro 12: Analisis de varianza del contenide de Plomo (ppm) en plantas de Medicago sativa, Avena sativa y Lolium
multifforumn expuestas a 1000 y 5000 ppm Pb én solucién acuosa (™ indica valores de diferencia altamente

Elemento Fue."t?.de Sume de g.l. Cua('irado F calculada Probabilidad
variacion cuadrados medio
Especie 5.314E8 2 2.66ES8 9.476 ** P<0.01
Pb Tratamientc 1.42E9 2 7.11E8 25363 * P<0.01
Componente 9.06E8 1 9.06E8 32,323 * P<0.01
significativa).

** indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).
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Resuitados

Cuadro 13: Comparacién miltiple del contenido de Plomo (ppm) en plantas de Medicago sativa, Avena sativa y Lolium
multifiorum expuestas a 1000 y 5000 ppm Pb en medio acuoso mediante prueba de Tukey (letras diferentes

indican diferencias significativas).
. . Limite de confianza
Nivel Promedio + Error estandar para el valor promedio
Alfalfa 6422.31° + 1785.78 3907.86 8936.76
Especie Avena 2314.44° + 649.04 882.72 6505.19
Rye Grass 11595.49° + 2833.81 9081.04 14109.93
Control 0.00* + 0 -2514.45 2514 45
Tratamiento 1000 ppm  11841.1° + 245045 9326.67 1433556
5000 ppm 9726.4° + 216496 7059.40 12681.87
Components Raiz 11615.18° + 2337.12 9283.91 13718.98
P 2973.0° + 62354 92002  5026.09
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).
Especies Tratamientos
16000
14000
12000
%- % 10000
s § 8000
: £ 5000
- E 4000
2000
0 . . 0 -
Alfalfa Avena Rye Grass [ Control 1000 ppm 5000 ppm
\
' Componente
Grafica 8: Comparacion muiltiple de los valores promedio
del largo de las partes aéreas y raices en plantas
de Medicago sativa, Avena sativa y Lolium 16000
multifiorum expuestas a 1000 y 5000 ppm Pb en
solucion acuosa. lzquierda: Concentraciéon en 14000
tpda la planta. Derecha: Conlepido de Plomo 12000
tisular en todas las especies segun el | §
tratamiento. Abajo: Acumulacién en raiz y partes l ) 10000
aéreas. Letras diferentes indican diferencias
significativas. E 8000
‘E 6000
2 4000
2000
0
Raiz Aérea
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EXPOSICION AL PLOMO EN MEDIO DE HOAGLAND CON EDTA

Variaciones en la formacion de biomasa

Los resultados sobre |a variacion del peso seco de muestras tipo compuesta de
30 individuos cada una se exponen en el Cuadro 14 y la Grafica 9 (superior y
medio) para las dos variedades de Phaseolus vulgaris y en el Cuadro 15y

Grafica 9 (abajo) para Avena safiva

Cuadro 14: Peso seco (mg/planta) de plantas de 4 semanas de Phasaolus vuigans var. pinto americano y P. vulgars
var. negro expuestas a Plomo solubilizado con EDTA en medio nutritivo de Hoagland.

Especie Conc Hoja Raiz Tallo Toda
Control 16.03 17.77 65.82 93.18
200 22.99 37.25 113.51 173.75

Pinto americano 600 12.09 17.61 66.76 93.99
1200 9.30 20.04 69.85 96.26
2000 6.17 8.57 15.83 40.43
Control 24 51 20.15 63.45 108.12
200 21.98 22.27 68.91 113.16

Frijol Negro 600 ans 18.95 73.00 97.10
1200 18.97 18.84  64.07 101.88
2000 0.00 2095 47.59 68.54
2000 4.50 1.91 0.00 6.41

En ellas se puede apreciar que generalmente hay una tendencia al aumento de
la produccion de biomasa total por encima de los controles en los niveles
menores de concentracion de Plomo en el sustrato (200 ppm). A medida que la
concentracion en el sustrato aumenta, la producciéon de biomasa total comienza
a disminuir hasta llegar a valores un poco por encima de la mitad de los

controles en las plantas expuestas a 2000 ppm Pb. Las variaciones del peso
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seco total son producidas principalmente por variaciones en el peso seco de los

tallos en el frijol.

Cuadro 15: Peso seco (mg/planta) de plantas de 4 semanas de Avena sativa expuestas a distintas concentraciones de

Plomo en medio nutritivo de Hoagland con EDTA (n= 30).

Tratamiento Hoja Raiz Toda
Control 7.62 4.97 12.59
200 ppm 7.7 4.43 11.79
600 ppm 8.54 5.49 14.04
1200 ppm 8.66 4.66 13.33
2000 ppm 4,50 1.91 6.41
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Grafica 9: Peso seco (mg/planta) en diferentes érganos de plantas expuestas a diferentes concentraciones de Plomo en
medio nutritivo de Hoagland con EDTA. Arriba: Frijol pinto americano. Medio: Frijol negro. Abajo: Avena.

Muestra de tipo compuesta de n= 30 individuos.
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Variacion en la cantidad de Proteina Total

El porcentaje de proteina total de las plantas de frijol pinto americano (10.81%)
y negro (10.78%) fue mayor al contenido por la avena (6.93%; ver Cuadro 17 y
Gréfica 10). Por otra parte, todos los tratamientos de Plomo resultaron en un
incremento estadisticamente significativo (P<0.01)en la cantidad de proteina
total con respecto al control, desde 6.94% en este dltimo hasta valores de
10.8%. Los valores obtenidos en las plantas tratadas no mostraron diferencia

estadistica significativa entre ellos (P>0.05).

Cuadro 16: : Andlisis de varianza multifactortal del contenido de Proteina Total en plantas de Phaseolus vulgaris var.
pinto americang, P. vulgaris var. negro y Avena sativa expuestas a 200, 300, 600 y 1200 ppm Pb solubilizado
&n medio nutritivo de Hoagland con EDTA.

Fuente de Suma de Cuadrado .
Elemento ArBdSH cFiGHos W médio F calculada Probabilidad
ProtTot Especie 119.50 2 5975 28.43 | P<0.01

Tratamiento 90.14 3 30.04 14.29 P<0.01

** indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).

Cuadro 17: Comparacion multiple de los valores promedio del contenido de Proteina total de Jas partes aéreas y raices
en plantas de Phaseolus vulgaris var. pinto americano, 2. vuigaris var, negro y Avena sativa expuestas a 200,
300, 600, 1200 y 2000 ppm Pb solubilizado en medio nutritivo de Hoagland con EDTA mediante la prueba de

Tukey.
Limite de
Nivel Promedio = Error estdndar  confianza para la
media
F.pinto amer.  10.81 +0.66° 9.95 11.65
Especie Negro 10.78+0.42° 9.93 11.63
Avena 6.93+0.74° 6.07 7.78
Control 6.94 £ 0.94% 5.95 7.93
Tratamiento 200 ppm 1083+ 1.06° 9.84 11.82
600 ppm 9.45+ 0.66° 8.45 10.43
1200 ppm 10.80 +0.33° 9.81 11.78

23
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Porcentaje de germinacion

Proteina Total ‘

1

Grafica 10: Comparacién multiple de los valores promedio del contenido de proteina total en Phaseolus vulgaris var.
pinto americano, P. vulgaris var. negro y Avena sativa expuestas a diferentes concentraciones de Plomo
solubilizado en medio nutritivo de Hoagland con EDTA mediante la prueba de Tukey (letras diferentes indican
diferencias significativas).

Variacion en el contenido de clorofila

El analisis estadistico muestra que el frijol pinto americano y la avena poseen
una cantidad similar de clorofila o, B y total. Por su parte, el frijol negro tiene
una cantidad significativamente mayor del pigmento, mientras que la alfalfa es
la especie que mayor concentracion de clorofila contiene (Grafica 11). El
analisis de los datos también sefiala que la concentracion de clorofila en el
tratamiento con menor cantidad de Pb no es diferente al control y hasta
aumenta su valor muy ligeramente. Sin embargo, la concentracién de clorofila
posteriormente cae en proporcién con la concentracion de Plomo en el sustrato.
En la Grafica 11 se puede apreciar el contenido de clorofila total para cada
especie expuesta a Plomo. En el frijol pinto americano ésta disminuy6

proporcionalmente con la dosis de tratamiento suministrada desde 22.2 mg/g
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peso fresco en los controles hasta 9.19 mg/g en el tratamiento de 2000 ppm Pb
con alta diferencia significativa (P< 0.01) entre los tratamientos.

En el frijol negro los resultados tuvieron una tendencia similar, aunque mucho
menos marcada, siendo el contenido menor y estadisticamente significativo a
partir del tratamiento de 1200 ppm Pb.

En la avena las variaciones en el contenido de clorofila fueron mas erraticas
notdndose una alta diferencia significativa entre el control (15.4%) y el mayor
valor en el tratamiento de 200 ppm Pb (26 mg/g), el cual baja en los
tratamientos posteriores a niveles minimos de 11.5 mg/g.

La alfalfa no muestra diferencia estadistica significativa entre el contenido de
clorofila en los controles y los tratamientos de 200 y 600 ppm Pb. Es sélo a
partir del tratamiento de 1200 ppm Pb que el contenido de clorofila baja a

niveles estadisticamente diferentes desde 42 mg/g en el control hasta 31 mg/g.

Cuadro 18: Andlisis de varianza entre especies, tratamientos y 6rganos del contenido de Clorofila (mg/g peso fresco)
en las plantas expuestas a 200, 600, 1200 y 2000 ppm Pb solubilizade en solucién nutritiva de Hoagland pH
55

Fuentede Suma de Cuadrado
Variable variacion cuadrados g.l. medio F calculada Probabilidad

Clorofila Total Especie 452824 3 1509.41 144.13* P<0.01

Tratamiento 513.15 4 12834 12.25™  P<0.01

Clorofila Especie 1069.80 3 356.60 79.06* P<0.01

Tratamiento 170.28 4 42 .51 9.44** P<0.01

Especie 1282.35 3 427.41 13365* P<0.01
Clorofila a

Tratamiento 156.71 4 24.03 7.51*" P<0.01

** indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).
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15

10

Tratamiento

Gréfica 11: Variacion en el contenido de Clorofila (mg/g peso fresco) en las plantas expuestas a 200, 600, 1200 y 2000
ppm Pb solubilizado en solucién nutritiva de Hoagland pH 5.5. Letras diferentes indican diferencias
significativas mediante la prueba de Tukey. lzquierda: en cada especie. Derecha: en cada tratamiento.
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Grafica 12: Variacion en el contenido de clorofila en cada especie expuesta a 200, 600, 1200 y 2000 ppm Pb
solubilizado en solucién nutritiva de Hoagland pH 5.5. Letras diferentes indican diferencias significativas
mediante la prueba de Tukey.

Analisis del Plomo tisular

El analisis estadistico efectuado sobre las plantas sometidas a Pb solubilizado
en solucién nutritiva de Hoagland muestra diferencias altamente significativas
(P<0.01) entre las plantas tratadas que acumularon Plomo y los controles

(Cuadro 19). Sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente
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significativas (P>0.05) entre las especies y variedades ensayadas, mostrandose
valores promedio de entre 404 ppm Pb en Avena Sativa y 243 ppm Pb en

Phaseolus vulgans var. pinto americano (Grafica 12 y Cuadro 20).

Cuadro 19: Anélisis de varianza del contenido de Plomo en plantas de Phaseolus vuigars var. pinto americano, P.
vuigans var. negro, Avena sativa y Medicago sativa expuestas a 200, 300, 600, 1200 y 2000 ppm Pb
solubilizado en medio nutritivo de Hoagland con EDTA

Fuente de Suma de Cuadrado i
Elemento i i cuadrados 3" medio F calculada Probabilidad
Especie 3172540 3 1057513 1.748n.s. P>0.1
Pb Tratamiento 5481380.5 4 1370345.1 22.657* P<0.01

Componente 7174394 2  358719.7 5.931* P<0.01

**indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).

La diferencia fue altamente significativa (P<0.01) entre el control y el primer
nivel de tratamiento (200 ppm Pb en sustrato), asi como entre este nivel y los
siguientes. Sin embargo, entre estos ultimos (600, 1200 y 2000 ppm Pb en
sustrato) los resultados no arrojaron diferencias estadisticas. Los promedios
fueron de 204 ppm Pb tisular para el tratamiento con 200 ppm Pb en sustrato,
mieniras que en los demas tratamientos los valores se situaron entre 419 y 537
ppm Pb tisular (Cuadro 20).

En cuanto a los sitios de acumulacidn en las plantas, se observé que donde se
genera mayor concentracion de Plomo tisular es en las hojas (407 ppm Pb),
siendo sus valores significativamente diferentes a los mostrados en los tallos
(218 ppm Pb) y raices (270 ppm Pb). Entre estos ultimos no hubo diferencia
significativa (P>0.05).

Cuadro 20; Comparacién multiple de [os valores promedio del contenido de Plomo de las partes aéreas y raices en
plantas de Phaseolus vuigaris var. pinto americano, P. vuigarns var. negro, Avena sativa y Medicago sativa
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e
—

expuestas a 200, 300, 600, 1200 y 2000 ppm Pb solubilizado en medio nutritivo de Hoagiand con EDTA
mediante |a prueba de Tukey.

Ni Promedio + Error Limite de confianza para el

ivel :
estandar valor promedio

1 243.04 + 34.38° 170.52 31557

. 2 32044 + 414° 247.92 392.97

Eapacks 3 404.90 £ 8249°  277.20 460,08

4 316.95 + 69.27 ® 233.23 449.29

1 0.00 + 0.002 -96.24 85.86

2 20398 + 356" 107.73 289.83

Tratamiento 3 418.81 + 48.14°¢ 322.56 504.67

4 451,19 + 54.59° 354.94 537.05

5 537.25 + 81.40° 43927 649.06

1 218.03 + 40.75° 155.67 355.84

Componente 2 269.86 + 39.492 218.00 347.66

3 40684 + 4840° 354 .98 484.65

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).

En el analisis de varianza entre tratamientos y componentes u 6rganos para
cada especie en particular se muestra que en ninguna de las dos variedades de
Phaseolus vulgans se encontro diferencia significativa (P>0.05) entre los

6rganos ni entre los tratamientos (Grafica 13).
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Grafica 13: : Contenido de Plomo tisular en plantas de
Phaseolus vulgaris var. pinto americano, P
vulgaris var. negro, Avena sativa y
sativa expuestas a
concentraciones de Plomo solubilizado en
medio nutritivo de Hoagland con EDTA.
lzquierda: Concentracién en toda la
Derecha: Variacién del contenido en f lao
especies segin el
Acumulacion en o6rganos. Letras diferentes
indican diferencias significativas.
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Por su parte, la Avena sativa mostré diferencias altamente significativas
(P<0.01) entre los tratamientos, incrementandose la concentracién de Plomo
tisular en proporcidon con la cantidad de plomo en el sustrato desde 72 ppm en
el primer nivel de tratamiento hasta 1041 ppm Pb en el Gltimo. Sin embargo,
entre los componentes de la planta no se observé diferencia estadistica
significativa (P>0.05), como indica la Gréafica 14.

En Medicago sativa se observd una alta diferencia significativa (P<0.01) entre el
tratamiento de 200 ppm Pb en sustrato y los demas tratamientos. Asimismo, la
diferencia estadistica también fue altamente significativa entre los érganos,
siendo aquellos de las partes aéreas los que mayor cantidad de Plomo

acumularon en los tejidos (Grafica 14).
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Gréfica 14: De arriba abajo: Contenido de Plomo en Phaseolus vulgaris var. pinto americano, P. vulgaris var.
negro, Avena sativa y Medicago sativa expuestas a diferentes concentraciones de Plomo disuelto en medio
de Hoagland con EDTA. lzquierda: Contenido de Plomo en la planta segun el tratamiento. Derecha:
Acumulacion en raiz y partes aéreas. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Resuitados

EXPOSICION DE CADMIO EN PLANTAS DE CULTIVO

VARIACIONES EN LA FORMACION DE BIOMASA
Los valores de de peso seco de las plantas sometidas a Cadmio se registran en

los Cuadros 21y 22. Se observa un aumento ligero en el peso seco total en el

rango de concentracion experimental de Cadmio aplicado en el sustrato desde

93.2 mg/planta hasta 110.5 mg/planta en el frijol pinto americano y de 12.6 a

14.3 mg/planta en la avena (Grafica 15, superior e inferior). En el frijol negro la

produccién de biomasa aumenta en la concentracion de 3 ppm (117 mg/planta),

pero luego cae por debajo del peso seco del control (Grafica 15, abajo).

Cuadro 21; Peso seca {mg/planta) de plantas de 4 semanas de Phaseolus vulgaris var. pinto americano, P. vuigans var,
negro expuestas a 3 y 10 ppm Cd en medio nutritivo de Hoagland. Los valores corresponden a una muestra

compuesta de 30 individuos.

Especie Conc {ppm) Hoja Raiz Tallo Toda
Control 16.03 17.77 6582 93.18

Pinto americano 3 ppm 744 2111 6644 106.69
10 ppm 23.92 2027 66.31 110.50
Control 2451 20.15 6345 108.12

Frijol negro 3 ppm 19.83 23.07 7465 117.55
10 ppm 11.86 21.72 66.15 99.73

Cuadro 22; Peso seco (mg/planta) de plantas de 4 semanas de Avena sativa expuestas a 3y 10 ppm Cd en medio
nutritivo de Hoagland. Los valores corresponden a una muestra compuesta de 30 individuos.

especie Conc (ppm) Hoja Raiz Toda
Control 7.62 4.97 12.59
Avena Cd 3 ppm 8.51 5.28 13.79
Cd 10 ppm 8.71 5.58 14.29
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Gréfica 15: Peso seco en diferentes 6rganos de plantas de 4 semanas de Phaseolus vulgaris var. pinto americano
(arriba), Phaseolus vulgaris var. negro (medio) y Avena sativa expuestas a diferentes concentraciones de
Cadmio en medio nutritivo de Hoagland. Muestra de tipo compuesta de n= 30 individuos.
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VARIACION EN LA CANTIDAD DE PROTEINA TOTAL

Las plantas expuestas al Cadmio experimentaron un aumento altamente

significativo (Cuadro 23) concomitantemente con el aumento en la dosis de

tratamiento. Este incremento fue ligeramente superior al 50% del contenido

proteico de los controles incrementando el valor desde 6.94 hasta 10.74% en el

tratamiento de 10 ppm Cd (ver Cuadro 24 y Grafica 16).

Cuadro 23; : Analisis de varianza multifactorial del contenido de Proteina Total en plantas de Phaseolus vulgaris var.
pinto americano, P. vuigaris var. negro y Avena sativa expuestas a 3y 10 ppm de Cadmio en medio nutritivo

de Hoagland.
Fuente de Suma de Cuadrado -
ibabeia Subiirakls 1. medic F calculada Probabilidad
Especie 287.20 2  143.60 220.08 P<0.01"
Tratamiento ~ 66.82 2 3340 51.20 P<0.01"

** indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).

Cuadro 24. Comparacién multiple de los valores promedio del contenido de proteina total de las de hojas de Phaseolfus
vulgaris var. pinto americano, P. vulgar's var. negro y Avend Sativa expuestas a 3 y 10 ppm Cd en medio

nutntive de Hoagland mediante la prueba de Tukey.

Limite de confianza

Nivel Promedio + Error estandar para la media
F.pinto 1 11.18+0.71° 10.62 11.73

Especie F.negro 2 10.74+0.54° 10.18 11.30
Avena 3 405+057° 3.49 4 61
Control 1 6.94+093°2 6.38 7.50

Tratamiento 3 ppm 2 829+142° 7.73 8.84
10 ppm 3 1074+1.14° 10.18 11.30

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).
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Grafica 16: Contenido de proteina total en Phaseolus vulgaris var. pinto americano, P. vulgaris var. negro y Avena sativa
expuestas a diferentes concentraciones de Cadmio en medio nutritivo de Hoagland mediante la prueba de
Tukey. lzquierda: en cada especie. Derecha: En cada tratamiento (letras diferentes indican diferencias
significativas).

ANALISIS DEL CONTENIDO DE CADMIO

Las especies de cultivo sometidas a 3 y 10 ppm de Cadmio absorbieron
cantidades considerables del metal hacia el interior de las plantas hasta
cantidades promedio de 45 ppm Cd en la Avena, siendo significativamente
diferente a las variedades de frijol, aunque no lo es de la alfalfa. La avena fue la
especie que mayormente acumulé el metal en sus tejidos (Grafica 17). Entre las
demas especies con menor absorcién de Cd no hubo diferencias significativas
entre sus valores promedio.

Tampoco se observd diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre los

tratamientos de 3 y 10 ppm Cd en sustrato.
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Por su parte, la raiz mostré una cantidad mayor y una diferencia altamente

significativa (P<0.01) en el contenido de Cd tisular con respecto a los demas

organos.

Cuadro 25: Andlisis de varianza del ¢contenido de Cadmio en plantas de Phaseolus vulgaris var. pinfo americano, P.
vulgaris var. negro, Avena sative y Medicago safiva expuestas a 3 y 10 ppm Cd en medio nutritive de

Hoagland.
Fuente de Suma de Cuadrado
variacion cuadrados _ g.l. medio F calculada Probabilidad
Especie 10025643 3 3341.88 4.87* P<0.01
Tratamiento 22471.09 2 1123554 16.37** P<0.01
Componente 15563.662 2 7781.83 11.34** P<0.01

* indica valores de diferencia altamente significativa (P<0.01); n.s.= no significativa (P>0.5).

Cuadro 26: Comparacion miltiple de los valores promedio del contenido de Cadmio de las partes aéreas y raices en
plantas de Phaseolus vulgaris var. pinto americano, P. vulgaris var. negro, Avena sative y Medicego sativa
expuestas a 3 y 10 ppm Cd en medio nutritivo de Hoagland mediante |a prueba de Tukey

Limite de
Nivel Promedio + Error estandar confianza para la
media
F. pinto 16.54 + 8.80 © 6.06 27.03
. F. negro 8.8+3.19° -.86 18.59
Especie b
Avena 45.04 + 8.86 26.63 53.21
Alfalfa 2527 + 9.38 30 8.12 41.05
Control 033+.03° -10.00 9.87
Tratamiento 3 ppm 36.23+7.82 " 2620  46.03
10 ppm 2004 +7.46° 1956 4317
Tallo 244 +068° -1.74 2619
Organo Raiz 40.50 +8.01° 3228  50.72
Hoja 1224 +394° 4.44 22.97
Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.01).
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Especie Tratamiento
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Grafica 17: Contenido de Cadmio tisular en plantas
de  Phaseolus vulgaris var. pinto
americano, P. vulgaris var. negro, Avena
sativa y Medicago sativa expuestas a

en  medio nutritivo de  Hoagland.

Izquierda: Concentracién en la planta.

Derecha: Variacién del contenido en

todaslaespeaessegunelmm

diferentes indican diferencias altamente
significativas (P<0.01).

ppm Cd en tejido

Tallo Raiz Hoja
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION:

Se realizaron observaciones ultraestructurales en las plantas expuestas a 1200
ppm Pb disuelto en solucion de Hoagland con EDTA haciendo énfasis en los
cloroplastos. Sin embargo, este analisis no revelé la presencia de alteraciones
importantes en dichos organelos en la hojas ni en las células epidérmicas del
tallo. Los cloroplastos se observaron en las plantas expuestas de aspecto
parecido a los controles (Figuras 1 y 2), midiendo aproximadamente 6.5 pm de
largo y 2.5 pym de ancho en forma de media Luna. Los tilacoides se mostraron
claramente formando granas bien definidas y se observé la presencia de
pequenos corpusculos electron densos dispersos tanto en los cloroplastos de
las plantas control como en las tratadas. Asimismo, la estructura fina de las
células del tallo y hoja muestran la organizacién tipica mostrada en plantas

normales (Figura 3).

Figura 1: Corte ultrafino de hoja de Alfalfa mostrando cloroplastos en forma de media
Luna con tilacoides bien organizados.
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Figura 2: Corte ultrafino de tallo de Alfalfa expuesta a 1200 ppm Pb mostrando cloroplastos de a nivel de células
endodérmicas. La forma de media Luna con tilacoides bien organizados presente aqui es también tipica de
cloroplastos en plantas normales.
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Figura 3: Corte transversal de tallo de alfalfa expuesta durante 6 semanas a 1200 ppm Pb en solucién nutritiva de
Hoagland con EDTA. Nétese la presencia de elementos de floema caracteristicos de células normales.
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DISCUSION

La magnificacién de metales pesados en los diferentes niveles tréficos debido a
la contaminaciéon de suelos por causas antropogénicas trae consecuencias
negativas para el desarrollo estable de los ecosistemas asi como problemas
importantes relacionados con la salud humana. Existen diversos métodos para
depurar estos ambientes contaminados, los cuales, aunque son efectivos en la
remocién de metales pesados dejan el suelo infértii 0 en condiciones no
propicias para el desarrollo vegetal y animal (ref.). Debido a ello, esta
investigacion se dirige hacia la busqueda de especies vegetales que
potencialmente puedan ser utilizadas en tecnologias alternativas de remocion
de metales pesados sin consecuencias negativas para el ambiente, como la
fitorremediacion (ref.). Dicha blsqueda se enfoc6é en plantas silvestres
adaptadas a condiciones climaticas extremas y plantas cultivables en regiones

semiaridas.

PLANTAS SILVESTRES

Es de gran interés en este trabajo llevar a cabo estudios en especies que estén
adaptadas a las condiciones climaticas tipicas de la regién donde se quiere
aplicar la tecnologia ecolGgica pertinente. Es por ello que se trabajé en la
blusqueda de especies herbaceas que no sélo presentaran caracteristicas de
tolerancia al estrés metalico, sino que ademas estén adaptadas a las
condiciones climaticas tipicas de esta drea geografica. Para que una especie se

considere tolerante a los metales pesados, la misma debe ser capaz de
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sobrevivir en medios donde el contenido metalico sea abundante (Shaw, 1990;
Brooks, 1998). Las plantas que se observaron en los diferentes sitios
contaminados crecieron en dichos lugares desde el momento de su
germinacion, por lo cual, han estado expuestas continuamente a las sustancias
quimicas que normalmente fluyen al lugar. Ello permite establecer la premisa de
que si estas especies crecen en estos sitios es debido a su caracter tolerante a
este medio.

Las especies herbaceas predominantemente observadas en las zonas de
muestreo pertenecen a las familias Averaceae, Malvaceae, Gramineaceae,
Convolvulaceae y Euphombiaceae, las cuales son plantas de amplia
distribucion y de una gran variedad taxondmica. Aunque no todas las plantas
colectadas pudieron ser identificadas hasta el nivel de especie debido a la
carencia de todos los érganos vegetativos, una especie que acumuld elevadas
cantidades de metales pesados en su interior pudo ser identificada plenamente:
Malva parviflora. Sobre las especies de Malva spp. no existen reportes que
indiquen alguna relacion con los metales pesados, excepto Ust'ak y Vana
(1998) quienes trabajaron con Malva meluca.

Todos los individuos colectados mostraron un aspecto fenolégico que no
permite inferir que presenten sintomas de deterioro por efectos toxicos de
ninguna indole, debido a que presentaban vigor, color y tamario tipicos de
plantas normales. A pesar de que se asume que estas plantas han estado en
continua exposicion a metales pesados, no todas las especies colectadas

presentaron cantidades considerablemente elevadas de metales pesados en
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sus tejidos internos mientras que, contrariamente, otras especies mostraron
cantidades elevadas de unos cuantos metales en su interior. Lo anterior permite
inferir que los mecanismos de tolerancia a metales pesados son de naturaleza
variable entre las especies y que algunos de estos mecanismos de tolerancia
permiten la toma y acumulacion de metales en diferentes érganos vegetativos
mientras que otros mecanismos evitan la introduccién del contaminante a la
planta (Tyler et al., 1989). Existen casos en que los mecanismos inclusivos de
alguna manera inactivan los efectos nocivos del metal permitiendo su
hiperacumulacién en los tejidos (Shrivastava y Singh, 1989; Shaw, 1990,
Chaney, et al., 1993; Huang y Cunningham, 1996; Punzén y Dickinson, 1997;
Robinson, et al., 1998).

El hecho de encontrar plantas tolerantes habitando sitios con importantes
contenidos de metales pesados nos permite realizar estudios sobre la
naturaleza del suelo del sitio de una manera mas precisa analizando la planta
gue analizando el suelo directamente. Esto es mas evidente en el Area | de
muestreo de esta investigacion, en el cual, los cambios en las caracteristicas
fisico-quimicas del agua en el canal efluente eran continuos. Realizar un
estudio del contenido de contaminantes en ese sitio a través de muestras
puntuales nos da a conocer la composicion del suelo en el instante del
muestreo, el cual varia con el tiempo. En cambio, el contenido metalico de las
plantas acumuladoras da informacién sobre el contenido histérico promedio del
sustrato donde habita, ya que toma del medio una muestra en forma continua

de todo elemento que esté pasando por el lugar a lo largo del tiempo de vida de
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la planta, convirtiéndose en un sistema bioindicador de contaminacion del
medio. Es por ello que Malva parviflora colectada en los 3 sitios contaminados
presentd diferentes niveles de acumulacion de metales pesados, debido a que
en el suelo de los 3 sitios hubo concentraciones diferentes de los contaminantes
presentes. Algunos estudios muestran la existencia de especies en las que la
acumulacién tisular de metales pesados ocurre en forma proporcional a la
concentracion de los mismos en el medio, asumiéndose generalmente que a
mayor concentracion del elemento en la planta, mayor es la concentracién en el
suelo o sustrato (Robinson et al., 1998). De este modo, debido a que se
encontré que Malva parviflora contiene cantidades elevadas de metales
pesados sin menoscabo aparente de sus funciones biolégicas esta planta reine
caracteristicas que nos permiten proponer a esta especie como probable
bioindicador de gran contaminacion en el suelo.

Ahora bien, la utilizacion de especies silvestres trae consigo a menudo una
serie de inconvenientes para su propagacion y cultivo extensivo; principalmente
concernientes con la dificultad en romper el letargo de las semillas para
hacerlas germinar en condiciones agronomicas (Mauro et al.,, 1998). En esta
investigacion no fue posible encontrar alguna técnica de germinacion capaz de
romper el letargo de las semillas de Malva parvifiora. Debido a ello, hasta no
encontrar una técnica de propagacién apropiada no sera posible |a aplicacion
de esta especie en estrategias de fitorremediacion, por lo que se sugiere mayor

investigacién en este sentido. Sin embargo, una alternativa de uso de esta
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especie seria mediante el transplante de individuos ya establecidos a los sitios
de aplicacion.

Los individuos de esta especie que fueron transplantados y expuestos a alta
concentracion de Plomo en el sustrato continuaron creciendo normalmente
durante el transcurso del periodo de tiempo del experimento. Sin embargo, a
pesar de transportar gran cantidad de Cadmio hacia las partes aéreas, las
plantas pronto desarrollaron sintomas letales de toxicidad. Estos resultados
sefialan que Malva parvifiora posee una tolerancia alta al Pb y nula al Cd.

En el caso del plomo, una gran concentracién del metal es absorbida hacia el
interior de la raiz, quedando retenido en este drgano en su mayor parte. Sin
embargo, una porcion metalica considerable es transportada hacia las partes
aéreas, donde se acumula sin causar dafo aparente. Resultados similares
fueron encontrados en otras especies (Singh et al., 1997; Xiong, 1998)

La observacién de que las plantas mas jévenes o de menor tamaiio presentaron
mayor contenido de Plomo que aquellas de mayor tamano o edad indica que la
capacidad de absorcién y retencion de Plomo va a depender del grado de
maduracion de la misma. Los resultados muestran que esta diferencia se debe
principalmente a que las plantas jévenes transportan al Plomo absorbido por la
raiz hacia las paries aéreas en forma mucho mas eficiente que las plantas
maduras. No obstante, la capacidad de absorcion por la raiz no se ve
significativamente alterada con |la edad de la planta ya que ambos grupos de

edades no mostraron diferencia significativa en el contenido de Plomo radicular.
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Esta observacion de que el Plomo es absorbido de igual forma por la raiz en
plantas jovenes y maduras, aunque es transportado hacia las partes aéreas en
mayor cantidad en plantas jovenes es importante para efectos practicos de
fitorremediacion ya que si se trata de utilizar a esta especie en algun proyecto
de fitoextraccion de Plomo, evidentemente se obtendran logros mas rapidos

utilizando plantas jévenes que sean reemplazadas antes de su maduracién.

PLANTAS DE CULTIVO

Con el fin de obtener especies que posean caracteristicas similares a las
presentadas por Malva parviflora en cuanto a la retencion y tolerancia de
metales pesados, pero que ademas posean ventajas agronémicas, se€
emplearon algunas especies tolerantes cultivables en los suelos y condiciones
climaticas del Noreste de México, como fueron la alfalfa, avena, frijol y ciertas
gramineas. Las propiedades hiperacumuladoras de oiras especies han sido

reportada en diferentes publicaciones (Cunningham et al., 1995)

PRUEBAS DE GERMINACION

Desafortunadamente, la capacidad germinativa de las semillas de Medicago
sativa (Alfalfa), Avena sativa (Avena) y Lolium multiflorum (zacate "Rye Grass”)
quedd anulada en presencia de medio acuoso de 1000 ppm en cajas de Petri.
Probablemente el Plomo en solucidn acuosa en alta concentracion penetra
facilmente en la semilla durante las primeras fases de imbibicion inhibiendo asi
los procesos metabdlicos iniciadores de la germinacién. En sistemas
experimentales donde el Plomo en solucion no esta directamente disponible por
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la semilla, sino solubilizado con EDTA junto a otros iones en medio nutritivo,
ésta es capaz de germinar y generar una plantula.

Desde el punto de vista practico lo anterior es importante debido a que la
especie potencialmente Util para fines de fitorremediacién debe ser capaz de
germinar en el medio contaminado para hacer menos laboriosa su propagacion
en el sitio, en lugar de tener que ser transplantada y sembrada en el area que
se desea tratar, ya que éste seria un proceso mas costoso y que retardaria la
velocidad de colonizacion del lugar debido a los dafios mecanicos que sufren
las plantas durante el proceso de transplante. El proceso mas eficiente, rapido y
menos laborioso y costoso seria el de propagar extensivamente la especie
mediante la siembra de semillas empleando las técnicas de cultivo agrondmicas
apropiadas, con la precaucion de no exponer estos cultivos a su ingesta por

animales en la ganaderia y humanaos.
PRUEBAS DE TOLERANCIA EN PLANTULAS EN CAJAS DE PETRI

A pesar de que las semillas perdieron su capacidad de germinacién al ser
expuestas a las concentraciones empleadas de Pb y Cd directamente en
soluciones acuosas, las plantulas de Alfalfa y Rye Grass originadas de semillas
no expuestas a los metales no alteraron su crecimiento ni aspectos cualitativos
de coloraciéon y forma en forma notable. Estas plantulas continuaron su
desarrollo a pesar de la exposicion directa creciendo practicamente sobre un
medio acuoso con una alta concentracion de Pb, el cual esta disponible en

forma directa para ser tomado hacia el interior de la planta a través de la raiz.
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En la Avena, por su parte, los efectos toxicos fueron de los metales fueron
evidentes. En este caso, asi como en los dos anteriores, las plantulas tratadas
germinaron y crecieron hasta formar una biomasa considerable tomando
unicamente aquellos nutrientes presentes en el endospermo de las semillas ya
que solo se les suministré agua bidestilada en el sustrato. Nufnez (2001) reporta
una notable disminucion de elementos esenciales cuando el suministro de éstos
es escaso. Debido a ello, es posible inferir que al iniciar la exposicién de
metales en las plantulas, éstas ya hayan comenzado a generar respuestas
biolégicas adversas debidas al estrés nutrimental, por lo cual, las plantas de
Avena se hayan hecho mas susceptibles a los efectos toxicos del metal. En
contraste, las plantulas de Alfalfa y Rye Grass alin mantienen su capacidad
tolerante debido probablemente a un mayor rendimiento en el uso y

biotransformacion de las sustancias de reserva de sus semillas.
PRUEBAS DE TOLERANCIA AL PLOMO

Las pruebas de tolerancia al Plomo se realizaron en dos niveles que contienen
altas concentraciones del metal cada uno. En un nivel el Plomo se le suministré
directamente colocando a las plantas en medios con Pb en soluciéon acuosa. En
esta forma el Plomo est4 totalmente disuelto como Pb?*, la cual asumimos que
es la forma mas disponible para su absorcion por parte de la planta, pudiendo
pasar libremente a través de los canales i6nicos membranoso y probablemente
por difusién simple hacia el interior de la raiz a una elevada tasa de absorcion.
Por otro lado, aunque las cantidades de Plomo presentes en las partes aéreas

es elevada, su transporte desde la raiz ocurre a una tasa mucho menor que la
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tasa de absorciéon ya que hay una mayor resistencia a través de los espacios
xilematicos. Ademas, el Pb* absorbido se puede ir asociando a los
constituyentes celulares a través de enlaces covalentes que no permiten su
transporte mas alla. Esto genera diferencias significativas entre el contenido de
Plomo tisular en la raiz y parte aérea de la planta, siendo mucho mayor en la
primera. En este proceso de transporte es importante conocer la presencia o no
de proteinas transportadoras de metales originadas por miembros de la familia
de genes ZIP (Guerinot, 2000), los cuales transportan una variedad de cationes
en el interior de la planta (Williams, et al., 2000).

Un hallazgo interesante ocurre en las plantas tratadas con Plomo solubilizado
en solucién nutritiva de Shive con EDTA. En estas plantas por lo general se
encontraron cantidades de Plomo mucho menores que cuando se suministré en
solucion acuosa directamente. En estas condiciones la absorcion de Plomo es
mucho menor debido a que el metal estd asociado por el agente quelante en
una molécula de mucho mayor tamafio y con caracteristicas quimicas que
reducen notablemente su paso a través de los canales iénicos membranosos y
por difusion simple. En otras palabras, se reduce la biodispenibilidad del Plomo
en relacion al Pb?* libre en solucién acuosa. Pero lo interesante del caso no es
tanto lo anterior, sino el hallazgo de que bajo estas condicicnes el Plomo
absorbido por la raiz es transportado hacia las partes aéreas a una mayor
rapidez que la tasa de absorcién por la raiz. Es por ello que invariablemente se
observaron cantidades mayores de Plomo en las partes aéreas que en la raiz

cuando éste se suministrd6 con EDTA. La forma Pb-EDTA estd menos
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disponible de ser captada y retenida por los constituyentes tisulares a su paso
por los espacios xilematicos, por lo que su transportacién hacia las hojas ocurre
de forma mas rapida. La tasa de absorcion incrementada mediante la adicién de
EDTA al medio ha sido observada en otras especies (Huang y Cunningham,
1996, Blaylock et al., 1997). La importancia del papel del agente quelante ha
quedado manifieta en los observaciones de Vassil et al. (1998), quienes
demostraron que la mayor parte del Pb en los espacios xilematicos viene en
forma asociada con el EDTA en |la mostaza india cultivada hidropénicamente.
Estos autores ademas reportan que hay una concentracién umbral de EDTA de
0.25 mM en la solucidn nutritiva a partir de la cual se estimula la acumulacion
drastica de Pb en las partes aéreas de la planta. La mayor absorcion y
transporte de Plomo se ha observado también en suelos conteniendo lodos
activados tratados con EDTA (Ust'ak y Vana, 1998).

En suelos contaminados con Plomo, el metal se encuentra en su mayor parte
asociado a los constituyentes arcillosos que componen el material de dicho
suelo. Por lo tanto, estas formas de Plomo no son biodisponibles para la planta
ya que ésta es capaz de absorber Gnicamente el Plomo que esta en solucién en
el medio himedo del suelo. La adicion de EDTA al suelo que se vaya a tratar
con vegetacion desprende al Plomo del material arcilloso y lo solubiliza en su
fase acuosa, aumentando asi su biodispeonibilidad en la rizésfera (Huang y
Cunningham, 1996). De este modo, el EDTA en este sistema juega un doble
papel ya que por un lado aumenta la biodisponibilidad del Plomo en suelos y

ademas aumenta la tasa de translocacién del metal absorbido hacia las partes
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aéreas, lo cual es favorable en aquellas estrategias de fitoextraccién de metales
mediante el cosechamiento y disposicion de las partes aéreas.

Las plantas de Alfalfa, Avena y Rye Grass que fueron expuestas a soluciones
acuosas de Nitrato de Plomo conteniendo 1000 y 5000 ppm Pb no sufrieron
efectos dafinos importantes en la fenolegia y en el crecimiento ya que su
tamafo no es significativamente diferente al de los controles. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Tiemann, et al. (1997) quienes hallaron
concentrac;iones de hasta 43 mg Pb/g peso seco en la alfalfa sin que las plantas
sufrieran danos letales. Las mismas fueron capaces de absorber el metal hacia
el interior de las raices y lo transportaron hacia los tejidos de |la parte aérea sin
menoscabo aparente de sus funciones vitales. La acumulacién de Plomo a
estos niveles ocurre junto a una estimulacion del crecimiento, lo cual es
probable que ocurra debido a un aumento en la concentracion de Nitrogeno
disponible por la solucion de Nitrato de Plomo  suministrada
experimentalemente. Estos hallazgos coinciden con los resultados similares
reportados por Singh et al., 1997; Ita el al., 1998 y Xiong, 1998. A
concentraciones de 5000 ppm Pb las plantas se ven afectadas y mostraron un
menor crecimiento. Lo anterior indica que en estas especies existe un alto nivel
de tolerancia al Pb con elevados limites superiores a partir de los cuales
aparecen efectos téxicos que merman el normal desarrollo de la planta. La
planta con mayor capacidad de acumular Pb en sus tejidos a partir de la
exposicién directa a una solucién acuosa del metal resultdé ser el Rye Grass,

conteniendo en la raiz hasta valores cercanos al 3% de su peso seco. Sin
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embargo, aunque no se mostraron resultados estadisticamente diferentes,
generalmente se observé que a mayores concentraciones de Plomo en el
sustrato, la absorcion fue menor, obteniéndose una tendencia general a
disminuir el contenido de Plomo total en la planta cuando se exponen a 5000
ppm. Este resultado indica que los efectos nocivos del Plomo en los tejidos
aparecen rapidamente cuando las concentraciones en el sustrato son
excesivas, produciéndose la correspondiente disminucidn en los procesos
metabdlicos que conllevan a un menor crecimiento y disminucién de los
fenémenos de asimilacion radicular de elementos y nutrimentos en general. En
cambio en las plantas expuestas a 1000 ppm Pb estos sistemas se ven menos
severamente afectados por lo que la entrada del metal y su transporte continta
produciéndose concomitantemente con los procesos de absorcion de nutrientes

normales.

PRUEBAS DE TOLERANCIA AL CADMIO

Una planta expuesta a Cadmio comienza a absorberlo y acumularlo hasta que
se generan concentraciones toxicas tisulares que alteran los procesos
fisioldgicos vitales de la planta. Las cantidades de Cadmio presentes en el
sustrato no pueden ser tan permisibles como aquellas de Plomo ya que el
Cadmio tiene un potencial téxico mayor produciendo efectos letales a
concentraciones mucho menores. Por ello en este estudio se emplearon

concentraciones bajas de 3 y 10 ppm Cd en el sustrato.
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La acumulacion de Cadmio observada en las raices en una proporciéon mayor
que en las partes aéreas es un hallazgo comun entre varias investigaciones en
diversas especies (Shrivastava & Singh, 1989, Narwal, et al., 1990, Araujo y
Pereira, 1997, Guo, 1995). En este estudio la avena resultd ser la especie con
mayor capacidad de absorcion de Cadmio, aunque esta capacidad es alta
también en las demas especies, ya que las plantulas pudieron captar el metal y
acumularlo en concentraciones superiores a las del medio de donde lo tomaron.
Otros autores han reportado concentraciones elevadas de Cadmio en sus
tejidos por encima del Cadmio contenido en el sustrato sin efectos biolégicos
letales (Tiemann, et al., 1997). Sin embargo, a mayor concentracion de Cadmio
en el sustrato, la capacidad de absorcion se va perdiendo, lo cual es una
observacion también encontrada por Robinson, et al. (1998). Esta pérdida en la
capacidad de absorcion es debido probablemente a una hipertrofia de los
canales i6nicos que utiliza el metal para su entrada. De este modo, al haber
menor cantidad de canales disponibles debido al “shock” metalico a
concentraciones mayores, el Cadmio penetra a la planta en menor cantidad,
obteniéndose asi una menor concentracién de Cd tisular en los tratamientos
con mayor concentracion.

Por otro lado, es conocido que la presencia de Cadmio es un fuerte activador de
las fitoquelatinas (Zenk, 2000). Sin embargo €l procesc de sintesis de las
enzimas involucradas en la produccién de fitoquelatinas tiene un tiempo de
activacién (Scheller, et al., 1987; Es asi como a concentraciones menores, la

tasa de absorcion es menor y la activacion de las fitoquelatinas se da en un
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tiempo suficiente para contrarrestar los efectos nocivos del Cadmio invasor. Sin
embargo, a concentraciones elevadas el Cadmio penetra mas rapidamente y
los efectos nocivos aparecen tempranamente debido a que el Cadmio esta libre
en el tejido a causa del retardo natural en la produccion de fitoquelatinas. Al
ocurrir los efectos nocivos se alteran también de alguna manera los procesos
fisiolégicos involucrados en la absorcion de nutrientes, por lo que la entrada de
Cadmio también se ve disminuida y por lo tanto se observa una menor
acumulacién del metal a concentraciones mayores en el sustrato (Brooks,
1998).

Los efectos producidos en dosis Onicas de elevada concentracion en esta
investigacion podrian prevenirse dando tiempo a que se activen los procesos de
tolerancia. En otras investigaciones se ha observado que es posible disminuir
los efectos nocivos producidos por una exposicion drastica al metal mediante
aigun proceso de aclimatacion previa (Punzén y Dickinson, 1997). Estos
autores sefialan que incrementos graduales en la concentracion de Cadmio en
la sclucion del sustrato resultan en una notable disminucién en los efectos
fitotoxicos del metal. La aclimatacion es un fenémeno que no siempre ocurre ya
que hay especies que no desarrollan tolerancia mediante este proceso (Huebert
y Shay, 1993).

En esta investigacidon se observé que el Cadmio también activé la produccion
de proteina total en forma proporcional a la concentracion en el sustrato,
mientras que en forma similar se incrementé la produccién de biomasa. Sin

embargo, las variaciones en produccién de biomasa generalmente se vieron

88

Jorge Luis Hernandez Pifiero



Respuestas bioldgicas a la exposicion de metales pesados en plentas superiores Duscusion

mas afectadas en las hojas o partes aéreas, mientras que la raiz mostré pesos
secos mas homogéneos entre los tratamientos en todas las especies.
Resultados similares encontraron Bhardwaj y Mascarenjas (1989), quienes
reportan una disminucion dratica en el area foliar de Trticum aestivum. En este
sentido, |la especie Phaseolus vulgans fue la que menos tolerancia mostrd
debido a que a concentraciones mayores su crecimiento se vio afectado
negativamente, mientras que en las demas especies el crecimiento se estimulé.
Resultados similares encontraron Chaoui et al. (1997) en cuanto a una
disminucién en la biomasa del tallo sin gran afectacion en el peso de la raiz en
plantas de la misma especie (Phaseolus vulgaris) expuestas a Cadmio bajo
condiciones hidroponicas. En contraste, a pesar de que la avena fue la especie
con mayor captacion de Cadmio, su crecimiento fue mayor y el contenido de
proteina total se duplico.

Las especies Medicago sativa L., Avena sativa L., Lolium multiflorumm Lam.,
Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano y P. wvulgaris L var. negro son
capaces de acumular cantidades de Plomo y Cadmio considerables a nivel de
plantula sin producir efectos letales en el organismo. Sin embargo, la
disminucién en el contenido de clorofila y produccién de biomasa a las mayores
concentraciones empleadas es sefial de que las condiciones de crecimiento y
desarrollo estan siendo alteradas negativamente y podria traer consecuencias
negativas en plazos posteriores. De este modo se requieren estudios para
determinar el tiempo dtil de estas especies para las actividades de

fitorremediacion y asi establecer el tiempo de cosecha (Robinson, 1998).
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DISCUSION

La magnificacién de metales pesados en los diferentes niveles troficos debido a
la contaminacién de suelos por causas antropogeénicas trae consecuencias
negativas para el desarrollo estable de los ecosistemas asi como problemas
importantes relacionados con la salud humana. Existen diversos métodos para
depurar estos ambientes contaminados, los cuales, aungue son efectivos en la
remociéon de metales pesados dejan el suelo infértii o en condiciones no
propicias para el desarrollo vegetal y animal (ref.). Debido a ello, esta
investigacion se dirige hacia la blsqueda de especies vegetales que
potencialmente puedan ser utilizadas en tecnologias alternativas de remocién
de metales pesados sin consecuencias negativas para el ambiente, como la
fitorremediacion (ref.). Dicha busqueda se enfocd en plantas silvestres
adaptadas a condiciones climaticas extremas y plantas cultivables en regiones

semiaridas.

PLANTAS SILVESTRES

Es de gran interés en este trabajo llevar a cabo estudios en especies que estén
adaptadas a las condiciones climaticas tipicas de la region donde se quiere
aplicar la tecnologia ecolégica pertinente. Es por ello que se trabajo en la
busqueda de especies herbaceas que no solo presentaran caracteristicas de
tolerancia al estrés metalico, sino que ademéas estén adaptadas a las
condiciones climaticas tipicas de esta area geografica. Para que una especie se

considere tolerante a los metales pesados, la misma debe ser capaz de
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sobrevivir en medios donde el contenido metalico sea abundante (Shaw, 1990;
Brooks, 1998). Las plantas que se observaron en los diferentes sitios
contaminados crecieron en dichos lugares desde el momento de su
germinacién, por lo cual, han estado expuestas continuamente a las sustancias
guimicas que normalmente fluyen al lugar. Ello permite establecer la premisa de
que si estas especies crecen en estos sitios es debido a su caracter tolerante a
este medio.

Las especies herbaceas predominantemente observadas en las zonas de
muestreo pertenecen a las familias Averaceae, Malvaceae, Gramineaceae,
Convolvulaceae y Euphombiaceae, las cuales son plantas de amplia
distribucion y de una gran variedad taxonémica. Aunque no todas las plantas
colectadas pudieron ser identificadas hasta el nivel de especie debido a la
carencia de todos los 6rganos vegetativos, una especie que acumulé elevadas
cantidades de metales pesados en su interior pudo ser identificada plenamente:
Maiva parviflora. Sobre las especies de Malva spp. no existen reportes que
indiquen alguna relacién con los metales pesados, excepto Ust'ak y Vana
(1998) quienes trabajaron con Malva meluca.

Todos los individuos colectados mostraron un aspecto fenolégico que no
permite inferir que presenten sintomas de deterioro por efectos téxicos de
ninguna indole, debido a que presentaban vigor, color y tamario tipicos de
plantas normales. A pesar de que se asume que estas plantas han estado en
continua exposicion a metales pesados, no todas las especies colectadas

presentaron cantidades considerablemente elevadas de metales pesados en
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sus tejidos internos mientras que, contrariamente, otras especies mostraron
cantidades elevadas de unos cuantos metales en su interior. Lo anterior permite
inferir que los mecanismos de tolerancia a metales pesados son de naturaleza
variable entre las especies y que algunos de estos mecanismos de tolerancia
permiten la toma y acumulacion de metales en diferentes 6rganos vegetativos
mientras que otros mecanismos evitan la introduccion del contaminante a la
planta (Tyler et al., 1989). Existen casos en que los mecanismos inclusivos de
alguna manera inactivan los efectos nocivos del metal permitiendo su
hiperacumulacién en los tejidos (Shrivastava y Singh, 1989; Shaw, 1990;
Chaney, et al., 1993; Huang y Cunningham, 1996; Punzén y Dickinson, 1997;
Robinson, et al., 1998).

El hecho de encontrar plantas tolerantes habitando sitios con importantes
contenidos de metales pesados nos permite realizar estudios sobre la
naturaleza del suelo del sitio de una manera mas precisa analizando la planta
qgue analizando el suelo directamente. Esto es mas evidente en el Area | de
muestreo de esta investigacion, en el cual, los cambios en las caracteristicas
fisico-quimicas del agua en el canal efluente eran continuos. Realizar un
estudio del contenido de contaminantes en ese sitio a través de muestras
puntuales nos da a conocer la composicion del suelo en el instante del
muestreo, el cual varia con el tiempo. En cambio, el contenido metalico de las
plantas acumuladoras da informacion sobre el contenido histérico promedio del
sustrato donde habita, ya que toma del medio una muestra en forma continua

de todo elemento que esté pasando por el lugar a lo largo del tiempo de vida de
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la planta, convirtiéndoseé en un sistema bioindicador de contaminacién del
medio. Es por ello que Malva parvifiora colectada en los 3 sitios contaminados
present6 diferentes niveles de acumulacién de metales pesados, debido a que
en el suelo de los 3 sitios hubo concentraciones diferentes de los contaminantes
presentes. Algunos estudios muestran |la existencia de especies en las que la
acumulacion tisular de metales pesados ocurre en forma proporcional a la
concentracion de los mismos en el medio, asumiéndose generalmente que a
mayor concentracion del elemento en la planta, mayor es la concentracion en el
suelo o sustrato (Robinson et al., 1998). De este modo, debido a que se
encontrd que Malva parviflora contiene cantidades elevadas de metales
pesados sin menoscabo aparente de sus funciones bioldégicas esta planta reune
caracteristicas que nos permiten proponer a esta especie como probable
bioindicador de gran contaminacion en el suelo.

Ahora bien, la utilizacién de especies silvestres trae consigo a menudo una
serie de inconvenientes para su propagacién y cultivo extensivo; principalmente
concernientes con la dificultad en romper el letargo de las semillas para
hacerlas germinar en condiciones agronémicas (Mauro et al., 1998). En esta
investigacion no fue posible encontrar alguna técnica de germinacion capaz de
romper el letargo de las semillas de Malva parviflora. Debido a ello, hasta no
encontrar una técnica de propagacion apropiada no sera posible la aplicacion
de esta especie en estrategias de fitorremediacién, por lo que se sugiere mayor

investigacion en este sentido. Sin embargo, una alternativa de uso de esta
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especie seria mediante el transplante de individuos ya establecidos a los sitios
de aplicacion.

Los individuos de esta especie que fueron transplantados y expuestos a alta
concentracion de Plomo en el sustrato continuaron creciendo normalmente
durante el transcurso del periodo de tiempo del experimento. Sin embargo, a
pesar de transportar gran cantidad de Cadmio hacia las partes aéreas, las
plantas pronto desarrollaron sintomas letales de toxicidad. Estos resultados
sefialan que Malva parviflora posee una tolerancia alta al Pb y nula al Cd.

En el caso del plomo, una gran concentracion del metal es absorbida hacia el
interior de la raiz, quedando retenido en este érgano en su mayor parte. Sin
embargo, una porcion metalica considerable es transportada hacia las partes
aéreas, donde se acumula sin causar dafio aparente. Resultados similares
fueron encontrados en otras especies (Singh et al., 1997; Xiong, 1998)

La observacién de que las plantas mas jovenes o de menor tamafo presentaron
mayor contenido de Plomo que aquellas de mayor tamafio o edad indica que la
capacidad de absorcion y retencion de Plomo va a depender del grado de
maduracién de la misma. Los resultados muestran que esta diferencia se debe
principalmente a que las plantas jévenes transportan al Plomo absorbido por la
raiz hacia las partes aéreas en forma mucho mas eficiente que las plantas
maduras. No obstante, |a capacidad de absorcién por la raiz no se ve
significativamente alterada con la edad de la planta ya que ambos grupos de

edades no mostraron diferencia significativa en el contenido de Plomo radicular.
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Esta observacion de que el Plomo es absorbido de igual forma por la raiz en
plantas jovenes y maduras, aunque es transportado hacia las partes aéreas en
mayor cantidad en plantas jovenes es importante para efectos practicos de
fitorremediacion ya que si se trata de utilizar a esta especie en algan proyecto
de fitoextraccién de Plomo, evidentemente se obtendran logros mas rapidos

utilizando plantas jovenes que sean reemplazadas antes de su maduracién.

PLANTAS DE CULTIVO

Con el fin de obtener especies que posean caracteristicas similares a las
presentadas por Malva parvifiora en cuanto a la retenciéon y tolerancia de
metales pesados, pero que ademas posean ventajas agrondmicas, se
emplearon algunas especies tolerantes cultivables en los suelos y condiciones
climaticas del Noreste de México, como fueron la alfalfa, avena, frijol y ciertas
gramineas. Las propiedades hiperacumuladoras de otras especies han sido

reportada en diferentes publicaciones (Cunningham et al., 1995)

PRUEBAS DE GERMINACION

Desafortunadamente, la capacidad germinativa de las semillas de Medicago
sativa (Alfalfa), Avena sativa (Avena) y Lolium multiflorum (zacate “Rye Grass")
quedd anulada en presencia de medio acuoso de 1000 ppm en cajas de Petri.
Probablemente el Plomo en solucidon acuosa en alta concentracion penetra
facilmente en la semilla durante las primeras fases de imbibicion inhibiendo asi
los procesos metabdlicos iniciadores de la germinacion. En sistemas
experimentales donde el Plomo en solucién no esta directamente disponible por
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la semilla, sino solubilizado con EDTA junto a otros iones en medio nutritivo,
ésta es capaz de germinar y generar una plantula.

Desde el punto de vista practico lo anterior es importante debido a que la
especie potencialmente util para fines de fitorremediacion debe ser capaz de
germinar en el medio contaminado para hacer menos laboriosa su propagacion
en el sitio, en lugar de tener que ser transplantada y sembrada en el area que
se desea tratar, ya que éste seria un proceso mas costoso y que retardaria la
velocidad de colonizacién del lugar debido a los dafios mecanicos que sufren
las plantas durante el proceso de transplante. El proceso mas eficiente, rapido y
menos laborioso y costoso seria el de propagar extensivamente la especie
mediante la siembra de semillas empleando las técnicas de cultivo agronémicas
apropiadas, con la precaucion de no exponer estos cultivos a su ingesta por

animales en la ganaderia y humanaos.
PRUEBAS DE TOLERANCIA EN PLANTULAS EN CAJAS DE PETRI

A pesar de que las semillas perdieron su capacidad de germinacién al ser
expuestas a las concentraciones empleadas de Pb y Cd directamente en
soluciones acuosas, las plantulas de Alfalfa y Rye Grass originadas de semillas
no expuestas a los metales no alteraron su crecimiento ni aspectos cualitativos
de coloracion y forma en forma notable. Estas plantulas continuaron su
desarrollo a pesar de la exposicion directa creciendo practicamente sobre un
medio acuoso con una alta concentracion de Pb, el cual esta disponible en

forma directa para ser tomado hacia el interior de la planta a través de la raiz.
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En la Avena, por su parte, los efectos toxicos fueron de los metales fueron
evidentes. En este caso, asi como en los dos anteriores, las plantulas tratadas
gemminaron y crecieron hasta formar una biomasa considerable tomando
unicamente aquellos nutrientes presentes en el endospermo de las semillas ya
que solo se les suministré agua bidestilada en el sustrato. Nufez (2001) reporta
una notable disminucion de elementos esenciales cuando el suministro de éstos
es escaso. Debido a ello, es posible inferir que al iniciar la exposicion de
metales en las plantulas, éstas ya hayan comenzado a generar respuestas
biolégicas adversas debidas al estrés nutrimental, por lo cual, las plantas de
Avena se hayan hecho mas susceptibles a los efectos toxicos del metal. En
contraste, las plantulas de Alfalfa y Rye Grass alin mantienen su capacidad
tolerante debido probablemente a un mayor rendimiento en €l uso y

biotransformacién de |las sustancias de reserva de sus semillas.
PRUEBAS DE TOLERANCIA AL PLOMO

Las pruebas de tolerancia al Plomo se realizaron en dos niveles que contienen
altas concentraciones del metal cada uno. En un nivel el Plomao se le suministro
directamente colocando a las plantas en medios con Pb en solucién acuosa. En
esta forma el Plomo esta totalmente disuelto como Pb**, la cual asumimos que
es la forma mas disponible para su absorcién por parte de la planta, pudiendo
pasar libremente a través de los canales ibnicos membranoso y probablemente
por difusiéon simple hacia el interior de la raiz a una elevada tasa de absorcién.
Por otro lado, aunque las cantidades de Plomo presentes en las partes aéreas

es elevada, su transporte desde la raiz ocurre a una tasa mucho menor que la
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tasa de absorcion ya que hay una mayor resistencia a través de los espacios
xilematicos. Ademas, el Pb®** absorbido se puede ir asociando a los
constituyentes celulares a través de enlaces covalentes que no permiten su
transporte mas alla. Esto genera diferencias significativas entre el contenido de
Plomo tisular en la raiz y parte aérea de la planta, siendo mucho mayor en la
primera. En este proceso de transporte es importante conocer la presencia o no
de proteinas transportadoras de metales originadas por miembros de la familia
de genes ZIP (Guerinot, 2000), los cuales transportan una variedad de cationes
en el interior de la planta (Williams, et al., 2000).

Un hallazgo interesante ocurre en las plantas tratadas con Plomo solubilizado
en solucién nutritiva de Shive con EDTA. En estas plantas por lo general se
encontraron cantidades de Plomo mucho menores que cuando se suministré en
solucion acuosa directamente. En estas condiciones la absorcion de Plomo es
mucho menor debido a que el metal esta asociado por el agente quelante en
una molécula de mucho mayor tamafio y con caracteristicas quimicas que
reducen notablemente su paso a través de los canales iOnicos membranosos y
por difusion simple. En otras palabras, se reduce la biodisponibilidad del Plomo
en relacién al Pb?* libre en solucién acuosa. Pero lo interesante del caso no es
tanto lo anterior, sino el hallazgo de que bajo estas condiciones el Plomo
absorbido por la raiz es transportado hacia las partes aéreas a una mayor
rapidez que la tasa de absorcion por la raiz. Es por ello que invariablemente se
observaron cantidades mayores de Plomo en las partes aéreas que en la raiz

cuando éste se suministr6 con EDTA. La forma Pb-EDTA esta menos
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disponible de ser captada y retenida por los constituyentes tisulares a su paso
por los espacios xilematicos, por lo que su transportacion hacia las hojas ocurre
de forma mas rapida. La tasa de absorcidn incrementada mediante la adicién de
EDTA al medio ha sido observada en otras especies (Huang y Cunningham,
1996; Blaylock et al,, 1997). La importancia del papel del agente quelante ha
quedado manifieta en los observaciones de Vassil et al. (1998), quienes
demostraron que la mayor parte del Pb en los espacios xilematicos viene en
forma asociada con el EDTA en la mostaza india cultivada hidropdnicamente.
Esfos autores ademas reportan que hay una concentracién umbral de EDTA de
0.25 mM en la solucion nutritiva a partir de la cual se estimula la acumulacién
drastica de Pb en las partes aéreas de la planta. La mayor absorcion y
transporte de Plomo se ha observado también en suelos conteniendo lodos
activados tratados con EDTA (Ust'ak y Vana, 1998).

En suelos contaminados con Plomo, el metal se encuentra en su mayor parte
asociado a los constituyentes arcillosos que componen el material de dicho
suelo. Por lo tanto, estas formas de Plomo no son biodisponibles para la planta
ya que ésta es capaz de absorber unicamente el Plomo que esta en solucién en
el medio humedo del suelo. La adicion de EDTA al suelo que se vaya a tratar
con vegetacion desprende al Plomo del material arcilloso y lo solubiliza en su
fase acuosa, aumentando asi su biodisponibilidad en la rizésfera (Huang y
Cunningham, 1996). De este modo, el EDTA en este sistema juega un doble
papel ya que por un lado aumenta la biodisponibilidad del Plomo en suelos y

ademas aumenta la tasa de translocacion del metal absorbido hacia las partes
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aéreas, lo cual es favorable en aguellas estrategias de fitoextraccion de metales
mediante el cosechamiento y disposicion de las partes aereas.

Las plantas de Alfalfa, Avena y Rye Grass que fueron expuestas a soluciones
acuosas de Nitrato de Plomo conteniendo 1000 y 5000 ppm Pb no sufrieron
efectos dafinos importantes en la fenologia y en el crecimiento ya que su
tamafio no es significativamente diferente al de los controles. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Tiemann, et al. (1997) quienes hallaron
concentraciones de hasta 43 mg Pb/g peso seco en la alfalfa sin que las plantas
sufrieran danos letales. Las mismas fueron capaces de absorber el metal hacia
el interior de las raices y lo transportaron hacia los tejidos de la parte aerea sin
menoscabo aparente de sus funciones vitales. La acumulacién de Plomo a
estos niveles ocurre junto a una estimulacién del crecimiento, lo cual es
probable que ocurra debido a un aumento en la concentracién de Nitrégeno
disponible por la solucibn de Nitrato de Plomo suministrada
experimentalemente. Estos hallazgos coinciden con los resultados similares
reportados por Singh et al, 1997, lta el al., 1998 y Xiong, 1998. A
concentraciones de 5000 ppm Pb las plantas se ven afectadas y mostraron un
menor crecimiento. Lo anterior indica que en estas especies existe un alto nivel
de tolerancia al Pb con elevados limites superiores a partir de los cuales
aparecen efectos toxicos que merman €l normal desarrollo de la planta. La
planta con mayor capacidad de acumular Pb en sus tejidos a partir de la
exposicion directa a una solucién acucsa del metal resulté ser el Rye Grass,

conteniendo en la raiz hasta valores cercanos al 3% de su peso seco. Sin
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embargo, aunque no se mostraron resultados estadisticamente diferentes,
generalmente se observd que a mayores concentraciones de Plomo en el
sustrato, la absorcion fue menor, obteniéndose una tendencia general a
disminuir el contenido de Plomo total en la planta cuando se exponen a 5000
ppm. Este resultado indica que los efectos nocivos del Plomo en los tejidos
aparecen rapidamente cuando las concentraciones en el sustrato son
excesivas, produciéndose la correspondiente disminuciébn en los procesos
metabdlicos que conllevan a un menor crecimiento y disminucion de los
fenoémenos de asimilacion radicular de elementos y nutrimentos en general. En
cambio en las plantas expuestas a 1000 ppm Pb estos sistemas se ven menos
severamente afectados por lo que |la entrada del metal y su transporte continta
produciéndose concomitantemente con |os procesos de absorciéon de nutrientes

normales.

PRUEBAS DE TOLERANCIA AL CADMIO

Una planta expuesta a Cadmio comienza a absorberlo y acumularlo hasta que
se generan concentraciones todxicas tisulares que alteran los procesos
fisiologicos vitales de la planta. Las cantidades de Cadmio presentes en el
sustrato no pueden ser tan permmisibles como aquellas de Plomo ya que el
Cadmio tiene un potencial téxico mayor produciendo efectos letales a
concentraciones mucho menbres. Por ello en este estudio se emplearon

concentraciones bajas de 3 y 10 ppm Cd en el sustrato.
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La acumulaciéon de Cadmio observada en las raices en una proporcién mayor
que en las partes aéreas es un hallazgo comun entre varias investigaciones en
diversas especies (Shrivastava & Singh, 1989, Narwal, et al., 1990, Araujo y
Pereira, 1997, Guo, 1995). En este estudio |la avena resultd ser la especie con
mayor capacidad de absorcién de Cadmio, aunque esta capacidad es alta
también en las demas especies, ya que las plantulas pudieron captar el metal y
acumularlo en concentraciones superiores a las del medio de donde lo tomaron.
Otros autores han reportado concentraciones elevadas de Cadmio en sus
tejidos por encima del Cadmio contenido en el sustrato sin efectos bioldgicos
letales (Tiemann, et al., 1997). Sin embargo, a mayor concentracion de Cadmio
en el sustrato, la capacidad de absorcion se va perdiendo, lo cual es una
observacién también encontrada por Robinson, et al. (1998). Esta pérdida en la
capacidad de absorcién es debido probablemente a una hipertrofia de los
canales idnicos que utiliza el metal para su entrada. De este modo, al haber
menor cantidad de canales disponibles debido al “shock” metslico a
concentraciones mayores, el Cadmio penetra a la planta en menor cantidad,
obteniéndose asi una menor concentracién de Cd tisular en los tratamientos
con mayor concentracion.

Por otro lado, es conocido que la presencia de Cadmio es un fuerte activador de
las fitoquelatinas (Zenk, 2000). Sin embargo el proceso de sintesis de las
enzimas involucradas en la produccion de fitoquelatinas tiene un tiempo de
activacion (Scheller, et al., 1987; Es asi como a concentraciones menores, la

tasa de absorcion es menor y la activacion de las fitoquelatinas se da en un
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tiempo suficiente para contrarrestar los efectos nocivos del Cadmio invasor. Sin
embargo, a concentraciones elevadas el Cadmio penetra mas rapidamente y
los efectos nocivos aparecen tempranamente debido a que el Cadmio esta libre
en el tejido a causa del retardo natural en la produccién de fitoquelatinas. Al
ocurrir los efectos nocivos se alteran tambien de alguna manera los procesos
fisiolégicos involucrados en la absorcion de nutrientes, por lo que la entrada de
Cadmio también se ve disminuida y por lo tanto se observa una menor
acumulacién del metal a concentraciones mayores en el sustrato (Brooks,
1998).

Los efectos producidos en dosis Unicas de elevada concentracion en esta
investigacion podrian prevenirse dando tiempo a que se activen los procesos de
tolerancia. En otras investigaciones se ha observado que es posible disminuir
los efectos nocivos producidos por una exposicion drastica al metal mediante
algun proceso de aclimatacion previa (Punzén y Dickinson, 1997). Estos
autores sefalan que incrementos graduales en la concentracién de Cadmio en
la solucién del sustrato resultan en una notable disminucién en los efectos
fitotoxicos del metal. La aclimatacion es un fenémeno que no siempre ocurre ya
gue hay especies que no desarrollan tolerancia mediante este proceso (Huebert
y Shay, 1993).

En esta investigacion se observé que el Cadmio también activé la produccion
de proteina total en forma proporcional a la concentracion en el sustrato,
mientras que en forma similar se incrementd la produccion de biomasa. Sin

embargo, las variaciones en produccién de biomasa generalmente se vieron

88

Jorge Luis Hemandez Prftero



Respuestas hioidgicas a Iz exposicion de metales pesados en plantas supenores Discusion

mas afectadas en las hojas o partes aéreas, mientras que la raiz mostré pesos
secos mas homogéneos entre los tratamientos en todas las especies.
Resultados similares encontraron Bhardwaj y Mascarenjas (1989), quienes
reportan una disminucién dratica en el area foliar de Triticum aestivum. En este
sentido, la especie Phaseolus vulgaris fue la que menos tolerancia mostré
debido a que a concentraciones mayores su crecimiento se vio afectado
negativamente, mientras que en las demas especies el crecimiento se estimul6.
Resultados similares encontraron Chaoui et al. (1997) en cuanto a una
disminucién en la biomasa del tallo sin gran afectaciéon en el peso de la raiz en
plantas de la misma especie (Phaseolus vulgarns) expuestas a Cadmio bajo
condiciones hidropdnicas. En contraste, a pesar de que la avena fue la especie
con mayor captacion de Cadmio, su crecimiento fue mayor y el contenido de
proteina total se duplico.

Las especies Medicago sativa L., Avena sativa L., Lolium multiflorum Lam.,
Phaseolus vulgaris L. var. pinto americano y P. wvulgaris L var. negro son
capaces de acumular cantidades de Plomo y Cadmio considerables a nivel de
plantula sin producir efectos letales en el organismo. Sin embargo, la
disminucién en el contenido de clorofila y produccién de biomasa a las mayores
concentraciones empleadas es sefnal de que las condiciones de crecimiento y
desarrollo estan siendo alteradas negativamente y podria traer consecuencias
negativas en plazos posteriores. De este modo se requieren estudios para
determinar el tiempo util de estas especies para las actividades de

fitorremediacion y asi establecer el tiempo de cosecha (Robinson, 1998).
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CONCLUSIONES

Mediante observaciones y colectas de campo de especies vegetales que
habitan Iugares con suelos visiblemente contaminados es posible
obtener especies tolerantes a los compuestos contaminantes alli
presentes. De este modo, se pudo determinar que la especie silvestre
Malva parvifiora en etapa joven, a pesar de ser sensible al Cadmio, es
capaz de acumular concentraciones elevadas de Plomo en tallo y hoja
tanto en suelos contaminados como en condiciones controladas en el

laboratorio.

Con el fin de aprovechar la elevada capacidad de retencion de Plomo
tisular en Malva parviflora en labores de fitoextraccién se recomienda la
investigacion de tecnologias que permitan su cultivo agrondmico

extensivo.

Las especies cultivadas Medicago sativa L., Avena sativa L., Phaseoius
vuigaris L. var. pinto americano y P. vulgaris L var. negro poseen una
capacidad similar de acumular Plomo en cantidades del orden de varios
cientos de partes por millon cuando se suministra acomplejado con
EDTA en presencia de otros iones. Por lo tanto, cualquiera de estas
especies posee la misma utilidad potencial de uso en fitorremediacion,

siendo oftros factores, como costo, requerimientos nutritivos, estacion
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climatica, etc., de mayor importancia en la seleccién de la especie que se
va a utilizar en la aplicacion de un proyecto especifico de

fitorremediacion.

¢ En el material vegetal empleado en este trabajo la acumulacién de Plomo
tisular ocurre en forma proporcional con el contenido metalico en el
sustrato, concentrando una porcion importante en las hojas (ayudado
probablemente por accion del EDTA), por lo cual, estas especies pueden
ser utilizadas para extracciones lentas del metal en suelos contaminados.
Sin embargo, debido al inicio de respuestas biologicas desfavorables en
las concentraciones mayores utilizadas, como la disminucién de biomasa
y clorofila, estas especies pueden utilizarse s6lo en rangos menores a

1000 ppm Pb.

e En las especies tratadas hubo gran variabilidad en la capacidad de
acumulacion de Cadmio en sus tejidos, siendo la Avena sativa la que
mayormente acumuld el metal, seguido de Medicago sativa y Phaseolus
vuigaris. Sin embargo, debido a que el Cadmio permaneci6 retenido en
las raices de estas especies su uso potencial quedaria restringido a

estrategias de fitoestabilizacion.
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ABSTRACT

The use of trested residunl water in agriculturl irrigution is promoted
in areas with little availability of water. However, the presence of heavy
metals in it impedes its use. The present study evalunted the tolevnnce
of Phaseoties vidgoriy Lo vor, pint noencane ditTeremt conventratiuns
of Lead and Cudinium. Include the maxinmuin permissible limits (LMI*)
for the NOM-001-ECOL-1996.,(Diario Oficial de la Federacion). The
determination of elements was:¢arried oul with the technique ol Plasm
Ginission Speciroscopy. The ._J.<o_:_=.:o=_ of the scedlings was scriously
alfecied by the higher concentizitions of Cd, accumulating unil 74 ppm
in the root as well as in the serial part, In the latier case the lower
quantity of nutriments were detected compared (o (hat in the roots. On
the contrary, the treatments with lead favored the development of the
plant and presented a higher quantity of nutriments both in the rool as
well as in the aerial part in a proportional manner 10 the concentration
given of the mesal. The Pb accumulated mainly in the rool, reaching 10
concentrations of 120 ppm. The species resulted o be more lolerant o
the lead to thal of the cadmium, for which could be utilized as an
geobotanic indicator in the case of the cadmium and/ or as an
biogeochemical indicator for lead.

1. INTRODUCTION

Today the river water which is used in agricultural irrigation counts with
the sufficient discharge of trealed with residual water contains
considerable amount of inorganic substances to the toxic level: Arsenic,
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Barium, Cudinium, Cianates, Chromium, Mercury, Nitrates, Lend
Radioactivity and Selenium. Lead is present in higher perceniage in (he
organic inatter (41,2%) and the cadmium the lower one(21%). The time
of retention of the heavy meals vary considerably, however the lead is
one of the beavy metal which shows grealer retention lime. It is
Mmﬂ_.“_.“w.m_.mcﬁ half the time of retention of 5,000 years upto 150 yeaors,

. The level of heuavy inevals in the plams has been increased cveu
five times that from the indusurialization, since the vegetnbles are (he

150 absorb the heavy meials. The increase is more notable in those
species even whose oplimum growth has been ohserved in the soil with
acidic pH. .

_ The optimum growth of  Phaseolus vulagaris L. var Pimo
Americano is oblained in he soil wilh acidic pH and its culiivalion is
eflected in the superficial horizons of the soil. The Crop possesses o
short cycle, which permils us (o oblain the crop in a short time, It is also
casy 1o gel good germination of the seeds. We decided 1o evaluate the
wlerunce of Phaseolus vilgaris L. vor pinto americano to different
concenirations ol lend. The objeclives are 10 determine: (a) if these
concentralions, :.n_.”_n_:_m the LMP, are toxic 10 the species siudied, (b)
il they provoke a dilferent phenclogical patron (geobolanic ?%2..5:
or if Ema.ne:.a vulagaris can tolerale high concenmrations of these
m_n.:a.:_ In its tissues (biogeochemical indicator) when the species grow
n a site contarminated with these heavy metals.

2. ANTECEDENTS
2.1 From where does the _,2:_ come?

The natural waters rarely contain near to 5 ng/ | of heavy metals
although it is found 1o exceed higher value. The lead in the water
supply could be of indusirial origin, mines and of discharges of
foundry ovens or of old pipes. Also the lead lubes or the welding of
lead could dissolve lead in the water supply, this problem could
aggravate when the water is acidic. It is, therefore, may be possible that

the crops cultivated with th i i
lead (ATSOR. 1993) e supply of the residual waler may contain

2.2 Frum where does the cadimjum come?

H_z cadmium has many uses in consumption products like balteries
pigments, melal coverings and plastics. It is extracted during _sn_
production of other metals like lead, zinc, and copper, from which it is
tniroduced into the air discharged from the industry and it could travel
long distances before falling 10 a body of water. Cadmium has also

been ulilized in the elnboration of some pesticides and fertilizers. Plants -

and animals intake cadmium from the almosphere, which remain in the

"umm“.wmc_.._uﬂ_ __w_wmuv:.:n and il could increase due to chronic exposition.
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2.3 Research on Phaseolus vulgaris

Seeds of Phaseolus vulgaris was germinated in lignin and Honagland
solution modified with or without Pb Ci2 which inhibited the growih
and the number of primary and lateral roots (Wozny Jercznska 1991),
Plants of bean, Phaseolus vuigaris L. grew in nutrient soluion, in
presence of nitrate of lead in 10, 100, 150 Pb rg/ml which increases the
chlorophyll b in the bean (Tomasevic et al. 1991). 11 is also observed
that the concentration of heavy melals in vegetables increase year after
year, for which (he level of Ihese texic elements could not be inferred
only with its conient in the soil. In greenhouse experiments on benn i is
observed the effect of Cd (50-125 {(mM) accumulating huge quantities
of Cd (panicularly in rool, bul alse in shooy and leaves (Tuiby and

Raba, 1990).

3. OBJECTIVES

¢ To observe the change in phenology caused by the Lend and
Cadmium in Phaseolus vulgaris var. pinto americano

s+ To indicate the distribution and accumulation of the Lead and
Cadmium in Lhe acrial part and rool of the plant.

* To evaluate the interaction of the lead and cadmium with the
elements of the plant in the roots and, the aerial part.

¢ To observe Lhe effects of these metals on the ultra-structure of (he
leaf epidermis and stomala.

4. METHODOLOGY .

The presemt work is carried out in the Laboratory of Botany in the
Laboratory of Analytic ﬁrn:..mm:w. and the Eleclron Microscopy Uni
of the Faculty of Biological Sciences of the Universidad Aulonoma de
Nuevo Le6n, The biological material utilized was commercial seed of
Phaseolus vulgaris L. pinto americano. The seeds were sown in the
polyethylene pols of 355 cc (cubic centimeters) capacity with Jour
perforations at the bottom for providing good drainage, utilizing inerl
while perlite which did not contribute nutrients to the medium. Five
seeds were placed to a depth of five centimeters for each experimental
unit, The experiment consisted of seven treatments (Control, Cd 0.4
ppm. Cd 14 ppm, Cd 2| ppm, Pbl ppm, Pb 21 ppm and Pb 32 ppm; see
Table 4.1) with five replications wilizing a completely random faciorial
design., The factors like light and temperature were controlled in a
growth chamber (MOD BIOTRONETTE HI MAR). The experiment
was maintained for 30 days st 14 light hours with 30°C+ 2'C.
Immediately after the sowing of each experimental units 120 ml of the
corresponding concentration of Pb and Cd (pH 5.6) were applied
according to the treatment, the same quantity of water was applied in (he
control. Three days after emergence Hoagland solution (pH 5.6) wms
added 10 each experimemtal unil. The lack of moisture was revised duily
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and water was applied by aspersion when necessary lo avoid (he
excessive drainage.

Table 4.1 Doses enmployed in the treatments

Dosis Cd PPM Pb PPM Control PPM
LOW *pM 03 1.0 0
MEDIUM 14.05 21.60 0
HIGH 21.0 32.40 0

NOM.-001-ECOL.- 997 establishes the mgximum permissjble
linits in the discharges of residual walers in waters. PM= moathly
Average, pondered in function of the Mow of the outputs of the analysis
of laboratory practiced in fous compound saniples and/ or simple, tnken

carried out in the aerial part and in the root of the plant digesting dry
taller subjected 10 plasm emission speciroscopy (Thermo Jarrell Ash
Atom Scan TM 25) - see Fig. 4.1. The leaf surface  was observed
through the Scanning Electronjc Microscope, LEICA MOD 5440 - see
Fig 4.2,

Root
Plant Aereal parts

h —~—— 1

Drying the samples in a siove
(For a week 10 600C.)

v

Mill the samples finely (within a small plastic bag)

Put the samples in a numbered dry weight container
(Sartorius MOD. 2842)

Muking ash

The samples in the contsiner are exposed 10 slow fire until absence of
smoke

Keep the samples for 2 hours at S00°C. (the samples should remnain
while) (Thermolyne 1500 Fumace)
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Add to each container 5 ml of HCL 20% in oq.aa_...o dissolve the nsh
(starting from the ~_n:<n_m3aa. which is A0%)

Filter with paper Watiman # 4] and subsequently wash with walte.

Analyze by means of the Plasm Emission Spectruphotamelter
(Theyma Jarvell Ash Alom Scan)

Fig. 4.1 Procedure employed for the detection of element, in the aerial
part and root

Taking of fresh samples

Drying the samples in a siove (a week 600C)

Put the sample over aluminum base

Cover the samples with liquid carbon

Observe the changes in the leal surface through Scanning Electronic
mz,na%o_&. LEICA MOD 5440

Fig. 4.2 Procedure o:-_u_cwn.___.c observe the changes In the lear
surface through of Scanning Electronic Microscope, LEICA MOD

m&&oo




, RESULT?

S EHect on the phe

dogy

Sigmihicant difterence was observed between ditferent concentrations ol
Cadmivm absorbed by the plant. The dose of 32 ppm _::S._.:../ i
Chunge i the phenology ol this, 10 as portant (o mention that in
excess ol nutrient solution (daily Watering for 1 week with Hoagland
Solution), has no elfect on the phenology of the plant, In the case of
C'd 2 e, they showed the Tollowing poatiein ol phenolopy thip. S 1)
wihich s appreciable duning the second week ol growth

Fig.5.0 Phases observed in Phascolus vudgariy 1., pinto americano
cuused by cadmivim in the substrate. 5. The presence of difTus e white
marks in the leaf, 5,1b Chlorosis in the leaf margins, 5.1c. Blackening
of the venation, 5.1d. Complete dryness of the primary leaves, 5.1d.
Surging of the trifolinte leafl starting from the cotiledons .
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5.2, Effect on the nhsorption of nutviments

Althowph e obmenption ol dilberem maneials by e prhant
dilfered among winerals, there was o temdency 1o mcrense i ahsorption
with an increase in the concentration in the medivm up (o certan
extent,

The concentintion ol nutriments wag higher in the roots than
that in the aerial part increasing with an increase in the concentration of
Cd e i some cnxes surpnssing the concentention ol the control (K, Te
Co, Cu (B 5220 10w observed thit the tanslocution ol Mo, Ma, b,
Co, Cu and Zn [rom the roots to the aerial part was affected in the aerial
part (Fig.5.2), thereby reducing the growth observed in the Fig. 5.1. la,
This provokes a change in the phenology ns observed previonsly

With respect 1o the trentiments with Jead there were imcicases i
their concentration in the substrate with an increase in the concentration
of the nutriments both in the root and in the acrial part (Fip. 5.2.10)
There was no alieration in the translocation of the nutriments, the reason
for which no change was observed in the seedling height as well as in
the in phenology. Only the concentration of sodium surpasses that of
the control in the root,

m ™ B ¢ Cd o

n n LE) L] n L) ) n N ha " n
' ol
| rentments \
Potassium Molyhdenum
no

ppm Mo

dhy

e Ph Th Ph 4 €4 Co
aw 1| M3 04 140N
o

s d €4 €4
3 he e N

Frentments

Sodium Mungunese

431




E:H

- LACLL I L I )
- ' LU L e

Treatiments
Mugnessium

"

e P PP oy Cd

E I TR T S P
L

Frentimeny
Cobalt

Treutments
Copper

.

cd
n

"

Ll

- LT L DR L I I R B )
- ' n n LA L n
w

Tremments

hron
.-
i e AR
-
o Som -
A
100 T —
0 - .
o e C ¢ (
L ' " T " "
- "N
Tremments
Fig. 5.2 Effect of the ditferent »

Processing from Lead and
Cadmium on the absorption of
macro and miconutrients, analyzed I
by spactrophotometer of plasma
Iransmission, Thermo Jarrd Ash
Atom Scan. Each grafic show the

elemert analyzed; the frst column
shows ppm absarbed by the root
and second ppm absa bed by the
aarial part (stem and loaves)

Ppm = parta by milion = mg

5.3 Accumulation of Cadmium and Lead

Although the development of the see
the

alfected (Fig5.3.a) by

(Fig5.3b), in spite of their

(Fig5.3d)

very high
accumulating up 10 74 ppm in root as well
5.3c). On the contrary in the case of le
the scedling development betwee

dling was found 1o be seriously

concentrations —of  cadmium,
as in the aerial part (Fig
ad, no difference was observed in

n treatments and that of the control
accumulation uniil 120 ppim in_their root
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Fig. 5.3 Length to reach duging the experimental phase (a) and (b),
w:_m_ znnz.s..m»::: of cadmitm (c) and lead (d) in root and aerial
parts in Phaseolus vulgaris __: var. pinto americano,

5.4 The effects on ultra-structure

The sizes of the stomata and cellular epidermal cells din mished in the
Cd 21 and Pb 32 treatments in comparison with the control. Fig 5.3 (c).
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Fig 5.4 Control (a), Lead 32 ppm (b), Cadmium 21 (c);
Magnification 1000x.

6  DISCUSSIONS

Burcelo et al. (1989) mentioned that Cd affected the water relations of
the plant, thereby, diminishing its transport, but also diminished the
elasticity of the cell wall, which reduced the tolerance to water stressed
with heavy metal. It is confirmed that nutrients were higher in the root
than in the aerial pan in the treatments with Cd. This result suggests that
the root absorbed maximum quantity of nutriments (K, Fe, Co, Cu) in
the presence of this metal and can survive, surpassing in some cases the
concentrations of the control. It is also possible the translocation of Mo,
Mn, Fe, Co, Cu and Zn in the root to the aerial part which was damaged
by the high quantity of Cd (14, 21 ppm). Cooper (1975) mentioned
that the cadmium concentration increased both in the root as well in the
shoot and leaves, being the higher in the root. In this present research it
was observed that the levels of cadmium accumulated in the root and
the aerial part of the bean plant were similar.
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P CONCLUSIONS

The concentrations ol aulioents andd ::.:._:.:. were _...._:_._ " ..__... 1ol
than in the aerial part in the treatinents ..S.:. .,.E...::::. E:.__ respect _:.
the treatments with lead, with an increase in their concentration in the
medium also there was increase the concentration of the rest of
nutriments both in the root and acrial part; as result the plant ._:.i_.__
and dry weight nlgo increased showing the same tendency. .:.w m.Nnm.w_
the stomatas under trentments of the henvy metals diminished comparee
1o thit e the comtreal Thewehae, Phoseoliey  vidpory | vin .........
inericano was highly tolerant o _4_:. very hagh ,..._..:..:......T :_. _..l_._...
applied compared to that ol Cadmium. Iherefore, ::”n ,.,__.m; ..».v »_:_._ ( ,_p_
ntilized as n.p.:_:._::.:. indicator in .__.p. Cise .A__ lend or as hiogeod ::":.

indicator in the case of lead. This species mipht also e used
bioremediation of the soil contmminated with _:c heavy metals ol lead
and cadmium provided the plants can be permitted o grow :_:._< .:_::
the seedling 1o vegetative stage and not up 1o the reproductive stagd
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