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RESUMEN
El 80% del agua residual (AR) en el mundo se vierte al ambiente sin haber recibido un
tratamiento adecuado. En México, solo el 57% de las aguas residuales generadas se
les ha aplicado un tratamiento de remediacion., lo cual crea la necesidad de desarrollar
tecnologias para su depuracion. La fitorremediacion es una alternativa de tratamiento
debido a su alta eficacia de remocion de contaminantes, la cual no ha sido aplicada
como una técnica para reutilizacién y saneamiento de aguas residuales. Este proceso
es empleado para remediar suelos y cuerpos de agua contaminados con metales a
través de plantas. Las plantas del género Typha son conocidas por su capacidad de
acumular altas concentraciones de metales. Ademas, el uso de compuestos organicos
como el &cido citrico (AC) mejora la biodisponibilidad de los metales, optimizando la
captacion. El analisis fisicoquimico realizado en el presente estudio demostré que, los
valores de los pardmetros evaluados como temperatura, pH, conductividad, sélidos
totales disueltos, y calcio se encuentran dentro de los parametros permisibles por la
NOM-003. las AR presentaron niveles altos de dureza total y se detectaron
concentraciones de Pb y Cd. En el establecimiento del cultivo in vitro de semillas de
Typha se logré el 100% de germinacion a los 15 dias, con un 8.4% de contaminacién
generando 30 + 3 vitroplantulas por frasco. La evaluacion de la tolerancia de Typha a
aguas residuales crudas en presencia y ausencia de AC demostr6 que, Typha
presentdé mayor tolerancia a las muestras de aguas residuales de Salida que al resto
de las muestras, y que el AC favorece la tolerancia y crecimiento de raices
secundarias. Por otro lado, las plantulas de Typha que se expusieron a cultivo
hidropdnico de mezcla de metales de Pb y Cd mostraron que altas concentraciones de
Pb y Cd redujeron significativamente el crecimiento y contenido de clorofila de las
plantulas, pero la adicibn de AC mostr6é un incremento de estos valores y una mayor

remocion de Cd en mezcla de Pb-Cd.

Palabras clave: Fitorremediacion, aguas residuales, Typha spp., metales, acido

citrico.
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ABSTRACT
In the world a 80% of the wastewater (WW) is discharged into the environment without
having received adequate treatment. In Mexico, only 57% of the wastewater generated
has undergone remediation treatment, which creates the need to develop technologies
for its purification. Phytoremediation is a treatment alternative due to its high pollutant
removal efficiency, which has not been applied as a technique for wastewater reuse
and sanitation. This process is used to remedy soils and bodies of water contaminated
with metals through plants. Plants of the genus Typha are known for their ability to
accumulate high concentrations of metals. In addition, the use of organic compounds
such as citric acid (CA) improves the bioavailability of metals, optimizing uptake. The
physicochemical analysis carried out in the present study showed that the values of the
parameters evaluated such as temperature, pH, conductivity, total dissolved solids, and
calcium are within the parameters allowed by NOM-003. the RA presented high levels
of total hardness and concentrations of Pb and Cd were detected. In the establishment
of the in vitro culture of Typha seeds, 100% germination was achieved after 15 days,
with 8.4% contamination generating 30 £ 3 vitroplantlets per jar. The evaluation of the
tolerance of Typha to raw wastewater in the presence and absence of AC showed that
Typha presented greater tolerance to the samples of wastewater from the Outlet than
to the rest of the samples, and that the AC favors tolerance and root growth. high
schools. On the other hand, Typha seedlings that were exposed to Pb and Cd metal
mixture hydroponic culture showed that high concentrations of Pb and Cd significantly
reduced growth and chlorophyll content of seedlings, but the addition of AC showed an

increase. of these values and a higher removal of Cd in Pb-Cd mixture.

Keywords: Phytoremediation, wastewater, Typha spp., metals, citric acid.
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Introduccion

CAPITULO |

1.1 Introduccién
El agua dulce es un recurso de vital importancia, que es clave para la salud humana,
seguridad alimentaria y muchos aspectos mas para el desarrollo sostenible (ONU,
2018). Por lo cual, el hombre ha sabido beneficiarse de este recurso empleandolo
principalmente en actividades agricolas, abastecimiento publico, industrial y en la
generacion de energia eléctrica (CONAGUA, 2018). Sin embargo, al igual que otros
recursos naturales, el agua se ha visto amenazada debido a la extraccion excesiva y
descargas de aguas residuales a los cuerpos loticos. De acuerdo con el Banco Mundial
(2020), del total de agua residual del mundo, el 80% se vierte al ambiente sin haber
recibido un tratamiento adecuado. En América Latina y el Caribe, solo un 30 a 40 %
de las aguas residuales de la regidén que se captan son tratadas, lo que ha provocado

un aumento en la concentracion de elementos téxicos en el agua (Rodriguez, 2020).

De acuerdo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) vinculados al sector de
agua y saneamiento, se busca el cumplimiento de objetivos como mejorar la calidad

del agua e implementar una gestion integrada de los recursos hidricos.

Como una estrategia para llevar a cabo el cumplimiento de los ODS en el sector de
agua se han aplicado operaciones como la reutilizacién y saneamiento adecuado del
agua, que contribuyen significativamente a la reduccién de contaminacién (Koop y van
Leeuwen, 2017). Sin embargo, el tratamiento convencional de las aguas residuales
generalmente termina con un tratamiento secundario que no puede eliminar
eficientemente todos los contaminantes que se encuentran en las aguas como metales
pesados. Por lo cual, los efluentes tratados pueden ser una fuente de contaminantes
persistentes (Voulvoulis, 2018). Para la reutilizacion del agua es necesario un

tratamiento terciario que elimine los contaminantes adicionales.

Existen diversas opciones eficientes para el tratamiento de aguas contaminadas, como
los métodos fisicoquimicos. No obstante, estos resultan ser muy costosos y consumen
mucha energia (Chandra y Kumar, 2017). Por lo cual, una tecnologia emergente en la

restauracion ambientes acuaticos es la fitorremediacion, la cual ha ganado popularidad
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por ser una tecnologia no invasiva, relativamente barata y ser considerada como una
tecnologia “verde” (Peer et al., 2006). La fitorremediacion es una técnica empleada en
la remediacion in situ de suelos y cuerpos de agua contaminados, en la cual se utilizan
plantas vivas para remover, degradar, inmovilizar, neutralizar o estabilizar
contaminantes mediante procesos biolégicos que desarrollan las mismas plantas o
mediante procesos sinérgicos planta-microorganismo que se desarrollan en la
rizosfera (Manahan, 2007). Una de las estrategias efectivas de la fitorremediacion es
la fitoextraccion a través de la absorcion y acumulacion de metales en las diferentes
partes de la planta, que posteriormente puede cosecharse y eliminarse del sitio
contaminado a través de fitomineria, que es la produccion de una “cosecha” de un
metal mediante el cultivo de plantas de alta biomasa (Brooks et al., 1998; Peer et al.,
2006).

Dentro de las plantas conocidas por su capacidad de fitoextraer y acumular altas
concentraciones de metales pesados se encuentran las plantas del género Typha.
Dichos organismos vegetales crecen en cuerpos acuaticos y en sitios impactados por
metales pesados. Algunos trabajos previos han demostrado que plantas de dicho
genero tienen la capacidad in situ y ex situ para remover y acumular As, Cd, Pb, Ni,
Cr, Zn, Mn y Fe, y que ademas son capaces de translocarlos hacia la parte aérea
(Carranza-Alvarez et al., 2008; Sasmaz et al., 2008). Generalmente, los metales
pesados forman complejos con compuestos presentes en el suelo, que son dificiles de
que las plantas los integren. Por lo cual, el uso de acidos organicos de bajo peso
molecular es importante para alterar la actividad quimica y la disponibilidad de los
metales, y de esta manera mejorar la fitoextraccién. El &cido citrico (AC) es un acido
organico, conocido por ser un agente capaz de mejorar la fisiologia de las plantas
cuando estdn expuestas a condiciones estresantes y se ha utilizado como una
estrategia ambiental para aumentar la fitoextraccion de metales pesados (Mallhi et al.,
2020).

Con base a lo anterior, en el presente proyecto, se evalué el efecto que induce el AC
sobre la tolerancia de Typha spp. ante aguas residuales y el efecto del AC en la
absorcion de Pb y Cd por dichas plantas.



Antecedentes

1.2 Antecedentes
Estudios previos han demostrado la capacidad de plantas acuaticas para remover
metales presentes en aguas residuales municipales e industriales, ejemplo de ello es
el trabajo realizado por Arivoli et al, (2015), quienes demostraron la viabilidad de
humedales construidos para tratar metales pesados de efluentes industriales mediante
el uso de Typha angustifolia, Erianthus arundinaceus y Phragmites australis. Sus
resultados indicaron que en los humedales construidos eliminaron Fe, Cu, Mn, Zn, Ni

y Cd, a concentraciones de 74, 80, 60, 70, 71y 70 % respectivamente.

Por otro lado, Calheiros et al., (2009) reportan en su estudio que Typha latifolia puede
eliminar compuestos organicos de aguas residuales. T. latifolia elimind hasta 88% de
la demanda bioguimica de oxigeno (DBO 5) (desde una entrada de 420 a 1000 mg L~
1)y 92% de la demanda quimica de oxigeno (DQO) (desde una entrada de 808 a 2449
mg L) y de otros contaminantes, como el nitrégeno, que funcionan a tiempos de
retencién hidraulica de 2, 5y 7 dias. Asimismo, Calheiros et al., (2008) indicaron que
T. latifolia tiene la capacidad de germinar en efluentes con bajo nivel de tratamiento,
sin embargo la planta alcanzé niveles de germinacion mas altos cuando se expuso a

afluentes procedentes de la salida de humedales construidos.

De acuerdo con Carranza-Alvarez et al., (2008), T. latifolia tiene la capacidad de
extraer Pb, Cd, Cr, Mn y Fe de sus alrededores de agua; en dicho estudio se evaluaron
las concentraciones de Pb, Cd, Cr, Mn y Fe en las hojas, tallo y raiz de los macréfitos
acuaticos Scirpus americanus y T. latifolia, que se recolectaron de Tanque Tenorio,
una laguna artificial altamente contaminada por aguas residuales municipales e
industriales. Los resultados mostraron que S. americanus y T. latifolia tienen la
capacidad de extraer Pb, Cd, Cr, Mn y Fe de sus alrededores de agua; en general, las
raices presentaron mayores concentraciones de metales pesados que el tallo y las

hojas (Carranza-Alvarez et al., 2008).

Otro estudio evalud las capacidades de T. latifolia y Phragmites australis L. para el
almacenamiento de metales pesados. Las muestras se estudiaron en cuatro cuencas
de lagunas naturales interconectadas de un humedal de tratamiento construido y

desarrollado como un sistema piloto integrado para el tratamiento de lixiviados en un
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vertedero domeéstico durante las cuatro estaciones del afo. La eficiencia del sistema
de lagunas se evalu6 mediante mediciones de parametros fisicos y quimicos durante
un periodo de tres estaciones. Las concentraciones de anion / cation y metales
pesados se tomaron muestras y se analizaron en agua que fluye dentro y fuera de la
cuenca de la laguna. Simultdneamente, se recolectaron muestras de biomasa de cafa
y totora (raices/ rizomas, brotes) tanto en la entrada como en la salida, y se
determinaron las caracteristicas de la biomasa. El promedio de biomasa aérea de T.
latifolia y P. australis varié significativamente con variaciones estacionales. Las
mayores concentraciones medias de metales pesados se encontraron en el tejido
radicular de las plantas de las dos especies durante la temporada de primavera (Grisey
et al., 2012).

El humedal construido (CW) es una tecnologia alternativa de bajo costo para tratar las
aguas residuales. Este estudio se realizé para tratar conjuntamente el lixiviado de los
vertederos y las aguas residuales municipales mediante el uso de un sistema CW. T.
domingensis se trasplantd6 a un CW, que contiene dos capas de sustrato de
adsorbentes, ZELIAC y zeolita. Las eficiencias de eliminacion de los contenidos de
color, DQO, amoniaco, niquel y cadmio fueron 90.3%, 86.7%, 99.2%, 86.0% y 87.1%,
respectivamente. También se monitored la acumulacién de Ni y Cd en las raices y
brotes de T. domingensis. El factor de translocacion (TF) fue > 1 en varias réplicas.
Por lo tanto, Typha se clasifica como una planta hiperacumuladora de Ni y Cd (Mojiri
et al., 2016).

Por ultimo, Sasmaz et al. (2008), examinaron la absorcion de algunos metales por T.
latifolia y la transferencia de raices a otras partes de la planta. La acumulaciéon de Mn
en T. latifolia puede sugerirse como una estrategia de tolerancia debido a que su factor
de transferencia fue superior a 1.0. Los coeficientes de enriquecimiento en las hojas
de T. latifolia fueron superiores a 1.0 para Zn y Mn y a menudo inferiores a 1.0 para
otros metales. Del mismo modo, los coeficientes de enriquecimiento de todos metales,
a excepcion de Cr, en raices de T. latifolia fueron superiores a 1,0. De forma tal que T.
latifolia podria considerarse como un bioindicador o un bioacumulador para

sedimentos y agua contaminada por metales (Sasmaz et al., 2008).
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Varios estudios han demostrado que el AC se ha utilizado como una estrategia
ambiental para mejorar la fitoextraccion de metales pesados (Blaylock et al., 1997;
Turgut et al., 2003). Segun Amir et al. (2020), la adicion de AC mejora la fisiologia de
la planta, la actividad de las enzimas antioxidantes y la fuga de electrolitos en plantas
de Typha latifolia expuestas a condiciones estresantes causadas por metales como Pb
y Hg. Ademas, el AC incrementa la acumulacién y concentracion de estos metales en

raices, tallos y hojas.

Por otro lado, Ehsan et al. (2014), indicaron que el AC mejoré significativamente la
acumulacion y absorcion de Cd en raices, tallo y hojas de plantas de Brassica napus,
ademas, el AC redujo la toxicidad del Cd, debido a que las plantas presentaron una
reduccion del estrés oxidativo y un aumento de su biomasa, pigmentos fotosintéticos

y crecimiento.



1.3 Planteamiento del problema

En América Latina y el Caribe, solo un 30 a 40 % de las aguas residuales de la region
gue se captan son tratadas. En México, se trata un 57 % de las aguas residuales
totales recolectadas a través del sistema de alcantarillado. EI aumento en las
actividades antropogénicas ha conllevado a que las aguas residuales presenten
concentraciones mas altas de metales, como Pb y Cd. Por lo cual se han aplicado
tecnologias como la fitorremediacién, a través de la fitoextraccion, usando Typha spp.
Sin embargo, esta técnica aun presenta algunas limitaciones como la fitotoxicidad a
altas concentraciones de metales pesados o la saturacion de las plantas al removery
acumular los contaminantes. Por ello, es necesario estudiar el efecto de algunos
agentes quimicos en el mejoramiento de la captacion de metales por algunas especies

vegetales.

1.4 Justificacion
El &cido citrico es un agente quimico que se ha utilizado como una estrategia ambiental
para aumentar la fitoextraccion de metales pesados y mejorar la fisiologia de las
plantas cuando estan expuestas a condiciones estresantes. Por lo cual, es importante
evaluar el efecto del acido citrico en la capacidad de Typha spp. para remover metales

y evaluar la tolerancia de Typha spp. a aguas residuales
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1.5 Hipo6tesis y objetivos

1.5.1 Hipotesis

El &cido citrico protege a Typha spp. de los efectos toxicos inducidos por las aguas

residuales. El acido citrico favorece la fitoextraccion de metales pesados por Typha

Spp.

1.5.2 Objetivo general

Evaluar el efecto del acido citrico en la fitoextraccion de metales por Typha spp. y su

tolerancia a aguas residuales.

1.5.3 Objetivos especificos

1.

Realizar el andlisis fisicoquimico de aguas residuales obtenidas de la planta de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) de Ciudad Valles, S.L.P., México.

2. Cuantificar la concentracion de cadmio y plomo en las aguas residuales.

3. Establecer el cultivo in vitro de semillas de Typha spp. para generar vitroplantas.

Evaluar el efecto tdxico de las aguas residuales en el desarrollo de plantulas de
Typha spp.

Evaluar el efecto del acido citrico sobre el efecto toxico de las aguas residuales
en el desarrollo de las plantas de Typha spp.

Evaluar el efecto del acido citrico en la absorcién de plomo y cadmio por Typha
spp.

Determinar el efecto del &cido citrico en la fitotéxicidad de Typha spp. expuesta

a soluciones de plomo mas cadmio.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Disponibilidad de agua y factores que afectan la calidad.

De acuerdo con las Naciones Unidas, el agua es un recurso esencial para el desarrollo
sostenible y es fundamental para el desarrollo socioeconémico, la produccion de
alimentos y energia, ecosistemas naturales y supervivencia humana (Naciones
Unidas, 2021). Alrededor del 70% de la superficie de la tierra esta cubierta por agua,
de esta, el 97.5% se encuentra en océanos, y el 2.5% restante esta en casquetes
polares, por lo general, dicha cantidad de agua no esta disponible para el uso humano.
Se sabe que el agua dulce comprende menos del 1% en la superficie de la tierra
(Lugman et al., 2013). Reportes indican que solo el 0.01% del agua dulce esta

disponible para el uso humano (Hinrichsen y Tacio, 2002).

Aunque el porcentaje de agua disponible para el uso humano en el planeta es minimo,
existen muchos factores que son responsables de la contaminacion de agua, la
mayoria de estos factores abarcan actividades antropogénicas. Algunas de estas
actividades son el incremento de la poblacién global, la r4pida urbanizacién, el
aumento de practicas agricolas, la industrializacion, la generacion de energia,
transporte, y el empleo de métodos inadecuados para tratar aguas residuales (Lestan
et al. 2008). Se considera que la eliminacion indiscriminada de desechos industriales,
municipales y domésticos sobre rios, arroyos, lagos, etc. es la principal fuente de
contaminacion del agua. Se ha estimado que diariamente se descargan alrededor de
2 millones de toneladas de aguas residuales y otros efluentes sobre aguas
superficiales alrededor del mundo (Lugman et al., 2013). De acuerdo con la UNESCO
(2017), el 80% de las aguas residuales regresa al ecosistema sin tener un tratamiento

adecuado o ser reutilizada.

2.2 Contaminantes del agua
De acuerdo con Wasewar et al. (2020), los contaminantes del agua pueden ser

clasificados como: patdgenos, solidos suspendidos, nutrientes y contaminantes
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agricolas, térmicos, radioactivos, contaminantes organicos y contaminantes

inorganicos.

2.2.1 Patégenos

Los contaminantes clasificados como patdgenos se refieren a los microorganismos
con caracteristicas perjudiciales que entran a los cuerpos de agua a través de aguas
residuales municipales como fuente principal o de aguas residuales de industrias como
los mataderos. Dentro del grupo de patdgenos se encuentran principalmente los virus,
bacterias y protozoos, que contribuyen a la contaminacién de agua, 1) creando
biomasa estéticamente desagradable, 2) generando metabolitos toxicos y 3) causando
enfermedades de transmision directa por el agua, como el célera, fiebre tifoidea,
gastroenteritis, disenteria, poliomielitis, infecciones cutdneas, neumonia, hepatitis
infecciosa en humanos y cancer gastrico (Brenniman, 2009; Ghangrekar, 2012). Los
patdgenos en agua ademas de afectar la salud de personas, dafian a los animales,

plantas y otros microorganismos (Andueza, 2014).

2.2.2 Nutrientes y contaminantes agricolas

Las escorrentias agricolas, las aguas residuales de la industria de fertilizantes y las
aguas residuales contienen altas concentraciones de nutrientes como nitrégeno y
fésforo. Estas aguas proporcionan nutrientes a las plantas y pueden estimular el
crecimiento de algas y otras malezas acuéticas en los cuerpos de agua receptores. Lo
anterior ocasiona el deterioro del valor del cuerpo de agua (Knobeloch et al., 2000).
De acuerdo con la FAO (2018), la mayor fuente de contaminacion del agua es la
agricultura. A nivel mundial, el contaminante quimico mas comudn en acuiferos
subterraneos son los nitratos, provenientes de la actividad agricola. Ademas, la
agricultura moderna es responsable de la contaminacién con agroguimicos, materia
organica, sedimentos y sales en los cuerpos de agua. Algunos datos destacados
emitidos por la FAO indican que a nivel mundial las tierras agricolas reciben
anualmente cerca de 115 millones de toneladas de fertilizantes nitrogenados
minerales, de los cuales un 35 % acaba en océanos (FAO, 2018). Ademas, se indica
gue el medio ambiente es rociado cada afio a nivel global con 4,6 millones de toneladas
de plaguicidas quimicos. Por ultimo, se estima que un 24 % de la superficie irrigada en
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el mundo esta afectada por la salinizacion. El agua contaminada por residuos agricolas
puede producir efectos directos como indirectos en la salud humana, segun la OMS,
los niveles de nitrégeno en el agua subterrdnea han aumentado en muchas partes del
mundo como consecuencia de la "intensificacion de las practicas agricolas" (OMS,
1993).

2.2.3 Solidos suspendidos y sedimentos

Estos se componen de limo, arena y minerales erosionados de la tierra y aparecen en
el agua a través de la escorrentia superficial durante la temporada de lluvias y a través
de alcantarillas municipales provocando la sedimentacion y reduccién de la capacidad
de almacenamiento de los embalses. Los altos niveles de sedimentacion en rios dan
lugar a la perturbacion fisica de las caracteristicas hidraulicas del cauce causando
graves efectos en la navegacion, por la reduccion de la profundidad y favorecer las
inundaciones por la reduccién de la capacidad del flujo de agua en la cuenca de
drenaje (UFRGS, 1991). Por otro lado, la presencia de solidos en suspensién produce
un aumento en la turbidez, lo cual bloguea la penetracién de la luz solar en el agua,
necesaria para la fotosintesis de las algas y plantas acuéticas enraizadas. La
deposicion de sélidos en los tramos inactivos del arroyo o el fondo del océano pueden
perjudicar la vida acuatica normal y afectar la diversidad del ecosistema acuatico
(Ghangrekar, 2012). La contribucion de los sedimentos a la contaminacién quimica
esta relacionada con el tamafio de las particulas y al volumen del carbono organico en
particulas asociado con los sedimentos. Muchos de los contaminantes persistentes,
bioacumulados y téxicos, particularmente los compuestos clorados incluidos en
muchos plaguicidas estan fuertemente asociados con los sedimentos y en especial
con el carbono organico transportado como parte de la carga de sedimentos de los
rios (Ongley, 1997).

2.2.4 Contaminantes térmicos

Se produce una contaminacion térmica considerable debido a la descarga de agua
caliente de plantas de energia térmica, plantas de energia nuclear e industrias en las
que se utiliza agua como refrigerante. Debido a la descarga de agua caliente, la
temperatura del cuerpo de agua aumenta, lo que reduce el contenido de OD del agua.
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Esto afecta negativamente la vida acuatica y altera el espectro de organismos que

pueden adoptar para vivir a esa temperatura y nivel de OD (Semrany et al., 2012).

2.2.5 Contaminantes radioactivos

Los materiales radiactivos que se originan en la mineria y en el procesamiento de
minerales se utilizan en investigacion, agricultura, y actividades médicas e industriales.
Estos materiales usan iso6topos radioactivos como 1-131, P-32, Co-60, Ca-45, S-35, C-
14, mientras que las descargas de plantas de energia y reactores nucleares contienen
isotopos radioactivos como Sr-90, cesio, Cs-137, plutonio Pu-248, uranio-238, uranio-
235. Los contaminantes radioactivos presentan un peligro debido a la desintegracion
radiactiva, que emiten radiaciones ionizantes nocivas, como particulas alfa o beta,

rayos gamma o neutrones (Barrera-Diaz et al., 2009; Ghangrekar, 2012).

2.2.6 Contaminantes organicos

Los contaminantes orgénicos, considerados compuestos organicos biodegradables,
pueden ser residuos que demandan oxigeno, entre los cuales se encuentran las aguas
residuales domésticas y municipales. Dichos compuestos pueden ser degradados por
la actividad bacteriana, misma que requiere del oxigeno disuelto (OD) en el agua para
oxidar los compuestos organicos. Lo anterior conlleva al agotamiento del OD,
contribuyendo fuertemente a la hipoxia en los cuerpos de agua, afectando de esta
manera los ecosistemas acuaticos (Colt, 2006). La descarga de materia organica
también aumenta el riesgo de eutrofizacion y proliferacion de algas en lagos, embalses
y zonas costeras (Wen et al., 2017). Dentro de los contaminantes organicos también
se encuentran compuestos organicos sintéticos (COS), estos contaminantes entran a
los ecosistemas principalmente por actividades antropogénicas. Dentro de los COS se
encuentran los contaminantes halogenados, hidrocarburos alifaticos y aromaticos,
pesticidas sintéticos, detergentes sintéticos, aditivos alimentarios, productos
farmacéuticos, insecticidas, pinturas, fibras sintéticas, plasticos, disolventes y
compuestos organicos volatiles (COV) (Barrera-Diaz et al., 2009). De acuerdo con
Wen et al. (2017) la contaminacién por materia organica estd aumentando debido al

incremento de la descarga de aguas residuales municipales e industriales, la
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intensificacion de la agricultura y la reduccion de la capacidad de dilucion de los rios

debido al cambio climatico y la extraccién de agua.

2.2.7 Contaminantes inorganicos

Dentro del grupo de contaminantes inorganicos, se encuentran los metales pesados y
los metaloides, los cuales son preocupantes debido a su elevada toxicidad a bajas
concentraciones. Los metales pesados pueden estar acomplejados o libremente
disponibles para ser absorbidos por los organismos. Generalmente, los contaminantes
inorganicos son sensibles a los cambios en el pH y a las condiciones redox en el
entorno del suelo (Kumar et al., 2016). La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
presenta un listado de estos compuestos. arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr),
plomo (Pb), hierro (Fe), manganeso (Mg), mercurio (Hg), nitrato (NO3s), niquel (Ni),
nitritos (NOz), fosfatos (PO4%), fosforo (P), potasio (K), sodio (Na), Plata (Ag), Sulfato,
talio (TI), titanio (Ti), uranio (U), zinc (Zn) y muchos mas. Dichos compuestos
inorgénicos tienen la caracteristica comin de no ser biodegradables, por lo cual
representa un amenaza directa o indirecta a los ecosistemas acuaticos y la salud
humana (Ghangrekar, 2012).

2.3 Metales pesados

Los metales pesados (MP) se encuentran naturalmente en la corteza terrestre en
diferentes niveles y concentraciones (Singh et al.,, 2016). Algunos MP, en
concentraciones bajas, son nutrientes esenciales que son requeridos para varias
funciones bioquimicas y fisiolégicas conocidas en la planta (p. Ej., Co, Cu, Cr, Fe, Mg,
Mn, Mo, Ni, Se 'y Zn) y otros tienen funciones biolégicas desconocidas como el Cd, Pb,
Hg (Muszyhska y Labudda, 2019). Aunque el término metales pesados aun no ha sido
bien definido, generalmente se refiere a metales o metaloides que tienen una densidad
relativamente alta que varia de 3.5 a 7 g-L* (Duffus, 2002). En las Gltimas décadas ha
habido un aumento de actividades antropogénicas como la industrializacion,
urbanizacién, generacion de energia, practicas agricolas y la quema de combustibles
fésiles (Chibuike y Obiora, 2014), lo que ha resultado en una creciente preocupacion
ecologica y de salud publica mundial, ya que se ha reportado un aumento de

concentraciones de MP en suelos y aguas que son consideradas dafinas para las
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plantas, los animales y los seres humanos. La contaminacién ambiental también puede
ocurrir de manera natural por corrosion de metales, deposicidon atmosférica, erosion

del suelo, lixiviacion de metales, meteorizacion y erupciones volcanicas (Nriagu, 1989).

De acuerdo con Verma y Dwivedi (2013), los metales pesados son los principales
contaminantes inorganicos, que incluyen plomo, mercurio, cromo, vanadio, arsénico,

cobre, niquel, cadmio, molibdeno y zinc, entre otros.

Como previamente se menciond que, algunos metales pesados ejercen funciones
bioguimicas vy fisioldgicas en plantas y animales, debido a que son constituyentes de
la estructura de varias enzimas y juegan un papel importante en las reacciones de
oxidacion-reduccion (Okereafor et al., 2020). Sin embargo, altas concentraciones de
metales pesados afectan la membrana celular, las mitocondrias, los lisosomas, el
reticulo endoplasmico, el nicleo y algunas enzimas implicadas en el metabolismo,
provocan dafios al ADN, cambios al ciclo celular, carcinogénesis y/o apoptosis
(Tchounwou et al., 2014). Debido a su alto grado de toxicidad, el As, Cd, Cr, Pb y Hg,
se encuentran entre los metales prioritarios para la salud publica. Se sabe que inducen

dafios en multiples 6rganos incluso a niveles de concentracion muy bajos.

2.3.1 Cadmio sus caracteristicas y efectos en la salud

El cadmio es un elemento metalico del grupo 12 (Zn, Cd, Hg) de la tabla periédica. Los
compuestos formados a partir de cadmio suelen contener cadmio con una valencia de
+2. Se encuentra naturalmente en bajas concentraciones (0.1 mg-Kg?) y generalmente
combinado con zinc y plomo como minerales de sulfuro. La dispersion en el medio
ambiente se produce a partir de multiples fuentes, incluidos los fertilizantes fosfatados
que contienen cadmio y la eliminacién inadecuada de desechos electronicos. Pueden
producirse concentraciones elevadas en el aire, el agua y el suelo cerca de las fuentes
de emisiones industriales, en particular las de las industrias de mineria no ferrosa y
refinacion de metales. La galvanoplastia de cadmio sobre acero ha sido uno de los
métodos utilizados para prevenir la corrosion. Las principales aplicaciones industriales
de Cd involucran la produccion de aleaciones, baterias niquel-plomo y pigmentos. Las
nanoparticulas derivadas de compuestos de cadmio se utilizan en paneles solares y

otras aplicaciones electronicas (Nordberg et al., 2018).
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El cadmio ha sido reconocido como un peligro para la salud ocupacional durante
muchas décadas. Los riesgos para las poblaciones expuestas al medio ambiente se
enfatizaron en la enfermedad de lItaiitai causada por la ingesta de arroz contaminado
con cadmio (Hagino y Kono, 1955). La dieta es la principal fuente de exposicion
ambiental al cadmio en los no fumadores en la mayor parte del mundo. El cadmio esta
presente en practicamente todos los alimentos, pero las concentraciones varian en
gran medida, segun el tipo de alimento y el nivel de contaminacion ambiental (Jarup y
Akesson, 2009).

De acuerdo con la OMS, el cadmio puede viajar largas distancias desde la fuente de
emision por transferencia atmosférica. Se acumula facilmente en muchos organismos,
en particular moluscos y crustaceos. Las concentraciones mas bajas se encuentran en
verduras, cereales y raices. La exposicion humana se produce principalmente por el
consumo de alimentos contaminados, la inhalacion activa y pasiva del humo del tabaco
y la inhalacion por parte de los trabajadores en una variedad de industrias (OMS,
2003).

Un numero creciente de estudios ha demostrado efectos adversos tempranos para la
salud a niveles mucho mas bajos de exposicion al cadmio de lo que se habia anticipado
anteriormente. La investigacién se ha centrado en los efectos renales y 6seos, pero
estudios recientes también lo han asociado al de riesgo de cancer con una exposicion
ambiental de bajo nivel. Aunque todavia existe un consenso de que el rifién es el
organo critico, los efectos sobre los huesos se han demostrado que incrementan a
niveles de exposicion bajos similares a los de los primeros efectos renales (Buchet et
al., 1990).

De acuerdo con la NOM-127-SSA1-1994, que establece los limites permisibles de
calidad de agua para uso y consumo humano, indica que el limite permisible de Cd es
de <0.005 mg/L. Por otro lado, en algunos paises de Europa y en Estados Unidos, la
ingesta diaria de Cd es de aproximadamente 0.4 pg/Kg/dia. Ademas, la EPA ha
establecido que la exposicion a concentraciones de Cd de 0.04 mg-L* en el agua
potable por hasta 10 dias no causara efectos adversos en nifios. Por ultimo, la NOM-
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002-ECOL-1996, establece que el limite maximo permisible de Cd en las descargas

de aguas residuales a sistemas de alcantarillado es de 1 mg-L™.

2.3.2 Plomo sus caracteristicas y efectos en la salud

El plomo (Pb) es un metal gris azulado presente en concentraciones minimas en la
corteza terrestre. Se encuentra naturalmente en el medio ambiente, sin embargo, las
actividades antropogénicas como la quema de combustibles fésiles, la mineria y la
industria contribuyen a la liberacién de altas concentraciones (Tchounwou et al., 2014).
El Pb tiene usos industriales (p. Ej., materiales de construccion, pinturas y gasolina),
agricolas y domésticos. Actualmente, el uso industrial del Pb se restringido
principalmente a pinturas, productos ceramicos, calafateo y soldadura de tuberias
(EPA, 2020).

La exposicion al plomo ocurre principalmente a través de los sistemas respiratorio a
través de inhalacion de particulas de polvo o aerosoles que contienen Pb, y a nivel
gastrointestinal por la ingesta de alimentos y / 0 agua contaminada. De acuerdo con
Flora et al. (2006), los adultos pueden absorber del 35 al 50 % de Pb a través del agua
potable. Se conoce que el Pb absorbido (ya sea inhalado o ingerido) se almacena en
tejidos blandos. Los estudios de autopsia de humanos expuestos a Pb indican que el
tejido hepéatico es el depdsito mas grande (33%), seguido de la corteza renal y la
médula. A medida que ha aumentado la exposicion ambiental al Pb, se han reconocido

los efectos toxicos del Pb en varios sistemas de érganos del cuerpo (Lin, 1994).

La OMS ha identificado al plomo como una de las diez sustancias quimicas de mayor
preocupacion para la salud publica, que necesitan medidas para proteger la salud de
los trabajadores, los nifios y las mujeres en edad reproductiva. Los efectos adversos
de Pb en nifios se caracterizan por un coeficiente intelectual bajo, un desarrollo
neuroconductual retrasado o deficiente, una agudeza auditiva disminuida,
discapacidades del habla y el lenguaje, retraso del crecimiento, poca capacidad de
atencion. Para el caso de los adultos, los dafios han sido a nivel reproductivo,
disminucién en el nimero de espermatozoides en los hombres y los abortos para el
caso de las mujeres. Una amplia evidencia experimental en animales de laboratorio in

vivo e in vitro apunta claramente a la hepatotoxicidad potencial resultante de la
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exposicion al Pb. Las alteraciones van desde simples alteraciones bioquimicas y
estructurales hasta la caracterizacion molecular de la hiperplasia hepatica o la
proliferacion de células hepéticas. Sin embargo, los limitados datos epidemioldgicos
impiden extrapolar estas observaciones de toxicologia animal a efectos hepatotdxicos
en humanos, y la posible contribucion de tales efectos tdxicos a la morbilidad humana

no esta clara (Mudipalli, 2007).

De acuerdo con la NOM-127-SSA1-1994, que establece los limites permisibles de
calidad de agua para uso y consumo humano, indica que el limite permisible de Pb en
mg-L* debe ser <0.025. Por otro lado, la NOM-002- ECOL-1996, establece que el
limite m&ximo permisible de Pb en las descargas de aguas residuales a sistemas de
alcantarillado es de 2 mg-L*. La EPA ha establecido un valor de 0.015 mg-L* de

plomo, como limite permisible para el agua de uso humano.

2.4 Fitorremediacion

La Fitorremediacion es una rama de la biorremediacion que se basa en el uso de
plantas para la remediacion de sitios contaminados. Utiliza el potencial de las raices
de las plantas para absorber nutrientes. Las diversas especies de plantas empleadas
en esta técnica tienen la capacidad de acumular una amplia gama de contaminantes.
Bajo ciertas condiciones, esta técnica puede ser mas eficiente y rentable que las
técnicas de tratamiento convencional (Mustafa y Hayder, 2021).

La fitorremediacion aplica un conjunto de tecnologias que utilizan las plantas para
reducir, eliminar, degradar o inmovilizar compuestos toxicos en el medio ambiente
mediante procesos biolégicos que desarrollan las mismas plantas o mediante procesos
sinérgicos planta-microorganismo que se desarrollan en la rizosfera, con el objetivo de
restaurar las areas a una condicién en la que sean utilizables (Manahan, 2007; Peer
et al., 2006). Esta tecnologia se emplea para eliminar metales pesados, radionuclidos,
nutrientes (nitrato, fosfato, etc.), solventes, explosivos, petrdleo crudo y contaminantes
organicos, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y pesticidas de aguas

residuales y suelos (Anand et al., 2019).

La fitorremediacion de sitios contaminados ha ganado popularidad como una

tecnologia no invasiva, y relativamente barata en comparacién con las estrategias de
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rehabilitacion alternativas que implican excavacion, remocion o estabilizacién y
conversion quimica in situ (Peer et al., 2006). La fitorremediacion es una tecnologia
sostenible para la limpieza de contaminantes recalcitrantes de entornos perturbados.
Las estrategias de fitorremediacion tienen una serie de ventajas prometedoras en

comparacion con otras técnicas de remediacion.

Los factores que influyen en la fitorremediacién para absorber contaminantes a través
de sus raices y transferirlos a los brotes son los siguientes: la concentracion disponible
de contaminantes para que la planta pueda absorberlos; y la tasa de transformacion
de sustancias toxicas en menos toxicas. Otros factores que también influyen en la
fitorremediacion son la longitud de las raices, los tipos y concentracion de los metales,
las condiciones fisicoquimicas del suelo y la interaccion de las plantas y los

microorganismos asociados del suelo (Naila et al., 2019).

2.4.1 Mecanismos de fitorremediacion

Las especies vegetales fitorremediadoras desarrollan diversos mecanismos para
extraer los contaminantes desde la rizosfera, y para translocarlos a la raiz o tejidos
aéreos. Por ello, es importante definir cada uno de los mecanismos para aclarar y
comprender los procesos que ocurren en las plantas, qué sucede con el contaminante,
organos vegetales involucrados, y estrategias para lograr una fitorremediacion
efectiva. Las diferentes formas de fitorremediacion se pueden aplicar a contaminantes
especificos o medios contaminados y pueden requerir diferentes tipos de plantas

(Pivetz, 2001). Los mecanismos de fitorremediacion se describen a continuacion.

Fitovolatilizacion, es un mecanismo de fitorremediacion que se aplica principalmente
a compuestos organicos volatiles (COV’s) o contaminantes inorganicos como arsénico
(As), mercurio (Hg) y selenio (Se) (Bizily et al., 1999; Moreno et al., 2008; Guarino et
al., 2020). La fitovolatilizacion existe en dos formas: fitovolatilizacion directa e indirecta.
La fitovolatilizacion directa utiliza las plantas para absorber los contaminantes del
suelo, los transforma en compuestos volatiles, y posteriormente los liberan a la
atmosfera por transpiracion de las hojas o la difusion radial a través del tallo (Limmer

y Burken, 2016). En la fitovolatilizacion directa las plantas producen cambios fisicos en
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la superficie, que conduce a la reduccion de contaminantes en el suelo y agua
(Chandra y Kumar 2018).

Por otro lado, la fitovolatilizacidn indirecta se refiere al flujo de contaminantes orgéanicos
volatiles desde el subsuelo, por el efecto de las raices de las plantas como aumento
en la permeabilidad del suelo, descenso en el nivel freatico, transporte quimico a travées
de la redistribucion hidraulica o fluctuaciones en el nivel freatico (Limmer y Burken,
2016).

Algunos estudios han demostrado que, en la fitovolatilizacion, algunos contaminantes
toxicos de As, Hg y Se pueden ser convertidos en una forma volatil menos téxica
(Nedjimi, 2021).

Rizofiltracion, es una técnica de fitorremediacién, en la que se adsorben los
contaminantes presentes alrededor de la raiz (rizosfera) o se absorben en el tejido
radicular, se concentran y se precipitan (Abdullahi, 2015). Las plantas emplean su
sistema radicular largo y fibroso cubierto con pelos radiculares con amplia superficie
para proporcionar una remediacion eficaz (Grzegorska et al., 2020). La rizofiltracion
reduce la movilidad de los contaminantes y evita su migracién al agua subterranea. Es
eficaz y de bajo costo cuando se aplica ante bajas concentraciones de contaminantes
y a un gran volumen de agua (Chandra y Kumar 2018). Una planta adecuada para la
rizofiltracion debe tener raices de rapido crecimiento y contar con la capacidad de
eliminar contaminantes de la solucion durante un tiempo prolongado (Chandra y Kumar
2018). La rizofiltracion funciona a través de varios procesos fisicos y bioquimicos,
como la adsorcion, precipitacion y bioacumulacion. La eficiencia de este mecanismo
reside en la eficiencia de las raices para liberar exudados de raiz (metabolitos
secundarios) en forma de azucares, aminoacidos, acidos organicos, acidos grasos,
esteroles, factores de crecimiento, nucleotidos, flavonas, enzimas, entre otros (Sharma
y Juwarkar, 2015). Los exudados de raiz alteran las condiciones geoquimicas del
suelo, como el pH, lo que conduce que los metales pesados se acumulen en la planta
y posteriormente se precipiten en la superficie de la raiz, de esta forma se minimiza el

movimiento de los metales (Yan et al., 2020).
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Fitoextraccion, es la técnica que se aplica para eliminar contaminantes del medio
ambiente, lo que implica la absorcién del contaminante a través de las raices, seguida
de la acumulacién en este mismo tejido o bien en las partes aéreas, con la posterior
cosecha de la planta y ocasional eliminacion de la biomasa (Sharmay Juwarkar, 2015).
La fitoextraccion generalmente se aplica a la eliminacion de metales (Ag, Cd, Co, Cr,
Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn), metaloides (As, Se), radionucleidos (90 Sr, 137 Cs, 234
U, 238 U) y no metales (B), debido a que estos contaminantes generalmente no se
degradan dentro de la planta. De acuerdo con Sharma y Juwarkar (2015), la
fitoextraccion no se ha considerado para la absorcion de contaminantes organicos,
dado que la planta puede metabolizarlos o volatilizarlos, de esta manera se evita la
acumulacion de contaminantes dentro de la planta. En los Ultimos afios, la
fitoextraccion se considera como la técnica de fitorremediaciébn mas importante para la
recuperacion de metales pesados y metaloides del suelo contaminado (Sarwar et al.,
2017).

Las plantas ideales para ser utilizadas en la fitoextraccion deben ser tolerantes a
niveles altos de concentracion de metales, tener una tasa de crecimiento rapido y alta
produccion de biomasa, acumular altos niveles de metales en partes cosechables, ser
ampliamente distribuidas y con un sistema de raiz profundo, ser resistente a
enfermedades, de facil cultivo, recoleccién y procesamiento y ser repulsivas para
herbivoros para evitar asi, la contaminacion en la cadena alimentaria (Chandra y
Kumar 2018).

El potencial de la fitoextraccion se puede determinar a través del Factor de
Bioconcentracion (FBC) y el Factor de Translocaciéon (FT). EI FBC indica la capacidad
de una planta para acumular metales, se define como la relacion entre la concentracion
de metal en la raiz y la concentracion en suelo o agua. Por otro lado, el FT indica la
capacidad de una planta para trasladar metales desde la raiz al brote. EI FT se define
como la concentracion de metal en el brote entre la concentracion de metal en la raiz.
Una planta con valores de FBC y FT >1 tiene el potencial para usarse en la
fitoextraccion (Yoon et al., 2006). El FBC y FT son calculados con las siguientes

ecuaciones:
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FBC = (concentracion de metal en la raiz de la planta) / (concentraciéon de metal en

suelo o agua)

FT = (concentracién de metal en el brote de la planta) / (concentracién de metal en la

raiz)

De acuerdo con Salt et al. (1995) existen dos estrategias de fitoextracion: 1)
fitoextraccion continua y 2) fitoextraccion asistida por quelatos. La fitoextraccion
continua se refiere a la habilidad natural de las plantas para acumular, translocar y
resistir grandes concentraciones de metales durante todo el ciclo de crecimiento. En
la fitoextraccion asistida por quelatos, se emplean agentes quelantes que son capaces
de solubilizar y formar complejos con metales pesados, asi como promover la
translocacion desde las raices a las partes aéreas. Esta estrategia se basa en el hecho
de que la aplicacion de quelatos metalicos mejora significativamente la acumulacion
de metales en plantas. Se ha propuesto la adicién de agentes quelantes para mejorar
la capacidad de acumulacion de metales y la velocidad de absorcion de plantas (Chen
y Cutright, 2001).

Fitoestabilizacion, es la estrategia ambiental en la que las plantas son usadas para
contener los contaminantes en el sitio, mediante modificaciones de las condiciones
guimicas, bioldgicas y fisicas del suelo, sedimentos, lodos o humedales (Pivetz, 2001;
Grzegorska et al.,, 2020). La fitoestabilizacion reduce el transporte de los
contaminantes mediante varios procesos como adsorcion, absorcién y acumulacion
por raices, precipitacién, acomplejacién de la valencia del metal en el suelo dentro de
la zona de raices (Grzegérska et al., 2020). La fitoestabilizacion se ha centrado en la
contaminacion de metales, sin embargo, esta estrategia puede ser aplicada a
contaminantes organicos, debido a que algunos contaminantes organicos pueden
adherirse a la lignina (Pivetz, 2001). Los metales presentes en la zona de raiz se
pueden estabilizar cambiando de un estado de oxidacién soluble a uno insoluble, a
través de la precipitacidbn mediada por las raices. Ejemplo de ello es que las raices que
pueden precipitar el plomo como fosfato de plomo, que es insoluble. El pH del suelo y
agua se puede modificar por la produccion de CO2z por microbios que degradan los

exudados de las raices, probablemente cambiando la solubilidad y movilidad de los
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metales e impactando la disociacion de compuestos organicos. De acuerdo con la
Pivetz (2001), la fitoestabilizacion eficaz requiere un conocimiento de especifico de la
quimica de la zona de raiz, los exudados de las raices, los contaminantes, y los
fertilizantes o enmiendas del suelo. Se puede producir una fitoestabilizacion en el agua
en la que las raices de las plantas liberan exudados vegetales como fosfatos
(Dushenkov et al., 1995). Las caracteristicas apropiadas para que una planta sea
utilizada en la fitoestabilizacion de contaminantes son: tolerancia a altos niveles de
contaminantes, alta producciébn de biomasa de raiz y crecimiento rapido para
inmovilizar los contaminantes, y asi como la alta capacidad de retencion de los

contaminantes en las raices (Pivetz, 2001).

Para mejorar la eficiencia de la fitoestabilizacibn se han empleado compuestos
organicos e inorganicos al medio contaminado. Estos compuestos pueden alterar la
especiacion de los contaminantes, reducir la solubilidad y disponibilidad al cambiar el
valor del pH y el estado redox del medio. La aplicacién de enmiendas aumenta el
contenido de materia organica y nutrientes esenciales en el suelo y mejora las
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, lo cual beneficia la colonizacién de las plantas

y mejora la retencién de agua (Yan et al., 2020).

Fitodegradacion, es el proceso en el que los contaminantes captados por las plantas
son descompuestos (Greipsson, 2011). La fitodegradacion incluye la absorcion,
metabolizacion, y degradacién de contaminantes dentro de la planta, o la degradacion
de contaminantes en el suelo, sedimentos, lodos, aguas subterrdneas o aguas
superficiales por enzimas producidas y liberadas por las plantas. Las enzimas
producidas por las plantas, es decir, deshalogenasas, peroxidasas, lacasas,
oxigenasas, nitrilasa y nitroreductasas son las responsables de catalizar y acelerar la
degradacion de los contaminantes organicos (Schnoor et al., 1995; Grzegorska et al.,
2020). Los contaminantes organicos se descomponen a formas moleculares mas
simples, que se incorporan a los tejidos vegetales para ayudar al crecimiento de las
plantas o posiblemente se incorporan como lignina o celulosa (Chandra y Kumar
2018). Los contaminantes sujetos a fitodegradacion son compuestos organicos como:

explosivos, solventes clorados, herbicidas, insecticidas y nutrientes organicos.
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Recientemente se han llevado a cabo estudios de los procesos de fitodegradacion
referentes al tratamiento soluciones acuosas contaminadas con productos
farmacéuticos. Dichos estudios implican principalmente la fitodegradacion de
antibiéticos y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (Gujarathi et al., 2005).

La remediacién de un sitio a través de fitodegradacion depende de la absorcion directa
de los contaminantes y la acumulacién en la vegetacién. La absorcion directa de
sustancias quimicas a través de las raices depende de la eficiencia de absorcion, tasa
de transpiracion y la concentracion de sustancias quimicas en el suelo o agua.
Ademas, la eficiencia de absorcion depende de la especiacion quimica, las
propiedades fisicoquimicas y las caracteristicas de las plantas, mientras que la tasa
de transpiracion depende del tipo de planta, &rea foliar, nutrientes, humedad del suelo,

temperatura, condiciones del viento y humedad relativa (Chandra y Kumar 2018).

2.4.2 Mecanismo de fitorremediacién de plomo

El plomo forma varios complejos con los componentes del suelo y solo una pequefa
fraccidon del plomo esta presente en esos complejos que lo hacen fitodisponible. El Pb
no tiene funcién esencial en las plantas, sin embargo, puede ser absorbido del suelo
a través de las raices, por lo cual puede ingresar a la cadena alimentaria (Kumar et al.,
2017). Parte del plomo presente en suelo se adsorbe en las raices y enseguida se une
a los grupos carboxilo del acido urénico del mucilago, o directamente a los
polisacaridos de la superficie celular de la rizodermis. Una vez adsorbido en la
rizodermis, el plomo puede ingresar pasivamente a las raices con el agua que se
traslada. La absorcién del plomo se lleva a cabo mayormente en los apices de las
raices, donde las células son jévenes y tienen paredes celulares delgadas que facilitan
la absorcidn (Seregin et al., 2004). En adicion, el area apical es donde el pH de la raiz
es mas bajo, lo cual aumenta la solubilidad del plomo. La absorcion de plomo a través
de las raices se produce por la via apoplastica o a través de canales ionicos. La
absorcion de plomo depende del funcionamiento de la bomba de H*/ ATPasa, que
mantiene un potencial negativo en la membrana de las células de la rizodermis. EL
plomo puede ser absorbido por los canales permeables al Ca?*, que es la via principal

por la que ingresa a las raices. Estudios en plantas transgénicas han demostrado que
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el plomo también puede entrar a las raices a través de canales ionicos activados por
nucleotidos ciclicos o mediante transportadores de cationes de baja afinidad (Wang et
al., 2007).

Una vez que el plomo ingresa a las raices la mayor parte que es absorbida
(aproximadamente 95%) se acumula en las raices y una fraccién pequeiia se traslada
a las partes aéreas. Este fendmeno en plantas es especifico para plomo. Al entrar en
la raiz, el plomo se mueve a través de la via del apoplasto y sigue la corriente de agua
hasta llegar a la endodermis (Lane y Martin, 1977). Algunas razones por las que el
plomo se acumula principalmente en las células de la raiz son: a) debido al bloqueo
de las bandas de Caspary, dentro de la endodermis, b) al secuestro en las vacuolas
de las células rizodermicas, y corticales por la formacion de complejos, c)
inmovilizacién de pectinas cargadas negativamente dentro de la pared celular, d)
acumulacion en las membranas plasmaticas, e) unidén a fitoquelatinas, glutation y
aminoécidos, f) precipitacion de sales de plomo insolubles en los espacios
intracelulares y g) sintesis de osmolitos (Kumar et al., 2017).

Posterior al transporte por la via del apoplasto, el plomo es bloqueado en la
endodermis por la banda de Caspary, y debe seguir la via del simplasto. Se sabe que
altas concentraciones de plomo destruyen la barrera fisica formada por la banda de
Caspary. En las células de la endodermis la mayor parte del plomo es secuestrada o
excretada por los sistemas de desintoxicacion de las plantas. La traslocacién del plomo
a partes aéreas de las plantas aumenta en presencia de quelantes organicos o ciertas
especies de microorganismos. El transporte de los metales desde las raices hacia las
partes aéreas se lleva a cabo por la via de la xilema y cuando ocurre probablemente
es impulsado por la transpiracién (Liao et al., 2006). Aunque no existen muchos
estudios sobre la cinética del Pb en las células foliares, es probable que una vez que
el Pb esta en el citoplasma de las células de las hojas sea quelado por fitoquelatinas
(PC), glutation (GSH) o compuestos organicos. Una vez formados lo complejos de
metal con PC, éstos pueden transportados a la vacuola a través de transportadores y

finalmente ser almacenados. Los complejos de metales también pueden ser
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almacenados con los componentes de la pared celular. Aunque los mecanismos de Pb

aun no son estudiados especificamente.

2.4.3 Mecanismo de fitorremediacion de cadmio

El cadmio existe en el suelo como catién divalente Cd?*. La concentracién de Cd esta
equilibrada con los complejos de Cd disueltos y el Cd adsorbido en la fase sélida del
suelo. Algunos iones de Cd se adsorben en la pectina y celulosa de las células de la
raiz. Otros iones se absorben mayormente en el apice de la raiz por la via del apoplasto
y se transportan por esta via hasta encontrarse con polimeros impermeables como la
banda de Caspary (Laporte et al., 2013) (Figura 3). El Cd?* también puede absorberse
por la via del simplasto a través de canales i6nicos para Ca%* (ANN4 y GLR3), por el
transportador regulado por hierro IRT1, por el transportador regulado por zinc ZNT1 o
por proteinas de transporte NRAMP (proteinas de macréfagos asociadas a la
resistencia natural) (Eide et al., 1996; Pence et al., 2000; Thomine et al., 2000; Perfus-
Barbeoch et al., 2002).

La absorcion de Cd?* por las células de la raiz reduce la concentracién de iones en la
superficie de la raiz generando un gradiente que permite la difusion de Cd hacia la
raiz. ElI Cd se transporta por adveccion, es decir, se transporta con el flujo de agua
causado por la transpiracién de la planta. Desde el apoplasto, los iones atraviesan la
membrana celular a través canales idnicos, transportadores o proteinas de transporte
para pasar a la via simplastica. Una vez en el citosol, los iones de Cd forman complejos
con compuestos organicos como el glutation (GSH), y enseguida se forma el complejo
bisglutationato-Cd, GS2-Cd (Il). El GS2-Cd (ll) interactia con la fitoquelatina sintasa
(PCS) que desencadena la sintesis de fitoquelatina y la formacion de complejos de
bajo peso molecular fitoquelatina-Cd (ll), PC-Cd (II). Los complejos PC-Cd (ll) se
transportan a la vacuola a través de transportadores ABC para formar compuestos con
Sulfuros (PC-Cd-S) (Rauser, 1995).

El Cd también puede formar complejos con ligandos de oxigeno, es decir con
compuestos organicos como, malato, citrato y oxalato (Sterckeman y Thomine, 2020).
El Cd se puede transportar a la vacuola por medio de un antiportador-cation/H*

denominado CAX (Intercambio Cationico, por sus siglas en inglés), transportadores
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HMA (asociados a metales pesados, por sus siglas en inglés) y transportadores MRP
(Morel et al., 2009; Shen et al., 2011). Los complejos de Cd en el citosol también
pueden entran a través de proteinas de transporte y transportadores a la mitocondria
y al aparato de Golgi. En la vacuola, el Cd esta quelado principalmente por compuestos

organicos como las fitoquelatinas.

Por otro lado, una fraccion del Cd se transporta por la via de los plasmodesmos para
pasar a través de las células y cargarse en los vasos de la xilema a través de los
transportadores HMA, proteinas CAL1 o mediante un sistema de transporte activo,
contra su gradiente electroquimico (Luo et al., 2018). Una vez que el Cd esta en la
xilema puede formar complejos con ligandos que contienen grupos sulfhidricos, N u O,
que junto con los iones libres son transportados a las partes aéreas de las plantas
impulsados por la transpiracion (adveccion) (Sterckeman y Thomine, 2020). Durante
el transporte, los iones pueden interaccionar con las paredes celulares de los vasos
de la xilema quedando adsorbidos; también pueden migrar a través de las paredes de
las células de la xilema hacia las células del tallo. Después del transporte en la xilema
los iones minerales se descargan de la xilema para ser distribuidos en los otros tejidos
foliares mediante la red ramificada de venas mayores y venas menores que cruzan la
lamina de la hoja. Enseguida el Cd puede ser transportado desde la xilema hasta las
células de las hojas a través de la via del simplasto. Una vez que el Cd esta en el
citosol de las células de las hojas, el Cd generalmente es quelado por ligandos
organicos y migra de una célula a otra (Shen et al., 2011). Algunos iones libres o
complejos de Cd ingresan a través de transportadores como HMA, CAX o ABC a los
organulos, principalmente a la vacuola donde se almacenan como quelatos. Los
conjugados de metales también pueden ser secretados al apoplasto mediante un
proceso de exocitosis de vesiculas vacuolares, una vez en el exterior, interaccionan
con los componentes de la pared que pueden ser proteinas, celulosa, hemicelulosa,

lignina, xilanas etc., donde se acumulan.
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2.5 Cultivo de tejido vegetal

El cultivo de tejidos vegetales se refiere al conjunto de técnicas que permiten el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta, a partir
de una célula hasta un organismo completo, bajo condiciones controladas y axénicas.
De esta manera se establece un control de los procesos fisiologicos, morfogenéticos
y bioguimicos (Moctezuma-Granados, 2017). En afos recientes el cultivo de in vitro
de plantulas se ha convertido en una estrategia integral en los avances de
investigacion de la ciencia de las plantas (Pérez-Clemente y Gbmez-Cadenas, 2011).
El cultivo de tejido vegetal permite un monitoreo cercano y una manipulacion precisa
del crecimiento y desarrollo de la planta. Las herramientas basadas en cultivos in vitro
han permitido que se obtenga un entendimiento mas especifico de la fisiologia y

bioquimica en plantas cultivadas en condiciones ambientales estresantes.

Dentro de las ventajas que ofrece el tejido de cultivo vegetal se encuentra, que se
necesita poco espacio para para cultivar las plantas, lo cual permite un control muy
riguroso del entorno fisico y de los nutrientes (Shibli et al., 1992). Ademas, se puede
eliminar o mantener un control de las interacciones érgano-6rgano y planta-ambiente,
y el nivel de estrés se puede controlar de manera precisa (Stephen et al., 2002). De
igual forma, el sistema de propagacion in vitro es una herramienta fundamental para
entender la relacion planta-contaminante, ya que se puede predecir la respuesta de
las plantas al medio ambiente y también sirve para desarrollar protocolos para plantas

con elevada capacidad de fitorremediacion (Morales-Rubio et al., 2016).

Los sistemas de propagacion in vitro son adecuados para conocer la respuesta de las
especies vegetales ante los diversos ambientes estresantes a los que son expuestos,
debido a que es mas facil realizar y controlar las pruebas de los bioensayos in vitro. A
través de esta herramienta es posible conocer la respuesta de las plantas ante la
exposicion a metales (Perales-Aguilar et al., 2020). Bajo condiciones controladas y en

espacios reducidos.
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2.6 Compuestos quimicos quelantes
Algunos compuestos quimicos se han utilizado para mejorar los procesos de
fitorremediacion, porque modulan principalmente el pH, las condiciones redox y las

especies quimicas presentes en la rizosfera.

Se han utilizado diversos compuestos quelantes quimicos que mejoran la
disponibilidad de metales pesados, facilitando asi su captacién por las plantas (Hasan
et al., 2019). Algunos compuestos que mejoran la absorcion de metales pesados
incluyen acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), glutation exdgeno,
compuestos de azufre, 6xido nitrico, entre otros. Es importante emplear estrategias
que aumenten la eficiencia de la fitorremediacion de metales pesados. Estas
estrategias pueden ser mediante el uso de quimicos quelantes.

2.6.1 Acido citrico

El &cido citrico (AC) es un acido orgéanico tricarboxilico débil (Figura 5) con formula
CeHsO7, con un peso molecular de 192.12 g/mol, se encuentra frecuentemente en la
naturaleza. Se puede encontrar como producto del metabolismo en muchos
organismos, en el ciclo del AC. Ademas, forma parte de algunas frutas, siendo un
componente especial en los citricos, a los cuales les confiere su caracteristica &cida
(Ovando-Franco, 2012). ElI AC también puede ser excretado por las plantas a través
de la raiz en situaciones de estrés provocadas por metales pesados. Se sabe que el
AC es capaz de formar complejos con iones metalicos, por lo que puede ser Util para
la fijacion, movilizacion y fitoextraccion de metales pesados (Chen et al., 2003). Varios
estudios han demostrado que el AC se ha utilizado como una estrategia ambiental para
mejorar la fitoextraccion de metales pesados (Blaylock et al., 1997; Turgut et al., 2003).
Segun Amir et al. (2020), la adicion de AC mejora la fisiologia de la planta, la actividad
de las enzimas antioxidantes de Typha latifolia expuestas a condiciones estresantes
causadas por metales como Pb y Hg. Ademas, en esta misma investigacion, se
menciona que la adicion de AC aumenta ain mas la acumulacion y concentracién de

estos metales en raices, tallos y hojas.
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Figura 1. Estructura quimica del &cido citrico

Por otro lado, Ehsan et al. (2014), demostraron que el AC mejoro significativamente la
acumulacion y absorcion de Cd en raices, tallo y hojas de plantas de Brassica napus,
ademas, el AC redujo la toxicidad del Cd, debido a que las plantas presentaron una
reduccion del estrés oxidativo y un aumento de su biomasa, pigmentos fotosintéticos
y crecimiento. Para el caso del Cobre (Cu), Zaheer et al. (2015) y Sallah-Ud-Din et al.
(2017) reportaron un aumento en la acumulacion y absorcion en tejidos de B. napus y
L. minor L. respectivamente, cuando se agrega AC al medio. Ademas, los efectos de
toxicidad causados por Cu en B. napus y L. minor se disminuyeron por la adicion de
AC. Los estudios también han demostrado que el AC mejora la fitoextraccién de niquel
(Ni) cuando las concentraciones de este metal aumentan en las hojas, tallos y raices
de las plantas de Mentha piperita. Ademas, el tratamiento con AC mejord
significativamente las respuestas bioquimicas y fisiol6gicas de plantas de M. piperita
expuesta a niquel en comparacion con los tratamientos sin AC (Khair et al., 2020). En
conjunto, estudios previos indican que el &cido citrico puede ser una estrategia util para

aumentar la fitoextraccion de metales en suelos y agua.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1 Andlisis fisicoquimico de muestras de aguas residuales

Las muestras de aguas residuales fueron proporcionadas en el mes de abril del afio
2020 por una planta tratadora de aguas residuales (PTAR) de Cd. Valles, S.L.P.
(Birmania 1). Se recolectaron muestras homogéneas de aproximadamente 1 L en
frascos de polietileno. Las muestras se tomaron de tres etapas del proceso de
tratamiento de la PTAR: 1) entrada, 2) reactores de lodos y 3) salida. Posteriormente
se procedio a la realizacion del andlisis fisicoquimico determinando Solidos totales
disueltos (STD) y conductividad eléctrica empleando un medidor de campo (Marca
HANNA instruments, HI991301). La temperatura y el pH se midieron utilizando un
potenciémetro (Marca HANNA instruments HI2211). Los nutrientes como NOs-N, K,
Cay Mg, se midieron empleando un fotdmetro de analisis de nutrientes (Marca HANNA
instruments HI83325-01).

3.1.1. Dureza total en aguas residuales

Se determind la dureza total, la dureza debida al Calcio y la dureza debida a Magnesio.
Para lo cual se siguio el protocolo establecido por la NMX-AA-072SCFI-2001, que
establece el método de analisis para la determinacion de dureza total en aguas
naturales, residuales y residuales tratadas. Inicialmente, las muestras se llevaron a un
tratamiento de digestion, debido a que las muestras contenian materia organica.
Posterior a la digestion, el pH de las muestras se ajustd a un valor de 9 empleando

una disolucién de amoniaco.

La determinacion de dureza total se realizé por titulacion complejométrica empleando
solucion estandar de Sal disddica de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.01 M
(Marca CTR scientific, CTR 02460) y el indicador Negro de Eriocromo T (NET) en
condiciones de pH mayor a 10. Posteriormente, se realizo la titulacion con EDTA hasta
observar un cambio en la coloracion de la muestra (rojizo a azul). Se registraron los

mL de EDTA gastados. Dicho procedimiento se realiz6 por triplicado para cada
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muestra de las fases de la PTAR. Para calcular el valor de dureza total se multiplicaron

los mL de EDTA gastados por el factor obtenido a partir de la siguiente ecuacion.

(MT) x (mmol CaC03) = (1 *1076) B

40
Vm

Factor =

Donde:
MT = Concentracion del titulante EDTA.
Vm = Volumen empleado de la muestra.

El andlisis de dureza debida a Calcio (Ca) se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento
realizado para la dureza total, utilizando el indicador murexida y una solucion buffer de
NaOH 0.1 N (Marca CTR scientific, CTR 03108) con un valor de pH mayor que 12.
Para la determinacion de dureza debida al Magnesio (Mg) se realiz6 una diferencia
entre el valor de dureza total menos el valor de dureza debida al Ca.

3.2 Cuantificacién de los metales en aguas residuales por espectrofotometria de
absorcién atébmica

Para determinar la concentracion de metales presentes en el agua residual, se realiz6

un proceso de digestion acida en autoclave (Marca Felisa, modelo FE-399) de acuerdo

con el protocolo establecido por la NMX-AA-051-SCFI-2001.

Una vez realizada la digestion en las aguas residuales se cuantific6 concentracion de
Pb y Cd por Espectrofotometria de Absorcion Atomica utilizando el método de Horno
de grafito (EAA-HG). Se midio la concentracion de ambos metales. Los estandares se
elaboraron a partir de una solucion stock grado absorcion atémica certificada (Marca
RICCA CHEMICAL, Cd CAT. No. ACD1KN-100, Pb CAT. No. APB1KN-100).

El equipo de EAA fue calibrado y operado para el andlisis a una longitud de onda de
228.8 nm. Se tomd como ajuste aceptable para validar la calibracion un valor de R?2

0.995 y un porcentaje de recuperacion igual o mayor del 90%.
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3.3 Material vegetal

3.3.1 Colecta y asepsia de semillas de Typha spp.

Se colectaron semillas de Typha spp., provenientes de la inflorescencia de la especie
vegetal de plantas adultas ubicadas en humedal natural en el municipio de San Vicente
Tanc., S.L.P. Las semillas fueron transportadas en bolsas de papel al laboratorio de
Investigacion y se sometieron a un proceso de lavado y agitacion con agua destilada
para eliminar el vilano. Posteriormente, se realiz6 el proceso de asepsia.

Para el proceso de asepsia, las semillas de Typha spp. se colocaron en un tubo conico
de 50 mL, se adicioné solucion fungicida (Captan), AQNOs al 0.5 %, bactericin al 5%,
cloro al 10 %, Tween al 10 % y etanol al 70 % (Moctezuma-Granados et al., 2017). Por
altimo, en la campana de flujo laminar con luz UV (Marca ESCO) se realizaron tres
lavados con agua destilada estéril, agitando las semillas por 5 minutos por cada lavado

y decantando el agua residual.

3.4 Preparacion de medios de cultivo

Se emple6 el medio de cultivo comercial MS (Murashige & Skoog, 1962,
Phytotechnology®), disolviendo 4.43 g de medio, enriquecido con 15 g/ L de sacarosa
comercial. El pH fue ajustado entre valores de 5.7 a 6.8 con NaOH o HCI 1 N. El medio
de cultivo se colocé sobre una placa de calentamiento y se adicionaron 4.4 g / L de
agar plant, se mezcl6 hasta disolver totalmente el agar, evitando que el medio llegara
a ebullicion. Finalmente se vertieron 100 mL del medio en los frascos de polipropileno

de 1 Ly se llevaron a esterilizacién en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

3.5 Establecimiento del cultivo in vitro de Typha spp.

Las semillas desinfectadas se tomaron con pinzas de metal, y se sembraron sobre la
superficie de medios de cultivo Murashige & Skoog- basal medium (MS). Los frascos
con medio de cultivo se taparon y se sellaron. Los frascos se etiquetaron y se colocaron
en el cuarto de cultivo bajo condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo (24
°Cy 16/ 8 hrs de luz / oscuridad) por un periodo de 2 meses, hasta que las plantas
alcanzaran un didmetro aproximado de 15 cm de su parte aérea y 5 cm de sus raices.
Se seleccionaron plantulas que no presentaran contaminacién por hongos u oxidacion

en su hojas o tallos.
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3.6 Caracteristicas de desarrollo de Typha spp. en aguas residuales crudas y
aguas residuales estériles

Se colocaron 100 mL de agua residual cruda y agua residual estéril de cada etapa de
la PTAR (Entrada, Reactor de lodos y Salida) en frascos de vidrio de 1 L. En cada
frasco se colocaron cuatro vitroplantas de Typha spp. de 15 cm de altura. Cada tubo
se consider6 como una unidad experimental. Las plantulas en estas condiciones de
cultivo se mantuvieron durante 15 dias en el cuarto de cultivo. Como control se
utilizaron plantulas expuestas a medio Hoagland’s a una dilucion de 1/40 (Miranda
y Quiroz, 2013) (Figura 10).

|«—— Plantas de Typha

I Iif Iif
Il ||l [l # l
<H> <H> <E>

Ilexdis Ctrl Entrada R.lodos Salida
Hoagland

Aguas residuales Crudas
" [ | 1 Plantas de Typha
>

M I .
Il Il |
<4B> <8
Medio

]- Ctrl Entrada R.lodos Salida
Hoagland : -
Aguas residuales estéril

Figura 2. Modelo experimental de plantulas de Typha spp. expuestas a aguas residuales
crudas y estériles.

Al inicio y final del experimento se registro el pH, asi como la forma y aspecto tanto de

las hojas como de las raices de las plantas. Ademas, se evalué el indice de crecimiento
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y se tomd un fragmento de tejido aéreo al final del experimento para determinacion de

clorofila a, b y total.

3.6.1 Caracteristicas de desarrollo de Typha spp. en aguas residuales crudas
con adicion de acido citrico

Se colocaron 100 mL de agua residual cruda de cada etapa de la PTAR en frascos de
vidrio de 1 L més la adicion de AC 5 mM. En seguida se ajusto el pH a 6.0 con un
potenciometro (HANNA instruments HI 2211). En cada frasco se colocaron 4 plantulas
de Typha spp. de 15 cm de altura provenientes del cultivo in vitro. Las plantulas en
estas condiciones de cultivo se mantuvieron durante 15 dias en el cuarto de cultivo.
Como control se utilizaron plantulas expuestas a medio Hoagland’s a una dilucién de
1/40 mas AC 5 mM a un pH de 6.0 (Amir et al., 2020). Al final del experimento se
evaluo el indice de crecimiento y se tom6 un fragmento de tejido aéreo para

determinacioén de clorofila a, b y total.

3.7 Vitroplantas de Typha spp. expuestas a solucion de Pb y Cd
Para determinar bajo condiciones controladas la remocion de Pb y Cd por Typha spp.,
se prepararon 100 ml de medio nutritivo Hoagland’s a una dilucién de 1/40 con distintas

concentraciones de mezcla de Pb?*y Cd?* como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. concentraciones de Pb y Cd en los que se expusieron vitroplantas de Typha spp.

Metales (mg-L*?) Control Tratamiento 1  Tratamiento 2  Tratamiento 3
Pb 0 1 5 10
Cd 0 0.5 2.5 5

El pH de las soluciones con metales se ajusté a un valor de 5.7. La fuerza idnica se
ajusté con NaNO30.05 M (A.C.S. Fermont). Las soluciones se prepararon por triplicado

en frascos de vidriode 1 L.

En cada frasco se colocaron cuatro plantulas de Typha spp. de 15 cm de altura,
provenientes del cultivo in vitro. Cada frasco se consider6 como unidad experimental
y conto con tres repeticiones por cada concentracion de metales. Las plantulas en

estas condiciones de cultivo se mantuvieron durante 15 dias en el cuarto de cultivo, y
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se tomaron muestras de las soluciones a partir del dia 0, 3, 6, 9, 12 y 15 de
experimentacion para evaluar la remocion de metales. Ademas, se tomé un fragmento

de tejido aéreo al final del experimento y se determiné la concentracion de clorofila a,

by total (Figura 11).

b :
I I
. '

S/metal Ctrl 140.5 5+25 10+5 Pb+Cd
mg-L-1 de metal

Figura 3. Modelo experimental de Typha spp. expuesta a soluciones de metales (Pb + Cd).

3.7.1 Vitroplantas de Typha spp. expuestas a solucion de Pb y Cd con adicion
de acido citrico

Para determinar el efecto de una enmienda quimica en la fitoextraccion de metales, se
prepararon 100 ml de medio nutritivo Hoagland’s a una dilucién de 1/40 con distintas
concentraciones de mezcla de metales Cd?* (control, 0.5, 2.5 y 5 ppm) méas de Pb?*
(control, 1, 5y 10 ppm) respectivamente y enseguida a cada frasco se adicion6 AC a
una concentracion de 5mM. El pH se ajustdé a 6.0 con un potenciometro (HANNA
instruments HI 2211). La fuerza i6nica se ajusté con NaNO30.05 M (A.C.S. Fermont).

Las soluciones se prepararon por triplicado en frascos de vidrio de 1 L.

En cada frasco se colocaron cuatro vitroplantas de Typha spp. de 10 — 15 cm de altura.
Cada frasco se tomd como unidad experimental y contd con tres repeticiones por cada
concentracion de metales. Las plantulas en estas condiciones de cultivo se
mantuvieron durante 15 dias en el cuarto de cultivo, y se tomaron muestras de las
soluciones a partir del dia 0, 3, 6, 9, 12 y 15 de experimentacion para evaluar la
remocién de metales. Ademas, se tomé un fragmento de tejido aéreo al final del

experimento y se determind la concentracion de clorofila a, b y total.
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3.8 Evaluacion de los parametros de fitotoxicidad de Typha spp. desarrollada en
soluciones de Pb y Cd y aguas residuales

Se evalud el indice de crecimiento (IC) y el contenido de clorofila para determinar

fitotoxicidad en plantulas de Typha que se expusieron a aguas residuales crudas como

a soluciones de metales sintéticas. Dichos parametros se usaron para determinar el

efecto del AC en la tolerancia y fitotoxicidad de las plantas.

3.8.1 indice de crecimiento de Typha spp.

Después de los 15 dias de exposicion a los tratamientos (Tabla 3 y 4) las plantas fueron
retiradas, se pesaron y se midieron las raices y tallos para determinar el indice de

crecimiento.

Tabla 3. Tratamientos con metales en los que se expusieron plantulas de Typha spp.

Metal (mg-L1) Control® Tratamiento 1 Tratamiento 2  Tratamiento 3
Pb 0 1 5 10
Cd 0 0.5 2.5 5
Pb + ACP 0+AC 1+AC 5+AC 10 + AC
Cd + ACP 0+AC 0.5+AC 25+ AC 5+AC

2. Medio Hoagland’s dilusion 1/40,

b: acido citrico (5 mM).

Tabla 4. Tratamientos con agua residual en los que se expusieron plantulas de Typha spp.

Control? Entrada Reactor de Lodos Salida

Control + ACP Entrada + AC Reactor de Lodo + AC Salida + AC
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a: Medio Hoagland’s dilusién 1/40,

b: acido citrico (5 mM).

Esta determinacion se realizd considerando el tamafio inicial y al final de la
experimentacion de las raices y tallos de las plantas. Una vez realizadas las

mediciones se empled la siguiente ecuacion:

talla final

indice de Crecimiento = ———————
talla inicial

Si el valor de IC es mayor que 1, refiere a que la plantula tuvo un crecimiento, lo cual
indica tolerancia al tratamiento. Sin embargo, si el valor de IC es menor que 1, refiere

que la plantula no presento crecimiento, lo cual es indicativo de un dafio.

3.8.2 Determinacion de clorofila a, b y total de Typha spp.

Posterior a los 15 de exposicion de las plantas de Typha a los tratamientos descritos
en la Tabla 3y 4, se determind la concentracion de clorofila a, b y total de acuerdo con
el método propuesto por Arnon (1949). Para ello, se utiliz6 una seccidén de hoja de
cada una de las vitroplantas colectadas (1 mg de cada una). En un cuarto oscuro, las
hojas se trituraron en un mortero (colocado en una bandeja de hielo para evitar la
evaporacion), utilizando 8 mL de acetona al 100%; se trituré y posteriormente se filtro,
utilizando una bomba de vacio y un matraz kitazato. La solucion obtenida se coloc6 en
un tubo conico de 15 mL etiguetado y cubierto con papel aluminio para evitar la
exposicion a la luz, y se aforé a 10 mL. Finalmente, se midié la absorbancia de cada
solucién filtrada mediante espectrofotometria UV-Visible a una longitud de onda de
661.6, 644.8 y 652 nm, utilizando como blanco acetona al 100 %. Se calculd el
porcentaje de clorofila a, b y total contenida por cada gramo de la planta. Para calcular
los valores de clorofila a y b se siguié con la ecuacion establecida por Lichtenthaler
(1987), cuando se usa acetona al 100%.

Clorofila a: (11.24) x Ass1.6 — (2.04) X Asaa.s

Clorofila b: (20.13) x As44a.8 — (4.19) X As61.6
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A (27.8)(mL de extraccion)
(g muestra) (1000)

mg clorofila total en g muestra =

Donde:

A = es la absorbancia de la muestra

27.8 = Coeficiente de Absorcion (Suma de los coeficientes de Clorofila a y b)
1000 = Factor de Dilucion

mL de extraccion = mL que se obtuvieron al extraer con acetona

g muestra = peso utilizado de la muestra

3.9 Digestion acida del tejido radicular y aéreo de vitroplantas de Typha spp.
Una vez finalizado el experimento donde se expuso Typha a concentraciones de
metales (Pb + Cd y Pb + Cd + AC), se aplicd un proceso de desorcion de metales, en
el cual se elimind el metal adsorbido en la superficie de las raices y tallos de las
plantulas. Para ello, la raiz y el tallo de cada plantula expuesta al tratamiento de
metales se sumergieron cinco veces en una solucion de EDTA (0.1 M). Las plantulas
se seccionaron en raiz y tejido aéreo y se sometieron a un proceso de secado durante
12 horas a 70° C en estufa de convecciéon. El material se corté en porciones muy
pequefias con ayuda de tijeras y se mantuvieron bajo el abrigo del polvo y la luz.
Posteriormente, el tejido vegetal se sometié al proceso de digestion acida asistida por
microondas (closed-vassel, Multiwave PRO, Anton Para, Austria). Se pesaron 3 mg
del tejido vegetal y se colocaron dentro de un tubo (TFM y PTTE) de 100 mL de
capacidad. Enseguida se adicionaron 7 mL de HNOs concentrado y 1 mL de HCI
concentrado y se colocaron dentro del sistema de digestion asistida por microondas.
Los pasos para la rampa de temperatura se muestran en la Tabla 5. Las soluciones se
colocaron en un tubo conico de 15 mL y se aforaron a un volumen de 15 mL con agua
destilada. Finalmente se cuantific6 el contenido de metales (Cd y Pb) por

espectrofotometria de Absorcion atomica.
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Tabla 5. Proceso de temperatura para la digestibn de muestras vegetales en horno de

microondas.
Pasos Temperatura (°C) Tiempo (mm:ss)

Rampa de temperatura 80 05:00
Mantener la temperatura 80 05:00
Rampa de temperatura 140 05:00
Mantener la temperatura 140 05:00
Rampa de temperatura 220 05:00
Mantener la temperatura 220 05:00
Enfriamiento 70 25:00

3.10 Digestion acida del medio de cultivo

Durante el tiempo de tratamiento de las plantulas Typha spp. en el cuarto de
crecimiento y en presencia de soluciones de Pb y Cd, se colectaron muestras del
medio de cultivo los dias 3, 6, 9, 12 y 15. Las muestras se tomaron empleando
micropipetas, bajo condiciones estériles, en una campana de flujo laminar con luz
ultravioleta (ESCO laminar Flow Cabinet). Se tomaron 0.5 mL de los medios de cultivo
y se adicionaron 2 mL de HNOs al 50 %, dilucion (1:4) en tubos conico de 15 mL.
Posteriormente, se realizd la digestion en autoclave (Felisa, Modelo FE-399, serie
1311120) a 121 °C, durante 30 minutos.

3.11 Elaboracion de curva estandar de los metales por espectrofotometria de
absorcion atobmica

Se elaboraron las curvas de calibracién de plomo y cadmio, con cinco puntos a partir

de una solucion stock de grado absorcion atémica certificada (Marca RICCA

CHEMICAL, Cd CAT. No. ACD1KN-100, Pb CAT. No. APB1KN-100). Los estandares

preparados fueron de 0.1, 0.3,0.5,1, 2.5y 5mg/L, paraCdy 0.3,0.5, 1, 2.5y 10 mg/L

para Pb.
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Los estandares utilizados se aforaron a 100 mL empleando matraces volumétricos
certificados clase A de acuerdo con el estandar ASTM E542 y micropipetas de 20-200
pL y 100-1000 pL (Marca Research Plus).

3.12 Andélisis estadistico

Se realizaron las pruebas de Shapiro-Wilk y Lilliefors para determinar la normalidad de
los datos analizados. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor y de dos
factores, seguido de un analisis post-hoc empleando la prueba Tukey para tratar datos
paramétricos, donde un valor de p < 0.05 indicaba diferencias significativas. Por otro
lado, para tratar los datos no paramétricos se llevo a cabo la prueba de Kruskall Wallis.
Los valores obtenidos para cada ensayo realizado fueron analizados con el programa
estadistico STATISTICA 8.0, para la construccion de gréficos se empleé el software
SIGMAPLOT y para determinar las diferencias significativas entre los datos se emple6

el software SAS System.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
En este capitulo se presentan los resultados de los experimentos realizado en el
proyecto de tesis, y se presentan en dos etapas: la primera contempla el analisis
fisicoquimico del agua residual empleada en la experimentacion, asi como de la
tolerancia de vitroplantas de Typha spp. a dichas aguas residuales, y la cuantificacion
de plomo y cadmio (metales detectados en dichas aguas residuales). Como segunda
etapa se evalud la capacidad de las vitroplantas en la remocion de plomo y cadmio de
soluciones sintéticas. En ambas condiciones se evaluo el efecto del acido citrico en la
fitoextracion de plomo y cadmio, y se determinaron como parametros fitotoxicos el

indice de crecimiento y la concentracion de clorofila.

4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de agua residual de las 3 etapas de
tratamiento

Por lo cual es posible que la concentracion traza de Cd detectada en las aguas
residuales se deba a la liberacion del metal por las actividades antropogénicas
previamente mencionadas o a la lixiviacion de suelos fertilizados por escorrentia que
finalmente se mezcla con las aguas residuales urbanas. La descripcion de cada

parametro fisicoquimico analizado se presenta en el anexo 1.

Por altimo, de acuerdo con los resultados obtenidos del analisis fisicoquimico y en
comparacion con los criterios ecoldgicos establecidos con las normas oficiales
mexicanas, internaciones y extranjeras vigentes, se considera que el agua residual
que se trata y se libera de la PTAR cuenta en su mayoria, con condiciones ideales
para ser liberada al medio ambiente. Sin embargo, dado que estas aguas son
mezcladas con aguas superficiales que abastecen de agua potable a la poblacién de
Ciudad Valles, S.L.P., es importante monitorear constantemente la concentracion de
contaminantes en diferentes épocas del afio, dado que la composicion puede variar

dependiendo de las actividades antropogénicas que se realizan en la region.
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4.2 Efecto fitotoxico de plantulas de Typha spp. expuestas a aguas residuales

estériles y aguas residuales crudas

4.2.1 Establecimiento del cultivo in vitro de Typha spp.

Para evaluar la tolerancia de las Typha spp. a las aguas residuales, primero se
establecio el cultivo in vitro de esta especie vegetal a través del cultivo de semillas,
siguiendo el protocolo de Moctezuma-Granados (2017). Para la desinfeccion de
semillas se empled fungicida Captan al 1% y bactericin al 5%. Se ha reportado que
dichos agentes son muy eficientes para la desinfeccion de explantes provenientes de
campo (Pichereaux et al., 2016). De igual forma se empled hipoclorito de sodio
(NaClO) que es efectivo para desinfeccion de explantes de especies de cactaceas,
herbaceas y plantas acuaticas (de la Rosa-Carrillo et al., 2012), Se us6 AgNO3 al 0.5%
y etanol al 70%, debido a que son agentes germicidas y desinfectantes (Sanchez-
Saldafa y Saenz, 2005). Ademas, se ha demostrado que el etanol puede destruir la
membrana celular y desnaturalizar las proteinas de las bacterias, interfiriendo en Gltima

instancia en el metabolismo y produciendo la lisis celular (McDonell y Russell, 1999).

El sistema de tejido de cultivo vegetal ha sido utilizado para estudiar bajo condiciones
controladas la remocion de Cd, Mn y Pb por Typha latifolia y T. domingensis
(Moctezuma-granados, 2017; Ponce-Alonso, 2017; Moron-Hernandez, 2019; Wong-
Arguelles, 2020; Urbina-L6pez, 2021).

4.2.2 Determinacion de indice de crecimiento

Con la finalidad de determinar la tolerancia de las plantulas de Typha spp. a aguas
residuales crudas, se disefiaron dos condiciones experimentales para exponer las
vitroplantas: a) aguas residuales estériles y b) aguas crudas. La condicion del agua
residual estéril se propuso para eliminar la presencia de patégenos en los tubos de
cultivo, y para poder determinar asi, solo el efecto de los agentes quimicos presentes

en el agua cruda sobre la adaptacion de las plantulas de Typha spp.

Las vitroplantas de Typha spp. utilizadas contaban con un tamafio promedio de 15 cm
al inicio del experimento, se midi6 la longitud inicial de su tallo y raiz, y se expusieron

a aguas residuales de las tres fases de la PTAR, a una temperatura y fotoperiodo (24°C
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y 16/8 hrs de luz / oscuridad) por un mes. Posterior al tratamiento, se midio la longitud
final de los tallos y las raices. Con los valores de las longitudes iniciales y finales se

determind el indice de crecimiento.

Estos resultados sugieren que las plantas de Typha spp. podrian tolerar la exposicion

a aguas residuales, sin mostrar efectos nocivos en su crecimiento.

4.2.3 Determinacion de clorofila

El objetivo de realizar el presente experimento fue evaluar el dafio que las aguas
residuales causan a nivel fisiolégico, es decir en concentraciéon de clorofila, sobre las
vitroplantas de Typha spp. Los pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b) se extrajeron
del tejido vegetal con acetona al 100% a través de maceracion. El contenido de los

pigmentos se cuantifico utilizando un espectrofotometro UV-visible.

Se observé que las aguas residuales crudas ejercieron un dafio significativo sobre el
contenido de clorofilas de las plantulas. Se obtuvieron mejores resultados con agua

residual cruda que agua residual estéril.

4.3 Efecto del acido citrico en latoleranciay fitotoxicidad de Typha spp. en aguas
residuales

Una vez que se determind la tolerancia de las vitroplantas en las AR’s se realizd
nuevamente un experimento de tolerancia ante las mismas, pero en esta ocasion
Gnicamente se utilizaron AR crudas y se adicioné como agente quimico el acido citrico
(AC), para determinar si este ultimo tenia un efecto en el incremento de la tolerancia
de las plantulas de Typha spp. Es importante mencionar que, en la literatura existe
Gnicamente un trabajo donde evallan el efecto del AC sobre plantas expuestas a
aguas residuales crudas. Unos de los aportes del presente trabajo es enriquecer el

conocimiento cientifico con los resultados novedosos aqui presentados.

4.3.1 Determinacioén de indice de crecimiento
El AC no produce efectos significativos en el crecimiento del tallo de plantulas
expuestas a las diferentes AR. Aunque tampoco inhibe su crecimiento, dado que

permite que las plantas mantengan su creciendo.
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4.3.2 Determinacion de clorofila en Typha spp. expuesta a aguas residuales con
adicion de acido citrico
De acuerdo con los resultados que se presentan, se puede considerar que el AC

mejord la concentracion de los pigmentos en plantulas expuestas a aguas residuales.

El analisis de la tolerancia de las vitroplantas ante los diferentes tipos de aguas
residuales demostro que Typha spp. es tolerante a diferentes condiciones de estrés, y
puede mostrar un patron de crecimiento normal en diferentes condiciones ambientales.
En donde se demostré que la adicion de acido citrico mejoro la apariencia fisica de las
plantas y la tolerancia a las aguas residuales como se observo con el IC y el contenido

de clorofila.

Es importante mencionar que, el AC es un sustrato del ciclo de Krebs, por lo cual se
puede considerar que el aumento en el contenido de clorofila en plantas expuestas a
AR con AC se debi6 al incremento en el metabolismo de la planta, es decir, la via del
ciclo de Krebs se vio mejorada por una adicion exdgena del sustrato AC. Estudios
muestran que hay un aumento en la actividad fotosintética en las plantas a las que se
aplica AC (Magbool et al. 2018).

4.4 Fitoextraccion de Pb y Cd por vitroplantas de Typha spp.

Debido a que se detectaron concentraciones de metales pesados (Pb y Cd) en el
analisis fisicoquimico de las AR se decidi6 exponer plantulas de Typha spp. ante
mezclas de diferentes concentraciones de Pb?*y Cd?* con la finalidad de evaluar la
capacidad de las vitroplantas en la remocion de dichos metales, y determinar el efecto
fitotéxico que los metales ejercen sobre las plantulas bajo condiciones controladas en

presencia y ausencia del acido citrico.

4.4.1 Cuantificacién de Pb y Cd en tallo y raiz de vitroplantas de Typha spp.
Se evaluo la capacidad de extraccion de Pb y Cd por Typha, mediante su exposicion
a soluciones de mezcla (Pb + Cd) y su cuantificacion a nivel de raiz y tallo. La

concentracion de Cd disminuyé conforme aumenté la concentracion de metales en las
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soluciones. Hubo una concentracién significativamente mayor de Pb en tallo que de

Cd. Lo que indica que Typha spp. absorbio y translocé mas Pb que Cd.

Dichos resultados son relevantes dado que se favorecio la acumulacion de los metales
en el tejido aéreo que a nivel de raiz. Los resultados obtenidos en el presente trabajo

indican que Pb fue mayormente captado en tallo y raiz que el Cd.

4.4.2 Cuantificacion de Pb y Cd en el medio de desarrollo de vitroplantas de
Typha spp.

Para complementar los resultados de la capacidad de fitoextraccion de las plantulas,
se tomaron de la solucién contenido Pb y Cd. Se cuantificd la concentracién de metales

remante en la solucién, es decir, la concentracion que no fue absorbida.

Los resultados anteriores indican que el porcentaje de remocién de las vitroplantas se
redujo cuando fueron expuestas a altas concentraciones de metales. Ademas, el

plomo se removié mas que el cadmio.

4.4.3 Determinacién de indice de crecimiento
Bajas concentraciones de Pb y Cd promueven un mayor crecimiento de vitroplantas,

en contraste, altas concentraciones de Pb y Cd reducen su crecimiento.

Typha spp. puede absorber mayores concentraciones de Pb y de Cd a
concentraciones bajas que a concentraciones altas tanto en sus tallos como en sus
raices. Estos resultados se pueden deber a que las plantas absorbieron los metales
como cualquier microelemento esencial ya que eran concentraciones minimas, sin
embargo, a concentraciones altas las plantas detectaron la toxicidad y desequilibrio
iénico, por lo que mostraron una disminucién en su respuesta metabdlica limitando la

absorcion de los metales.

Los resultados también indican que hubo una concentracion significativamente mayor
de Pb que de Cd en tallo y raiz, es decir, Typha spp. absorbio y translocé mas Pb que
Cd.

Los resultados también demuestran que Typha spp. presentd un mayor porcentaje de

remocién de Pb y Cd cuando se expuso a soluciones con bajas concentraciones de
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metales. El porcentaje de remocion disminuia significativamente al aumentar la

concentracion de metales en la solucion.

En el andlisis realizado para determinar toxicidad de los metales sobre las vitroplantas
de Typha spp. se observé que bajas concentraciones de Pb y Cd promueven un mayor

crecimiento de vitroplantas y altas concentraciones de Pb y Cd lo reducen.

4.5 Fitoextraccion de Pb y Cd por vitroplantas de Typha spp. con adicion de acido
citrico

4.5.1 Cuantificacién de Pb y Cd acumulado en tejido vegetal de Typha con
adicion de 4cido citrico

Se observa que el Pb y el Cd sin adicién de AC mostraron una tendencia, en la que la
concentracion de dichos metales en tallo y raiz disminuyé conforme aumenté la
concentracion de metales en la solucion. adicionar AC a las soluciones con metales,
las vitroplantas no acumularon Pb en tallo en ningun tratamiento. Estos resultados
indican que la absorcion de plomo por Typha spp. fue limitada cuando se adicion6 AC

al medio.

Para el Cd, las concentraciones significativamente mas altas en tallo se encontraron
en vitroplantas expuestas a la solucién con menores concentraciones de metales. Las
concentraciones de Cd en tallo y raiz disminuyeron significativamente cuando se
aumento la concentracion de metales en la solucién. Al adicionar AC a las soluciones
con metales, la concentracion de Cd en la raiz aumenté significativamente, respecto a
las vitroplantas a las que no se adicion6 AC. Los resultados anteriores indican que el
AC mejora significativamente la absorcion de cadmio en las raices de Typha spp. pero

inhibe la absorcién de plomo.
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4.5.2 Determinacion de clorofila en Typha spp. expuesta a metales con adicidn
de acido citrico

Para evaluar el efecto de AC en la toxicidad de Typha ante Pb y Cd se realiz6 la
determinacion de pigmentos fotosintéticos como clorofila a, clorofila b y clorofila total
en plantulas de Typha spp. expuestas a diferentes soluciones de Pb y Cd en mezcla
en presencia uy ausencia de AC. Plantulas expuestas a Pb y Cd sin AC el contenido
de clorofila a, clorofila b y clorofila total se reduce conforme aumenta la concentraciéon
de los metales, demostrandose que hay una reduccion significativa en plantulas

expuestas a las concentraciones mas altas de metales respecto al control.

Para las plantulas expuestas a metales con adicion de AC, se observa que el contenido
de clorofilas aumenta conforme aumenta la concentracién de metales. Los resultados
de nuestro trabajo indican que el AC puede revertir el dafio fitotdxico ocasionado por

metales y mejorar el contenido de clorofila en las plantas.

Los resultados que se presentan en este trabajo indican que el AC mejora
significativamente la absorcion de cadmio en las raices de Typha spp. Ademas, los
rasgos fisiologicos fueron mejorados por la adicién exdégena de AC. Por ello, se cree

que se vio reducida la concentracion de Pb y Cd con la adicién de AC.
El acido citrico puede revertir el dafio fitotoxico ocasionado por metales y mejorar el

contenido de clorofila en las plantas.
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