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. RESUMEN

La fitoextraccion, es una tecnologia bioldgica utilizada para la restauracion de los
suelos contaminados con metales pesados mediante el uso de especies de un grupo
de plantas denominadas como “plantas hiperacumuladoras”. En este estudio la especie
empleada para la fitoextraccion fue el girasol ornamental (Helianthus annus L.),
utilizando las variedades “Sunbright” y “Alpaccino”. Para potencializar eficientemente la
tecnologia de fitoextraccién propuesta se utilizaron las dosis de 2 ml L™, 4 ml L™, 6 ml
L™ de &cidos falvicos comerciales como agentes quelatantes y un testigo absoluto al
cual solo se le aplico agua. Otras variables evaluadas fueron el peso fresco y peso
seco de la planta y la acumulacion de los metales en los Organos vegetales. El
requerimiento minimo de contaminacion marcado para la restauracion del suelo, segun
la NORMA Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, es si esta sobrepasa
los 37 mg kg™ de Cd y 400 mg kg™ de Pb en el suelo. El suelo agricola contaminado
proviene del municipio de Tlahuelilpan, Hidalgo, perteneciente al distrito de riego 03
(DR03), el méas antiguo del mundo. El analisis de una muestra compuesta del suelo,
mediante espectrofotometria de absorcion atomica con flama demostré que este suelo
contenia 184.9426 mg kg™ de Zn, 38.76 mg kg™ de Cd y 0.85 mg kg™ plomo.

El suelo se coloc6 dentro de macetas de polietiieno de 5 kilogramos bajo
condiciones de invernadero. Los resultados de estas pruebas, demuestran que puede
removerse del suelo hasta 830.30 mg kg™ de zinc, 17.8 mg kg™ de cadmio y 98 mg kg™
de plomo como los valores mas altos para la variedad “Sunbright”; sin embargo, para la
variedad “Alpaccino” los valores que mas sobresalieron fueron 1464.70 mg kg™ de zinc,
12 mg kg™ de cadmio y 353.33 mg kg™ de plomo. Se concluye que los &cidos fllvicos
comerciales, de forma general, potencializan la fitoextraccion de zinc, cadmio y plomo
del suelo contaminado, en funcién del tiempo; mientras que de forma particular, 2 ml L™
de &cido fllvico comercial para fitoextraer zinc y 4 ml L™ de &cido fllvico comercial para
fitoextraer Cd y Pb, lo efectuaron.

Palabras clave: Fitoextraccion de suelos, Helianthus annus L., &cidos fulvicos, metales

pesados.



ll. INTRODUCCION

El término de metal pesado refiere a cualquier elemento quimico metalico que
tenga una relativa alta densidad y sea toxico o venenoso en concentraciones incluso
muy bajas. Los ejemplos de metales pesados o algunos metaloides, incluyen el
mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr), talio (Tl), y plomo (Pb), entre
otros (Lucho et al., 2005a).

De los mas de 90 elementos que existen naturalmente, 53 son considerados
metales pesados. La contaminacién del ambiente por metales pesados se torna una
amenaza tanto para el hombre como para la biosfera, impidiendo el desarrollo de la
agricultura y perjudicando a los ecosistemas (Benavides et al., 2005).

Actualmente la contaminacién de suelos por metales pesados esta siendo
considerada uno de los problemas ambientales mas serios principalmente en areas
gue tienen una gran actividad antropica. Las principales fuentes antropicas de
contaminacion de suelos por metales pesados lo constituyen: fertilizantes, pesticidas,
aguas de riego contaminada, combustion de carbon y aceite, gases emitidos por
vehiculos de combustién interna, incineracién de residuos urbanos e industriales,

mineria y fundiciones (Amaral et al., 1992).

Las tecnologias tradicionales para la recuperacion de suelos contaminados con
elementos potencialmente téxicos (EPTSs) utilizan métodos de ingenieria y tratamientos
guimicos. Los métodos de ingenieria consideran la excavacion y los rellenos sanitarios,
lavado del suelo, tratamientos térmicos y eléctricos. Los tratamientos quimicos incluyen
la adicion de fosfatos, sustancias altamente adsorbentes (zeolitas, aminosilicatos, etc.),
encalado y agentes guelatantes (Gadd, 1993). Estas alternativas tienen limitaciones
econdmicas y de riesgo (Vangronsveld y Cunningham, 1998). Las tecnologias
biologicas involucran el uso de microorganismos y plantas para remover, contener o
retener contaminantes ambientales sin causar dafio (Cunningham y Lee, 1995). Las
tecnologias biolégicas se han utilizado para el tratamiento de varios tipos de

contaminantes del suelo y del agua, como: hidrocarburos, plaguicidas, sustancias



radiactivas y otro tipo de contaminantes organicos; sin embargo, su uso en la
remediacion de suelos contaminados con EPTs, como son los metales pesados y

metaloides, es de reciente aplicacion (Bollag y Bollag, 1995).

Dentro de las técnicas biolégicas encontramos la biorremediacion apareciendo
como una técnica alternativa efectiva y de bajo costo en el intento de mitigar y reducir
la contaminacion de compuestos organicos e inorganicos, recurriendo a sistemas
biologicos, tales como plantas, hongos, enzimas, y bacterias que sustituyan a las
actuales estrategias de enmienda de suelo y agua (Rao et al., 1996; Garbisu y Alkorta,
1997; Chaney et al.,, 1999). Dentro de la biorremediacibn encontramos a la
fitorremediacion (el prefijo fito-significa planta) es una estrategia que se utiliza en la

remediacion de suelos contaminados (Chaney, 1997)

En la fitorremediacién aparece la fitoextraccion en donde la concentracién del
contaminante en el suelo disminuye por la marcada extraccion de la planta. Esta
tecnologia se basa en la particularidad de que algunas plantas poseen mecanismos
para absorber, translocar y tolerar cantidades significantes del contaminante que para
otras especies serian téxicas. Por esta razon, estas plantas pueden sobrevivir en
ambientes fuertemente contaminados, donde otras plantas sin estos mecanismos
moririan (Cunningham y Lee 1995). Algunas plantas solamente no son capaces de
tolerar elevadas concentraciones de metales pesados, sino que tienen la capacidad de
hiperacumularlos. Alrededor de 400 especies de plantas se encuentran descritas como
hiperacumuladoras de metales pesados, siendo definidas como plantas que pueden
acumular mas de 0.1% de su peso seco de Ni, Co y Pb, mas de 1% de Zn y 0,001% de
su peso seco de Cd (Baker y R.R. Brooks, 1989). Las plantas ideales para ser usadas
en la fitorremediacion deben presentar: a) rapido crecimiento y desarrollo, b) elevada
produccion de biomasa, c) sistema radical bien desarrollado, d) ser de facil cultivo, e)
tolerar y acumular elevadas concentraciones de metales pesados en su parte aérea
(Yang X, et al., 2005).

Asimismo, muchas de las estrategias de la biorremediaciéon son competitivas en
términos de costo y eficiencia sobre un sitio contaminado (Semple et al., 2001). El

término se utiliza para describir una variedad de sistemas que utilizan organismos vivos



(plantas, bacterias, hongos, etc.) para degradar, transformar o remover compuestos
organicos toxicos a productos metabdlicos inocuos 0 menos toxicos. Esta estrategia
biologica depende de la actividad catabdlica de los organismos y por consiguiente de
su capacidad para utilizar los contaminantes como fuente de alimento y energia (Van
Deuren et al., 1997).

Los acidos fulvicos tienen bajo peso molecular, alto contenido de oxigeno, pero
bajo contenido de carbon; contienen mas grupos funcionales de naturaleza &cida,
particularmente carboxilos (COOH). La acidez total es de 900 a 1400 meq/100g y
considerablemente mas altos que los acidos humicos (400 a 870 meq/1009)
(Stevenson, 1982).

Otra importante diferencia es que, el oxigeno de los acidos fulvicos puede ser
considerado de gran manera, como grupos funcionales (-COOH, OH. C= O), unidos a
cadenas alifaticas y ciclos aroméaticos. El girasol (Helianthus annus L.) es una especie
gue absorbe los metales pesados en mayor cantidad acumuladndose mas en sus raices
gue en sus brotes si se cosecha la biomasa entera de la planta, por lo que se considera
una planta hiperacumuladora favorable en la fitoextraccion de Cd, Zn, Pb y elementos
radioactivos (Christie et al., 2004; Reeves, 2003; Davies et al., 2002; Cabrera et al.,
1999; Kumar et al., 1995).



OBJETIVO.

Determinar la capacidad de extraccion de zinc, cadmio y plomo de dos variedades de
girasol ornamental (Helianthus annus L.), tratadas con sustancias fulvicas de

leonardita.

HIPOTESIS.

Los acidos falvicos de leonardita y el girasol ornamental (Helianthus annus L.), tienen
efectos positivos en la extraccion de zinc, cadmio y plomo de un suelo agricola

contaminado.



ll. REVISION DE LITERATURA

Contaminacion del suelo

Un suelo contaminado es aquel donde se encuentran presentes uno o mas
materiales peligrosos y/o residuos de indole tal que pueden construir un riesgo para el
ambiente y la salud humana (Medina et al., 2001).

La contaminacion antropica del suelo aparece cuando una sustancia esta
presente a concentracion superior a sus niveles naturales y tiene un impacto negativo
en alguno o todos los constituyentes del mismo. Los niveles promedio de concentracion
de metales pesados y metaloides en el suelo se anotan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Contenido de metales y metaloides en suelos.

Contenido Contenidos en Limites de
Elemento promedio suelos ricos en el acuerdo a la
(mg kg™)? elemento ° NOM-147°
Cd 0.097 20-800 37
Pb 37-42 >1% 400
Zn <3-709 >1%

®He et al. 2005.
® Por contaminacion o por efecto del material madre de donde se formo el suelo.
°NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004. Los valores anotados son para uso agricola.

Efecto de los contaminantes del suelo

El suelo se puede degradar al acumularse en €l sustancias a unos niveles tales
gue repercuten negativamente su comportamiento. Los efectos desfavorables son
(Porta et al., 1994):
1. Destruccion del poder de autodepuracion bioldégica normales, al superarse la
capacidad de aceptacion del suelo.
2. Disminucion en el crecimiento normal de los microorganismos del suelo, o bien
alteracion de su diversidad.
3. Disminucion del rendimiento de los cultivos con posibles cambios en la composicion

de los productos con riesgo para la salud de los consumidores.



4. Contaminacion de las aguas superficiales y freéaticas por procesos de transferencia.
5. Disminucion de las funciones de soporte de actividades de esparcimiento. Los
espacios contaminados presentan problemas de salubridad para los usuarios.
Remediacion de Suelos Contaminados

La recuperacion de suelos contaminados con metales pesados es uno de los
problemas mas dificiles de las tecnologias de descontaminacion. La restauracion
ambiental se puede llevar a cabo por diversas estrategias que suponen eliminar los
contaminantes, o estabilizarlos en el suelo. Las técnicas mas drasticas se basan en
procesos fisicos o fisico-quimicos. Estos métodos son muy radicales y caros, precisan
de equipos y personal especializado y s6lo son adecuados para la descontaminacion
de areas pequefias. Ademas, estos métodos eliminan la actividad biolégica del suelo
tratado y afectan negativamente a su estructura fisica (Bernal, 1997).
Tratamientos Fisico-Quimicos

Este tipo de tratamientos, aprovecha las propiedades fisicas y/o quimicas de los
contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o contener la
contaminacion. Las tecnologias fisicoquimicas incluyen tres estrategias béasicas de
accion sobre el contaminante: destruccion, extraccion e inmovilizacion. Entre las
principales ventajas de los tratamientos fisicoquimicos, se encuentran: a) efectivos en
cuanto a costos; b) pueden realizarse en periodos cortos; c) el equipo es accesible y no
se necesita de mucha energia ni ingenieria. Algunas desventajas de estos tratamientos
son: a) los residuos generados por técnicas de separacion deben tratarse o disponerse,
lo que incrementa costos y necesidad de permisos; b) los fluidos de extraccion pueden
aumentar la movilidad de los contaminantes, lo que implica la necesidad de sistemas
de recuperacion (Volke y Velazco, 2002).
Remediacion electrocinética

Durante la aplicacién de una corriente eléctrica, se crea un campo eléctrico entre
los electrodos, en donde las sustancias solubles (contaminantes) tienden a migrar
hacia uno de los electrodos, en funcién de sus cargas, polaridad y movilidad (Ko et al.,
2000).



Inundacion o lavado del Suelo

La inundacion del suelo (Solil flushing) también conocida como lavado del suelo
(Soil washing) (US EPA, 1996) consiste en inundar el suelo contaminado con una
solucién acuosa, llevando los contaminantes hasta unos sistemas de extraccion que
permiten el paso de la solucion de lavado; esto junto las propiedades de ciertos aditivos
(que pueden contaminar el agua subterranea) puede limitar la eficacia general del
proceso (US EPA, 1997).

Extraccién quimica

La extraccion quimica no destruye los contaminantes, sino que los separa de
suelos, lodos y sedimentos, para asi reducir el volumen del material a tratar. La
tecnologia utiliza un quimico de extracciébn y difiere del lavado de suelos que
generalmente utiliza agua o agua con aditivos. Durante el proceso, el agente de
extraccibn se bombea continuamente fuera del tanque de mezclado. Cuando se
completa la extraccion el suelo se trasfiere a un sistema en el cual se enjuaga con agua
para eliminar los metales y el &cido de esta manera los metales se encuentran en una
forma potencialmente conveniente para su recuperacion (Van Deuren et al., 1997).
Vitrificacién (fusion de suelos)

La vitrificacion es un proceso de solidificacién /estabilizacién, ya que convierte
los residuos a formas estructuralmente mas estables, con un potencial reducido para la
migracion de contaminantes al medio ambiente. (Becerril y Navarrete, 1993).
Tratamientos biolégicos (Biorremediacion)

La biorremediacién de un suelo implica su descontaminacion por via biologica.
En el caso de sitios contaminados con metales, los microorganismos pueden modificar
su movilidad en el ambiente a través de cambios en sus caracteristicas fisicas y
guimicas (Lovley y Coates, 1997).

Este tipo de tratamientos son: a) efectivos en cuanto a costos; b) tecnologias
mas benéficas para el ambiente; c) los contaminantes generalmente son destruidos; d)
se requiere un minimo 0 ningun tratamiento posterior. Sin embargo, entre sus
desventajas destacan: a) mayores tiempos de tratamiento; b) es necesario verificar la
toxicidad de intermediarios y/o productos; ¢) no pueden emplearse si el tipo de suelo no

favorece el crecimiento microbiano (Volke y Velazco, 2002)



Biorremediacion microbiana

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes
y tolerantes a los metales, se caracterizan por poseer mecanismos de detoxificacion
codificados genéticamente, e inducidos por la presencia de un metal. Son de particular
interés como captores de metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden
extraer los contaminantes de una matriz contaminada. Con base en estos mecanismos,
las estrategias bioldgicas para la remociébn o inmovilizacion de contaminantes
inorgédnicos presentes en una matriz como el suelo, pueden dividirse en: biosorcion,
biomineralizacion, biolixiviacion, biotransformacion y quimiosorcion (Volesky y Holan,
1995).

Biosorcion (inmovilizacién microbiana de metales)

La biosorcion es la separacion pasiva de metales y metaloides por interacciones
con material biolégico vivo o muerto (Barkay y Schaeger, 2001). Implica mecanismos
fisicos-quimicos por los que las especies metélicas son absorbidas y/o acomplejadas
en biomasa o productos microbianos (Gadd, 2000).

Biomineralizacion

La biomineralizacion o precipitacidon microbiana es la formacion de precipitados
metalicos insolubles por interacciones con productos del metabolismo microbiano. La
biomineralizacion de metales y metaloides en forma de minerales de azufre, hidroxido,
fosfato y carbonato, tiene aplicaciones potenciales para la biorremediacion (Barkay y
Schaefer, 2001).Ciertos microorganismos anaerobios, durante su respiracion, reducen
formas metalicas oxidadas altamente solubles a formas elementales (reducidas),
insolubles, dando como resultado la detoxificacion y precipitacién (Barkay y Schaefer,
2001; Lovley y Coates 1997).

Biolixiviaciéon (movilizacion microbiana de metales)

Es utilizada para la extraccion de metales a partir de minerales y/o concentrados
gue los contienen. La recuperacion a partir de minerales de azufre o de hierro, se basa
en la actividad de bacterias quimiolitotréficas que oxidan hierro y azufre (hierro- y sulfa-
oxidantes, respectivamente), Thiobacillus ferrooxidans, T. thiooxidans y Leptospirillum
ferrooxidans, las cuales convierten sulfuros metalicos insolubles (SO) a sulfatos

solubles y acido sulfurico (Bosecker, 2001). Esta disolucion hace que los metales



puedan recuperarse facilmente de ambientes contaminados y suelos superficiales,
usando estrategias de remediacion de bombeo-tratamiento (Lovley y Coates, 1997).
Biotransformacion

Para reducir la respuesta toxica de una sustancia en un organismo hay que
disminuir la cantidad de sustancia en forma activa (toxica) y el tiempo de permanencia
de la misma en el sitio de accién, incrementando la polaridad ya que ello aumenta la
difusibilidad del tdéxico y por tanto puede incrementar la velocidad de excrecion.
Ademas, muchas sustancias tdxicas que ven incrementada su polaridad se convierten
en sustratos accesibles para posteriores reacciones de detoxificacion, reacciones que,
por otra parte, no serian posibles de no incrementar la polaridad. Con frecuencia pues,
se trata de convertir un xenobidtico (compuestos cuya estructura quimica en la
naturaleza es poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos sintetizados
por el hombre en el laboratorio) no polar en un compuesto soluble en agua. Estas
reacciones se agrupan en dos conjuntos denominados Biotransformacion Fase | y
Biotransformacion Fase |I:
Fase |. Biotransforma los xenobidticos convirtiéndolos en substratos de los enzimas de
la Fase Il, al mismo tiempo que los hace mas hidrofilos.
Fase Il. Agrega un grupo polar de tamafio relativamente grande a los productos de las
reacciones de la Fase |, o a los xenobidticos originales que contienen los grupos
funcionales apropiados para ser substratos de las reacciones de conjugacion (Navarro
A. et al., 2007).
Fitorremediacion

El término fitorremediacién se refiere a una tecnologia que utiliza plantas vivas y
los microorganismos asociados a su rizosfera para la remediacion in situ y ex situ de
suelos, lodos, sedimentos y agua contaminados a través de la remocion, degradacion o
estabilizacién de los contaminantes. La principal motivacién para el desarrollo de este
tipo de tecnologia es el gran potencial para la remediacion de sitios contaminados a

bajo costo.

La fitorremediacion es aplicada a suelos contaminados con elementos o
compuestos inorganicos, incluye, basicamente, tres mecanismos: La fitoextraccion o

fitoacumulacion, la fitoestabilizacion y la fitovolatilizacion (Chaney et al., 1997)
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Fitoestabilizacion

Proceso que involucra la retencion de contaminantes en el suelo. En donde la
estabilizacion no reduce la cantidad del contaminante en el sitio, sino que disminuye la
disponibilidad y, principalmente, reduce los riesgos ambientales y de salud humana. La
disponibilidad del contaminante se abate a niveles aceptables por secuestracion o
sorcion (adsorcion) de los contaminantes en la matriz del suelo (Cunningham y Lee,
1995).

Fitovolatilizacion

Se produce a medida que los arboles y otras plantas en crecimiento absorben
agua junto con contaminantes organicos. Algunos de los contaminantes pueden llegar
hasta las hojas y evaporarse en la atmdésfera. Los alamos, por ejemplo, evaporan el

90% de los contaminantes que absorben (Raskin et al., 1997).
Fitoextraccion

Todas las plantas poseen un potencial para absorber una amplia variedad de
metales del suelo pero la mayor parte de las plantas tienden solamente a absorber los
gue son esenciales para su supervivencia y su desarrollo. Existe una notable excepcién
de esta regla de un pequeiio grupo de plantas que pueden tolerar, absorber y
translocar altos niveles de ciertos metales, estas plantas reciben el nombre de
hiperacumuladoras Cuya capacidad para acumular concentraciones de metales es de
10 a 500 veces mayores que otras especies, alcanzando de 1 a 5% del peso seco de la
planta, los cuales son utilizados ampliamente para la fitoextraccién de metales pesados
(Chen et al.,, 2001). Hasta la actualidad, se han identificado aproximadamente 400
especies hiperacumuladoras, distribuidas entre 45 familias, lo que representa sélo un
0,2% de las angiospermas (Baker et al., 2000; McGrath y Zhao, 2003 (Cuadro 2)). No
obstante, la lista sigue creciendo con citas recientes, como la del helecho Pteris vittata,
gue hiperacumula arsénico (Ma et al., 2001), o la de Alyssum bracteatum
hiperacumuladora del niquel (Ghaderian et al., 2007).
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Cuadro 2. Umbrales de concentracion de metal en planta utilizados como criterio de

hiperacumulacion, y niamero de taxones y familias de plantas hiperacumuladoras.

Metal Criterio (% en peso N° taxones N° familias

seco de hoja)

Cadmio >0.01 1 1
Cobalto >0.1 28 11
Cobre >0.1 37 15
Plomo >0.1 14 6
Manganeso >1.0 9 5
Niquel >0.1 317 37
Zinc >1.0 11 5

Para mejorar el proceso de fitoextraccion, la biodisponibilidad del contaminante hacia
las raices puede facilitarse a través de la adicibn de agentes acidificantes, de

fertilizantes o quelatantes (Prasat y Freitas, 2003).
Agentes quelatantes

Ciertos agentes quelatantes sintéticos, facilitan la disponibilidad de iones
metalicos para el crecimiento de las plantas y durante largo tiempo se han empleado,
para colocar disponibles los metales pesados a las plantas. Asi, el EDTA
(acidoetilendiaminotetracético), fue efectivo porque facilité la fitoextraccion de cadmio
(Cd), cobre (Cu), niquel (Ni), plomo (Pb), y zinc (Zn) a la adicién de 10 mmol kg™ de
EDTA a un suelo contaminado con 1200 mg de Pb por kg™ de suelo, lo que resulté con
una acumulacion de 1.6% en tallos de B. juncea. EI EDTA fue efectivo cuando se aplico
algunos dias antes de cosechar las plantas (Blaylock et al., 1997). Sin embargo, estos
agentes quelatantes (EDTA, DTPA, etc.), son costosos Yy dificil su adquisicion, por lo

gue se hace necesaria la busqueda de alternativas econdmicas y ecolégicamente
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factibles, para colocar los metales pesados disponibles a las plantas y asi estar en
posibilidades de remediar los suelos contaminados con estos materiales.
Los Acidos Fulvicos

Los acidos fulvicos (AF) incrementan la capacidad de intercambio catidnico

(CIC) del suelo (hasta 700 meq 100 g de substancia), estimulan el desarrollo radicular,
a nivel foliar aumentan la permeabilidad de la membrana celular facilitando la absorcion
de nutrimentos siendo agentes naturales quelatantes de metales cationicos, por lo que
son utilizados para la nutricion mineral de los cultivos debido a la accion acomplejante
gue ejercen sus grupos funcionales carboxilicos (COOH) e hidroxilicos (OH) (Molina,
2003).
Son de color amarillo claro a café-amarillento, de bajo peso molecular (de 170 a 2000
Kda), alto contenido de oxigeno (48 por ciento), pero bajo contenido de carbdn (45 %);
contienen mas grupos funcionales de naturaleza acida, particularmente carboxilos. La
acidez total es de 900 a 1400 meq 100g™ y considerablemente mas altos que los
acidos himicos (400 a 870 meq 100g™) (Stevenson, 1982).

Los AF se distinguen de los acidos humicos (AH) por su coloracibn mas clara,
por el contenido relativamente bajo en carbono (menos del 55 por ciento) y por su
buena solubilidad en agua, alcohol, alcalis y acidos minerales. Pertenecen al grupo de
los acidos hidroxicarboxilicos y en la hidrélisis &cida forman substancias reductoras
(Meléndez, 2003).

Tienen efecto en la disponibilidad de metales en el suelo y aceleran la eficiencia
de la fitoextraccion. Ademas, no tiene efectos negativos como los quelatos sintéticos,
como el EDTA ya que disminuyen seriamente el crecimiento de la planta, sin embargo,
es un mayor esfuerzo el obtener estos en cantidades suficientes para utilizarlos en la

fitorremediacion (Evangelou et al., 2004)
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IV. MATERIALES Y METODOS

El estudio consto de cinco etapas:

1. Ubicacion, muestreo y recoleccion de la zona de estudio
Establecimiento del experimento
Manejo y colecta o cosecha de las plantas

Analisis y cuantificaciébn de Zn, Cdy Pb en los tejidos vegetales

a r wnN

Analisis estadistico
Etapa 1 (Del 18 de abril al 11 de mayo del 2010)

En México, una zona en el Estado de Hidalgo que presenta una mayor
contaminacion antropogénica se encuentra en el Valle del Mezquital el cual se localiza
en la parte sureste de los limites del estado de Hidalgo, a 50 km al noreste de la
Ciudad de México (Figura 1) con una altitud entre 1700 y 2100 msnm entre los 19°30’
de latitud norte y 99° 08’ de longitud oeste; en el esta localizado el Distrito de Riego 03
(DRO03). Las aguas residuales estan compuestas por un 43% de aguas industriales y de
un 57% de aguas domésticas. (Figura 2) y segun estudios realizados, estas aguas
presentan altas concentraciones de detergentes, grasas, aceites y metales trazas que
inciden sobres los suelos. Por esta razén el DR0O3 posee a nivel mundial la mayor
superficie con mas tiempo de irrigacién debido a las zonas de influencia (de 20 a 99
afnos) (CNA y BGS, 1995) (Figura 3).

Sin embargo, se hace notar que las aguas residuales que se utilizan cumplen
generalmente con los limites permisibles establecidos por la NOM-001-SEMARNAT-
1996 (Cuadro 3) (Méndez, 1982; CNAy BGS, 1995).
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Figura 1. El Valle de Mezquital al norte de la ciudad de México

Cuadro 3. Concentraciones de referencia totales (CRy) por tipo de uso de suelo
establecidos por la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004.

Contaminante Uso agricola/residencial/comercial (mg/kg)
Cadmio 37
Plomo 400

Nota: a. En caso de que se presenten diversos usos del suelo en un sitio, debe
considerarse el uso que predomine. b. Cuando en los programas de ordenamiento
ecoldgico y de desarrollo urbano no estén establecidos los usos del suelo, se usara el

valor residencial.
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Figura 2. Mapa del sistema de irrigacion

en el Valle del Mezquital, México.

Figura 3. Areas de influencia directa
sobre el DRO3
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Figura 4. Fotografia del rancho donde se realizé el muestreo
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El muestreo se realiz6 en un predio (Figura 4) perteneciente al municipio de
Tlahuelilpan (Figura 5) con base en la norma la NORMA Oficial Mexicana NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004. EIl 16 de abril del 2010 se determinaron el numero de muestras por
ha y como ejemplo de la determinacion de numero de muestras en una parcela (Figura 6)
tenemos una superficie de 5-90-94.165 has y de acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 (Cuadro 4) para este sitio se realizaron 19 muestras.
Realizandose para cada parcela los muestreos correspondientes.
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Figura 6. Terreno del Rancho Las Palmas.

El 18 de abril del 2010 se realizé el muestreo de tipo zig-zag, en donde cada punto de
muestreo se realizé a una profundidad del suelo de 30 cm y a cada 10 m de distancia,
colectando dos kgs de suelo utilizando como herramienta una pala y una barreta de
acero inoxidable, empaquetando los kilogramos de suelo por separado en bolsas de
polietileno. Todas las muestras se etiquetaron y empaquetaron en costales obteniendo
un total de 430 kgs trasladandose a la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), donde se secO y mezclé. De todo este suelo el 4 de mayo del 2010 se
tomaron 2 kilogramos de esta muestra compuesta para realizar su analisis el 11 de

mayo del 2010 en el laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Ciencias
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Quimicas en la Universidad Autbnoma de Coahuila (Cuadro 5) y a la par en el

laboratorio Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V. (Cuadro 6).

Cuadro 4. Numero de muestras por Ha segun la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004

Superficie del sitio que se supone NUmero minimo de
Contaminado (Hectareas) puntos de muestreo
De A
0.1 0.19 6
0.2 0.29 7
0.3 0.39 8
0.4 0.49 9
0.5 0.69 10
0.7 0.99 11
1 1.99 12
2 2.99 14
3 3.99 16
4 4.99 18
5 5.99 19
6 6.99 20
7 7.99 21
8 8.99 22
9 10.99 23
11 11.99 24
12 13.99 25
14 15.99 26
16 17.99 27
18 19.99 28
20 21.99 29
22 24.99 30
25 27.99 31
28 29.99 32
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Cuadro 5. Resultados del andlisis por el laboratorio de quimica analitica de la facultad
de ciencias quimicas de la Universidad Auténoma de Coahuila

Elemento Zn mg/Kg Cd mg/Kg Pb mg/kg

e ., 184.9426 38.7613 0.8505
Cuantificacion

Cuadro 6. Resultados del analisis por el laboratorio Intertek Testing Services de
México, S.A. de C.V.

Elemento Zn mg/kg Cd mg/Kg Pb mg/Kg

Cuantificacion 3.164 32.19

Etapa 2 (13 al 18 de mayo del 2010)

Como material biol6gico se emplearon plantas de girasol ornamental (Helianthus
annus L.) de dos variedades “Alpaccino” y “Sunbright” ambas producidas por la
empresa SAKATA Seeds. El experimento fue establecido dentro de un invernadero
perteneciente al Departamento de Ciencias del Suelo, dentro de las instalaciones de la
UAAAN, Buenavista, Saltillo, Coahuila (25° 22' Latitud Norte, 101° 00" Longitud Oeste)
con una altitud de 1760 msnm (Figura 7). El clima de la region es BWhw (x) (e): muy
seco, semicdlido, con invierno fresco, extremoso, con lluvias en verano y precipitacion

invernal superior al 10% de la total anual.

21



Figura 7. Ubicacion del invernadero Figura 8. Establecimiento de las macetas

El 13 de mayo del 2010 se ubicaron 80 macetas de polietileno rigido color negro con
capacidad de 5 kgs acomodadas en 8 columnas y 10 filas colocando por dentro de la
base en cada maceta un cuadro de 30 x 30 cms de papel de estraza con el objetivo de
evitar la lixiviacion del suelo. El disefio experimental empleado fue el de bloques al azar
con arreglo factorial.

Después las semillas fueron sembradas el 14 de mayo del 2010 utilizando el
suelo agricola contaminado como sustrato. Realizando al dia siguiente la primera
aplicacién de los acidos falvicos. Cada aplicaciéon de &cidos fulvicos consistié en
mezclar la concentracién de 2, 4 o 6 ml L™ de agua y un testigo absoluto para cada
variedad. De esta mezcla se aplicaron 100 ml a cada unidad experimental, cada 15
dias, realizando tres aplicaciones durante todo el experimento (Figura 8), (Figura 9),
(Figura 10) y (Figura 11).Los &cidos fulvicos fueron un producto comercial (de la
empresa GBMG) extraidos de leonardita (Figura 12). El 18 de mayo del 2010 se aplic
una solucion nutritiva, la cual consisti6 en mezclar en un litro de agua 20 grs de NKS
(12-00-45), 15 grs de sulfato de potasio (0-0-50) y 10 grs. de MAP como fuente de
fertilizantes aplicandose 100 ml de la solucion por cada unidad experimental.
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Figura 9. Unidad experimental después Figura 10. Unidad experimental después
de la aplicacion de los acidos fulvicos de la aplicacion de los &cidos fulvicos

Figura 11. Unidad experimental después Figura 12. Acido falvico de la empresa
de la aplicacion de los acidos fulvicos CBMG

Etapa 3 (Del 01 de junio al 27 de noviembre del 2010)

Las variables evaluadas fueron la longitud de la raiz, el peso fresco y el peso
seco de la raiz, tallo, hoja y flor. El primero de junio se realizé la primera cosecha de las

plantas. Estas fueron determinadas para cada variedad (“Sunbright” y “Alpaccino”)
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durante 15 dias después de la siembra en donde la variedad “Alpaccino” tuvo un
desarrollo precoz en comparacion a la variedad “Sunbright”, realizando 3 cosechas de
plantas en total para cada variedad. Las cosechas consistieron primero en llenar tres
cuartas partes de una tina de acero inoxidable de 40 Its de capacidad, extraer
cuidadosamente la planta entera con el cepellon de la maceta, sumergiéndola dentro
de la tina de acero inoxidable, lavando toda la raiz eliminando el exceso del suelo.
Posteriormente se llenaron 10 Its de agua de una cubeta plastica de 20 Its de
capacidad para trasladar las plantas al laboratorio.

En el laboratorio de fertilidad de suelos del departamento de Ciencias del Suelo
se lavo cuidadosamente con agua bidestilada la raiz de la planta eliminando impurezas
para posteriormente sumergirlas en una solucion liquida de vinagre de manzana para
tomarle su fotografia correspondiente. También fueron separados la raiz, hojas, tallos y
capitulo para registrar su peso en fresco, etiquetando correctamente con el nombre del
organo vegetal (raiz, tallo, hoja y flor), repeticibn de la muestra, concentracion del
tratamiento (2, 4 o 6 ml L™ de agua o testigo absoluto) y el nombre de la variedad del
girasol (“Sunbright” o “Alpaccino”), en bolsas de papel de estraza, colocando cada una
de estas estructuras dentro de las bolsas de papel de estraza, introduciéndolas durante
24 hrs en una estufa de secado a una temperatura constante de 48° C. Después de
esto se registro el peso seco de cada una. Una vez secas, las muestras vegetales se
molieron en un mortero de porcelana y en un procesador de alimentos, ya molidas las
muestras vegetales se realiz6 el proceso de tamizado en donde se selecciond la
fraccion cuyo tamano fuera menor de 500 um. Disponiéndose en bolsas de polietileno,
etiguetdndolas individualmente, para ser trasladadas al Laboratorio de Quimica
Analitica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Coahuila

y realizar su cuantificacion y analisis de Zn, Cd y Pb.

Etapa 4 (Del 13 de agosto al 6 de diciembre)

Esta etapa se realizo en el Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de
Ciencias Quimicas en la Universidad Auténoma de Coahuila. La etapa consistié en la
digestién de las diferentes muestras que se obtuvieron en la etapa 3, asi como la

cuantificacion de Zn, Cd y Pb en las mismas.
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El proceso de digestion se realizd6 con el método Oficial de la AOAC 975.03
modificado y consistié de los siguientes pasos:

1.- Pesar 0.5 g de muestra en crisoles previamente tarados.

2.- Llevar a la mufla los crisoles a 500 °C durante 2 horas.

3.- Una vez frios los crisoles, se le afiadié 2 ml de HNO3; 8M

4.- Los crisoles se llevan hasta sequedad en una parrilla de calentamiento.

5.- Una vez eliminado el exceso de HNOg, se llevan los crisoles nuevamente a la

mufla a 500 °C durante 1 hora.

6.- Una vez que se enfriaron los crisoles se les afiadio 5 ml de HCI 6M.

7.- Por udltimo se filtran y se aforan a 50 ml con agua desionizada
Una vez digerida la muestra, se lleva a su lectura en un Espectrofotometro de
Absorcién Atémica (EAAF) marca Varian modelo AA240FS. Para realizar las lecturas
con el EAAF se realizé previamente una curva de calibrado con 5 estandares a partir

de un estandar certificado de 1000 mg L™

Etapa 5 (Del 19 de enero 25 de junio)

Siendo los factores variedades con dos niveles, acido falvico con cuatro niveles
de concentracion, peso fresco y peso seco de la planta. Cada nivel de concentracion
tuvo 10 repeticiones produciendo un total de 80 unidades experimentales. La unidad
experimental fue una planta por maceta para una distribucion de los tratamientos

completamente al azar.
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V. RESULTADOS

La acumulacion de metales pesados fue distinta, al igual el efecto de las
concentraciones de los acidos fulvicos entre las variedades. En donde fue necesario
mostrar este componente de respuesta diferencial se realiz6 una particion de los datos

de tal forma que se construyeron graficas de respuesta para cada variedad.

Raiz

Peso fresco

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Este
resultado se considera adecuado considerando que las plantas mostraron diferencias
en la cantidad de metales acumulados en los tejidos.
Peso seco

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Este
resultado se considera adecuado considerando que las plantas mostraron diferencias
en la cantidad de metales acumulados en los tejidos.
Contenido de Zinc

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Zn en la raiz
(Figura 13). Se encontré que en la variedad para flor de corte “Sunbright”, al aplicar el
tratamiento de 2 ml L™ de &cido fllvico, rebasé en 41.88 % al testigo absoluto. En
cambio en la variedad para flor de maceta “Alpaccino”, al adicionar 2 y 6 ml L™ de los
acidos falvicos y el testigo absoluto, los valores de Zn en este tejido, fueron similares;
pero, con la adicién de 4 ml L™ el valor disminuyé en comparacién a donde se aplicaron

los otros tratamientos (Figura 13).
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Figura 13. Contenido de zinc en la raiz de girasol ornamental, de flor de corte
“Sunbright” y para flor maceta “Alpaccino”, con la adicién de acidos fulvicos de
Leonardita en un suelo contaminado.

Contenido de Cadmio

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta distinta entre variedades que
indica la habilidad de las plantas para absorber y acumular Cd en la raiz (Figura 14).
Se encontrdé que en la variedad para flor de corte “Sunbright”, con la aplicacion del
tratamiento de 4 ml L™ de &cidos fllvicos, se determina que con éste se sobrepasé en
198.33 % de absorcion de Cd al testigo absoluto. En la variedad asignada para flor de
maceta “Alpaccino”, se obtuvo 118.18 % méas de Cd cuando se agregaron 2 ml L™ de

acidos fulvicos en comparacion al testigo absoluto (Figura 14).
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Figura 14. Contenido de cadmio en la raiz de girasol ornamental, de flor de corte
“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
Contenido de Plomo.

El andlisis de varianza indico que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Pb en la raiz
(Figura 15). Los tratamientos, presentaron efecto altamente significativo en el contenido
de plomo en la raiz del girasol ornamental. Ademas, se encontré que en la variedad de
flor de corte “Sunbright”, conforme aument6 la dosis de los compuestos humicos,
disminuyeron los valores, pero, con el tratamiento de 2 ml L™ de los &cidos fllvicos, se
super6 al testigo absoluto en 98 %. En lo que respecta a la variedad de flor de maceta
“Alpaccino”, con el tratamiento de 4 ml L™ se sobrepaso al testigo absoluto en 435.71
% (Figura 15).

28



350

300 |

250

200 |

150

Pb (mgkg)

100

0 2 = 6 0 2 B 6

Flor de corte "Sunbright” Flor de maceta Var."Al paccino
Tratamiento

Figura 15. Contenido de plomo en la raiz de girasol ornamental, de flor de corte
“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.

Tallo.
Peso fresco

En el peso fresco no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos. Este resultado se considera adecuado considerando que las plantas
mostraron diferencias en la cantidad de metales acumulados en los tejidos.

Peso seco

En el peso seco encontramos diferencia significativa del girasol ornamental por
variedades. Graficamente, se encontr6 que en la variedad para flor de corte
“Sunbright”, al aplicar el tratamiento de 2 ml L™ de &cido fllvico, rebasé en 52.62 % al
testigo absoluto. En la variedad para flor de maceta “Alpaccino’, al adicionar 2 ml L™ de
los acidos fulvicos supero en un 14 % al testigo absoluto; pero, con la adicién de 4 ml L
! el valor disminuyé en comparacion a donde se aplicaron los otros tratamientos (Figura
16).
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Figura 16. Contenido de peso seco del tallo del girasol ornamental, en la flor de
corte “Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicién de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
Contenido de Zinc

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Zn en tallo (Figura
17). En cuanto a los tratamientos no efectuaron efecto significativo; sin embargo,
graficamente si la hay, ya que al agregar el tratamiento de 4 ml L™ de &cido falvico a la
variedad “Sunbright” de girasol ornamental, aventajo en 83.33 % al testigo absoluto.
Aqui, con 2 ml L™ se presentd el valor de 500 mg/kg™; a la adicién de 4 ml.L™* aument6
casi hasta 600 mg/kg™ y con la dosis mayor de las substancias himicas, disminuye
considerablemente. En la variedad de flor de maceta “Alpaccino”, conforme aumento la
cantidad del compuesto humico, la cuantia de Zn en este organo, disminuy6; asi, al

aplicar 2 ml L™ de agua, se superd en 65 % al testigo absoluto (Figura 17).
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Figura 17. Contenido de zinc en el tallo de girasol ornamental, de flor de corte

“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.

Contenido de Cadmio

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta diferencial entre variedades que

indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Cd en el tallo

(Figura 18). En la variedad “Sunbright”, de forma gréfica al agregar 4 ml L™ de &cidos

fulvicos si, porque super6 en 340 % al tratamiento en donde sélo se aplicé agua. En la

variedad “Alpaccino”, empleada como flor para maceta, hay efecto altamente

significativo de los tratamientos; aqui, cuando se adicionaron 2 ml L™ de los &cidos

fulvicos se superé al testigo absoluto en 194.87 % (Figura 18).
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Figura 18. Contenido de cadmio en el tallo de girasol ornamental, de flor de
corte “Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
Contenido de Plomo

El andlisis de varianza indico que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Pb en el tallo
(Figura 19). En el contenido de Pb en el tallo del girasol, hay efecto significativo de los
tratamientos; aqui, en la variedad de flor de corte “Sunbright”, conforme aumento la
dosis de las substancias humicas, disminuyeron los valores del contenido del metal
pesado; es decir, con el tratamiento de 2 ml L™ se adelanté en 156.52 % al testigo
absoluto. En la variedad de flor de maceta “Alpaccino”, se descubrié que con la adicién
de este tratamiento, hay 1106 % mayor cantidad que en el testigo absoluto (Figura 19).
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Figura 19. Contenido de plomo en el tallo de girasol ornamental, de flor de corte
“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
Hoja
Peso fresco

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Este
resultado se considera adecuado considerando que las plantas mostraron diferencias
en la cantidad de metales acumulados en los tejidos.

Peso seco

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Este

resultado se considera adecuado considerando que las plantas mostraron diferencias

en la cantidad de metales acumulados en los tejidos.
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Contenido de Zinc

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta diferencial entre variedades que
indica la distinta habilidad de las plantas para absorber y acumular Zn en la hoja
(Figura 20). Se encontr6 que en la flor de corte, hay una relaciéon directamente
proporcional, ya que al aumentar la dosis de los acidos falvicos, aumenta también el
contenido de Zn y todo lo contrario sucede en la flor empleada para maceta. De forma
particular, en la flor de corte “Sunbright”, al aplicar 6 ml L™ del &cido fllvico superé en
57.14 por ciento al testigo absoluto. Y para la variedad de flor de maceta “Alpaccino”
descubrimos que al agregar 2 ml L™ de &cido falvico, superé en 77.77 % al tratamiento

en donde soélo se aplicd agua (Figura 20).
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Figura 20. Contenido de zinc en la hoja de girasol ornamental, de flor de corte
“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
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Contenido de Cadmio

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontrd una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Cd en la hoja
(Figura 21). Aunado a esto, se pone de manifiesto que en la variedad “Sunbright”, como
flor de corte, se presenté que al adicionar 4 ml por L™ del &cido falvico, rebasé en 100
% a la hoja del girasol donde solo se aplico agua. Y en cuanto a la variedad “Alpaccino”
de flor de maceta, donde se agrego el testigo absoluto, se supero a los tratamientos en
donde se aplicaron los acidos fulvicos.

De forma general, se puede establecer que la variedad para maceta, supero
ampliamente a la variedad para flor de corte, en la cantidad de Cd acumulado en la

hoja del girasol (Figura 21).

20

18

16

14 |

12+

Cd (mg/kg)
=

Var: Sb Var: AP
Tratamiento

Figura 21. Contenido de cadmio en la hoja de girasol ornamental, de flor de
corte “Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
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Contenido de Plomo

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontrd una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Pb en la hoja
(Figura 22). Localizandose que en la variedad para flor de corte “Sunbright”, con el
tratamiento de 2 ml L™ de los acidos fllvicos se aventajé en 84.84 % al testigo
absoluto; sin embargo, en la variedad para flor de maceta “Alpaccino”, se sobrepaso en

227.9 % en la absorcion de Pb al testigo absoluto (Figura 22).
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Figura 22. Contenido de plomo en la hoja de girasol ornamental, de flor de corte
“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
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Flor
Peso fresco

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Este
resultado se considera adecuado considerando que las plantas mostraron diferencias
en la cantidad de metales acumulados en los tejidos.

Peso seco

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Este

resultado se considera adecuado considerando que las plantas mostraron diferencias

en la cantidad de metales acumulados en los tejidos.
Contenido de Zinc

El andlisis de varianza indicé que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontrd una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Zn en la flor. Sin
embargo, graficamente si se observan cambios. Asi, en la variedad de flor de corte
“Sunbright”, se presenté que al adicionar 2 ml L™ del &cido fllvico, se aventaj6 en 41.37
% a donde se agrego el testigo absoluto. Aqui, se puede observar que conforme
aumento la dosis del acido fulvico, la cantidad de Zn en el capitulo disminuyé. En la
variedad de flor de maceta “Alpaccino”, al aplicar 2 ml L™ del acido fllvico se aventajé
en un 264.51 % de mg de Zn por kg™ de biomasa al tratamiento en donde sélo se

aplico agua (Figura 23).
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Figura 23. Contenido de zinc en la flor de girasol ornamental, de flor de corte
“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.

Contenido de Cadmio

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se encontrd una respuesta diferencial entre variedades que
indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Zn en el capitulo
(Figura 24). En la variedad de flor de corte “Sunbright”, se encontré que al adicionar el
tratamiento de 2 ml L™ de &cido fllvico, se aventajé en 1170.66 % al testigo absoluto y
para la variedad de flor de maceta “Alpaccino”, se encontré que con el tratamiento de 2
ml L™ de &cido fulvico, en el capitulo, fue la mayor absorcién de Cd porque adelanté

190 % mg de Cd kg™ de biomasa al testigo absoluto, (Figura 24).
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Figura 24. Contenido de cadmio en la flor de girasol ornamental, de flor de corte

“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado
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Contenido de Plomo

El andlisis de varianza indic6 que no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos. Sin embargo, se encontré una respuesta diferencial entre variedades que

indica la diferente habilidad de las plantas para absorber y acumular Zn la flor (Figura

25). Asi, en la variedad de flor de corte “Sunbright”’, se presentd que al aplicar el

tratamiento de 2 ml L de &cidos fllvicos, indica una superior absorcién del metal

pesado, ya que con este tratamiento se aventajo en 1117 % al testigo absoluto.

Mientras tanto, en la variedad de flor de maceta “Alpaccino”, se encontré que la adicion

de 4 ml L de los acidos fulvicos, resultd ser el mas sobresaliente en la absorcién de

Pb, ya que superd en 110.52 % mas que el testigo absoluto (Figura 25).
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Figura 25. Contenido de plomo en la flor de girasol ornamental, de flor de corte

“Sunbright” y para flor de maceta “Alpaccino”, con la adicion de acidos fulvicos de

Leonardita en un suelo contaminado.
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VI. DISCUSION

Cronologicamente ha habido varios estudios sobre el impacto de la

contaminacion por la irrigacion con aguas residuales, provenientes de la ciudad de
México y areas conurbadas a suelos agricolas del Valle del Mezquital, Hidalgo,
pertenecientes al Distrito de Riego 03 (DR03).
En el area mencionada Siebe (1995) registré incrementos lineares en concentraciones
de metales pesados a través del tiempo; de esta manera, después de 90 afios de
irrigacion las concentraciones individuales de los suelos de los campos fueron de tres a
seis veces mas que aquellos suelos mas profundos. Siebe (1994) identifica a los suelos
vertisoles como mas profundos y ricos en arcilla, pueden retener mas agua que los
leptosoles y de esta manera retienen mas agua. Como resultado, también reciben mas
metales y fosforo. Sin embargo, sus grandes contenidos de arcilla y material organico
(después de 90 afios de irrigacion) permiten absorber los contaminantes mas
facilmente (Siebe y Fischer, 1996). Siebe y Fischer (1996) mencionan también, que el
monitoreo de la contaminacion del suelo por metales pesados en la irrigacion del
Distrito de Riego 03, debe llevarse a cabo con el fin de controlar la transferencia futura
de metales a la cadena alimenticia. Precisamente no sabemos que es lo que extiende
la adicion de los metales a el suelo del Valle del Mezquital que son disponibles para las
plantas, o que sabemos es que las cantidades son efectivamente muy pequefas
siendo facilmente mas extraibles (Siebe, 1995).

De esta manera Siebe y Cifuentes (1995) encontraron entre abril y octubre de
1990 en Vertisoles del DRO3 contenidos promedios de metales pesados de 0.40 mg L*
de zZn, 0.11 mg L de Pb y 0.005 mg L* de Cd documentando sales solubles,
substancias tensoactivas y metales pesados, incrementando sus concentraciones en
los suelos de sitios irrigados con aguas residuales. En este mismo sentido (BGS y CNA
1995), describen el potencial de estos contaminantes para moverse radialmente y
afectar el suministro publico. Sin embargo, McGrath et al., (1995) indican la tolerancia
limite existente para los contenidos metalicos en los suelos por ejemplo en los suelos
de la Unién Europea (Zn: 150-300 mg kg™, Pb: 500-300, y Cd: 50-140 mg kg™). Cinco

afios después (J.K. Friedel et al., 2000), reportaron en un suelo tipo vertisol del DR0O3,
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con 80 afios de irrigacion con efluentes de aguas residuales sin tratamiento de la
ciudad de México, concentraciones de 291 pg g* de Zn, 76 pg g* de Pby 1.80 pg g™
de Cd. En el siguiente afio Ortega et al., (2001), estudio el efecto de un suelo tipo
vertisol con 90 afios de irrigacién en el Valle del Mezquital de México 191.1 mg kg™ de
Zny 46.5 mg kg™ de Pb. En acuerdo con (SEMARNAP 2002), los cuales reportan que
la region arroja los valores mas altos de contaminantes organicos y toxicos pero
también es de las mas productivas.

Después Herre et al. (2004) encontraron en un suelo vertisol perteneciente al
DRO3 una concentracién de 8.3 pg kg™ de Cd en relacién con 0.45 mg g™ de carbén
organico disuelto presente en el suelo. Mas tarde (Ortega et al., 2007), encontraron 280
mg kg™ de Zn, 87.5 mg kg™ de Pb y 2 mg kg™ de Cd de una muestra de 0 a 30 cm de
profundidad de un suelo vertisol del Valle del Mezquital irrigados durante 95 afios de
aguas residuales. En el presente trabajo de acuerdo al andlisis de una muestra
compuesta de un suelo agricola tipo vertisol del municipio de Tlahuelilpan, Hidalgo,
México perteneciente al DRO3 e irrigado con aguas residuales se detectaron 184.94 mg
kg* Zn, 38.76 mg kg™ Cd y 0.85 mg kg™ Pb.

Si es bien sabido la concentracion de metales pesados quedan retenidos en
estos suelos, siendo absorbidos por los cultivos, asi como lo reportan (Siebe y
Cifuentes 1995) quienes suponen contenidos de Pb y Cd en maiz (Zea mays) y alfalfa
(Medicago sativa), alcanzando niveles inaceptables después de 120 afios de irrigacion.
Corroborando ésta suposicién (Mejia Barron et al., 1990), encontraron concentraciones
en maiz (Zea mays) de 112 mg kg™ de Zn, 15.6 mg kg™ de Pb y 2.9 mg kg™ de Cd. Por
otro lado en corteza de maguey (Agave salmiana) so6lo encontraron bajas
concentraciones de Cd (0.03 mg kg™?), pero un poco mas altas en raices de habas
(Vicia faba L.) 0.68 mg kg™* Cd. Esto es indicativo de que en esta &rea, los suelos
presentan una mayor capacidad de retencion para el Cd facilmente disponible para los
cultivos. Esta capacidad de retencion puede estar asociada a la elevada capacidad de
intercambio cati6nico que muestran estos tipos de suelo (54.41 mol kg™) y sus
caracteristicas de textura arcillo-arenosa (Lucho et al., 2005).

Sin embargo Prieto Garcia et al. (2007) en cultivos de suelos pertenecientes al

DRO3, que son irrigados con aguas residuales encontré < 0.0052 mg kg™ de Cd en la
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pulpa y en la corteza del nopal, 6.5707 mg kg™ de Pb en la pulpa del nopal y 7.1746 mg
kg™ de Pb en la corteza del nopal. También encontré concentraciones de < 0.0052 mg
kg' de Cd en la pulpa y corteza de maguey (Agave salmiana), mientras que para Pb
los valores encontrados en la pulpa y en la corteza del maguey (Agave salmiana),
fueron 16.4306 mg kg™

Los acidos fulvicos por naturaleza, contienen alta acidez total, dominada
principalmente por grupos funcionales carboxilos (-COOH™); a causa de esto, poseen
la facilidad de adsorber y/o quelatar cationes (Schnitzer, 2000), por lo que (Smith et al.,
2003), menciona que un agente quelatante es un compuesto quimico capaz de fijar o
secuestrar iones metalicos formando compuestos estables llamados quelatos; pero el
agente quelatante es un acido organico sintético de alto peso molecular. Por lo anterior,
Jensen et al. (2010) en un trabajo donde investigan la capacidad de substancias
hamicas (SH) y el EDTA, para movilizar metales pesados como el Cd, Cu, Ni, Pb y Zn,
encontraron que las SH son mas efectivas en la extraccion de los metales
mencionados; ademéas Volke S. T. y Velasco T. J. (2002), también estan de acuerdo
con lo anterior y ademas, mencionan que a diferencia del uso del EDTA las SH ayudan
en la germinacion y crecimiento de las plantas, aparte de ser amigables con el medio
ambiente. Borggaarda et al. (2010) establecen que al aplicar SH de un lixiviado de
estiércol de bovino, en un suelo calcéreo, se puede extraer Pb pero no Cd.

En Europa y Estados Unidos de América, frecuentemente se emplean agentes
guelatantes sintéticos como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para remediar
suelos contaminados con metales pesados; sin embargo, estos compuestos son de alto
costo y a veces no garantizan su eficacia para la fitorremediacion.

Segun Baker y Brooks (1989) documentaron que las plantas hiperacumuladoras
pueden acumular hasta 100 mg.kg™ de Cd, en peso seco y (Brooks et al., 1977), define
una planta hiperacumuladora de plomo, como aquella capaz de almacenar en su tejido
seco hasta 1000 mg kg™ del metal. Después (Baker y Brooks, 1989) consideran
acumuladoras de Pb a especies vegetales que concentran mas de 1000 mg de plomo
kg™ de materia seca. También (Brooks et al., 1998), encontré que Thlaspi rotundifolium,
almacené hasta 8 200 mg kg™ de plomo en hojas y raices, definiéndola como una

especie hiperacumuladora. En la presente investigacion la mayor acumulacion de Pb
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encontrada en Helianthus annus L., fue en la variedad “Alpaccino”, con la aplicacion de
4 ml L™ de &cidos falvicos y su acumulacién fue de 353.33 mg kg™ de peso seco.

Asi, los metales pesados inhiben la germinacion de semillas, por ejemplo (Xiong
1997), estudio el efecto del plomo en la germinaciéon de semillas y crecimiento de
plantas de una especie hiperacumuladora Brassica pekinensis Rupr. .Los resultados
mostraron que aun con altas concentraciones de plomo (1000 pg/ml), la germinacion no
vario significativamente con respecto al control, pero la elongacion de las raices y
brotes se vio afectada, reduciendo la longitud a la mitad con respecto al control sin
plomo observando mayores efectos negativos en las raices. Se demostro que esta
especie tiene la capacidad para hiperacumular plomo en sus tejidos pero es sensible a
concentraciones de plomo mayores a 1000 pg/ml. Lo anterior no concuerda con lo
encontrado en el presente trabajo, ya que el 100% de las semillas de ambas
variedades de girasol ornamental germinaron.

Brooks et al., (1998) comentan que si se quisiera utlizar plantas
hiperacumuladoras como Thlaspi calaminare, que acumula 10 000 mg kg™ de zinc
debemos saber que en primer lugar son plantas dificiles de obtener, no sabemos si
serian capaces de aclimatarse y ademas son de muy lento crecimiento y por lo tanto el
proceso podria ser mas lento. En este caso para Helianthus annus L., en la variedad
“Alpaccino” y con la aplicacién de 2 ml L™, la acumulacién de Zn en las hojas fue de
1464.70 mg kg*. Dentro de las técnicas para remediar suelos contaminados con
metales pesados, la fitoextraccion es el uso de plantas hiperacumuladoras para
remediar suelos contaminados de metales pesados. El girasol ornamental (Helianthus
annus L.), esta dentro de éste grupo, ya que posee un sistema radicular tolerante a los
metales pesados asi (Xiong 1998), sugiere que la principal razén para que la longitud
de la raiz sea usada como una medida para determinar la capacidad de una planta
para tolerar metales, es que la raiz es mas sensible a elementos téxicos en el
ambiente, debido a que es un organo especializado en la absorcion. Por tal motivo, es
el primer organo en estar sometido a la presencia de metales contaminantes y por lo
tanto, el primero en presentar efectos toxicos. El sistema radicular de (Helianthus

annus L.), en las dos variedades no presentaron sensibilidad alguna ya que conforme
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se realizaron las cosechas de las muestras vegetales ninguna raiz presento algun
desarrollo anormal.

Bergmann y Neubert (1984), reportan concentraciones dentro de un rango
nutricional de Zn de 14 a 41 mg kg™ de peso seco. En el presente estudio, en la
variedad “Sunbright” y con la aplicacién de 6 ml L™ de &cido fulvico, encontramos la
concentracion de 1430 mg kg™

Chan y Hale (2004) mencionan que en la planta, el cadmio se acumula
preferentemente en la raiz, secuestrado en la vacuola de las células y sélo una
pequefia parte es transportada a la parte aérea de la planta concentrandose en orden
decreciente en tallos, hojas, frutos y semillas. En esta investigacion, se concuerda con
este autor, ya que de acuerdo a los andlisis realizados, la mayor concentracién de
cadmio se encontrd en las raices para ambas variedades utilizadas. Pero en cuanto al
orden de concentracion hubo comportamientos distintos, ya que en la variedad
“Sunbright” la mayor acumulacion fue en la raiz, seguido de hoja, flor y tallo. Y para la
variedad “Alpaccino” el orden fue raiz, tallo y flor, ya que en la hoja el testigo absoluto
supero a los tratamientos aplicados.

El Pb merece atencidn especial, ya que ésta omnipresente en las dos
variedades y esto esta en correspondencia con lo sefialado por (Galvao y Corey, 1987).
Aunque también se corresponde con la presencia de Pb en los suelos de la zona que
han sido evaluados en otros trabajos (Lucho et al., 2005; Garcia et al., 2001; Garcia et
al., 1990). (Antosiewicz et al. 1992) demostr6 que el contenido de plomo en varios
organos de una planta decrece en el siguiente orden:
raiz>hojas>tallo>inflorescencias>semillas. Sin embargo, el autor indica que este orden
puede variar de acuerdo a la especie de la planta. Tomando en cuenta la referencia
anterior en el presente estudio el orden de acumulacién de Pb para la variedad
“Sunbright” fue: raiz>tallo>hoja>flor y para la variedad “Alpaccino” fue:
tallo>raiz>hoja>flor. Mostrando que durante la floracion no se produce la mayor
adsorcion mineral, contradiciendo a Pineda (2004), que menciona que en el caso del
girasol (Helianthus annus L.) la maxima adsorcion de minerales desde el suelo se

produce durante la floracion.
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De forma general podemos decir que para Zn el mas alto valor de concentracion
para la variedad “Alpaccino” fue 1464.70 mg kg™, el cual fue encontrado en la hoja y
con la adicién de 2 ml L™ de los &cidos fllvicos. Para el Cd la mayor acumulacién fue
en la raiz presentando un valor de 12 mg kg™, con la adicién de 2 ml L™ de los 4cidos
fulvicos y para Pb la maxima acumulacion se encontro en el tallo presentando 353.33
mg kg, con la adicién de 4 ml L™ de los &cidos falvicos. En cuanto concentraciones
para la variedad “Sunbright” el Zn, fue encontrada en hoja con 1120 mg kg™ siendo la
aplicacion de 6 ml L™ de Acido falvico la mejor dosis. Para el Cd fue en la raiz donde
mayoritariamente se acumulé ya que el valor fue de 17.8 mg kg™ y con la adicién de 4
ml L™,

Para Pb fue en el tallo donde se encontré la mayor concentracion, 353.33 mg kg™
adicionando 4 ml L™ de los &cidos fllvicos. Con los resultados anteriores, podemos
afirmar que el girasol (Helianthus annus L.) es una especie “hiperacumuladora de
plomo”. Contrariamente a lo que encontré (Rodriguez et al., 2006), quienes cultivaron
seis especies vegetales hiperacumuladoras de Pb entre ellas al Helianthus annus L. en
macetas con suelo textura franco arenosa que se contaming artificialmente con 0, 500 y
1000 mg de Pb kg™ de suelo y con base a su investigacién, no identifico como
“hiperacumuladora de plomo” al Helianthus annus L. Sin embargo, hay dos aspectos a
considerar. El primero es que no se necesita reducir el contaminante a un valor cero en
un determinado suelo, sino reducirlo a niveles que no representen un riesgo mayor a la
salud humana y al ambiente. Estos niveles dependeran de diversos factores, entre ellos
los niveles maximos permisibles de Pb en el suelo establecidos por las legislaciones
ambientales de cada pais. El segundo es que las plantas sélo extraen el Pb
biodisponible en el suelo, que en la mayoria de los casos es minima con respecto al
contenido total de Pb (< 4 mg Pb L™ de solucién del suelo, para un suelo que contiene
2500 mg Pb kg™’; (Huang et al., 1997b). Bajo esta perspectiva, el extraer esas
cantidades podria ser altamente significativo ya que esta ultima fraccion representa la
de mayor riesgo ambiental de manera directa, ya que el contaminante tiene la
capacidad de ingresar a la cadena alimenticia via absorcion vegetal (Alloway, 1990).
Por otro lado, es evidente la necesidad de ampliar las investigaciones para el desarrollo

de esta tecnologia. Con base en estos resultados, se recomienda enfatizar los
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esfuerzos hacia la seleccion de un mayor numero de especies vegetales de alta
produccion de biomasa aunada a la alta capacidad de absorcion, traslocacion y
tolerancia de los metales pesados (como el Zn, Cd y Pb) y mayor extraccion de los
contaminantes del suelo. Otros puntos a considerar para la seleccion de especies
vegetales biorremediadoras, seran: 1) Reducir al maximo la posibilidad de un disturbio
ecoldogico por la posible introduccion de especies o genes de éstas a nuevos
ecosistemas; 2) La posibilidad de ser cultivadas y de responder a précticas
agronémicas como la fertilizacion nitrogenada, uso de quelatos y densidad poblacional
optima (Chaney et al., 2000; Kulli et al., 1999; Bennett et al., 1998) u otras técnicas.
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VIl.  CONCLUSIONES

La sustentabilidad del sistema de vida de nuestra especie se liga a los suelos. Por
desgracia, en los ultimos cientos de afios, este recurso se ha degradado rdpidamente
como consecuencia de una serie de actividades humanas derivadas de nuestro
explosivo crecimiento poblacional. Es clara la necesidad de estrategias de saneamiento
y recuperaciéon duraderos y con el adecuado balance costo-beneficio, asi como con la
consideracion de todos los componentes bioticos del sistema suelo. Aunque con mayor
costo en tiempo y posiblemente mayor costo econémico, la practica de la fitoextraccion,
la cual contempla procesos basicos a través de las plantas, promete que contribuird a
la recuperacion de suelos, sedimentos y aguas contaminadas. En el Distrito de riego 03
la disponibilidad de metales pesados, sin embargo esta incrementando con la duracién
de irrigacidn y para este estudio se encontraron concentraciones elevadas de Zn, razén
por la cual es necesario emprender acciones con el fin de restaurar tanto como sea
posible la calidad del agua de riego asi como de los suelos sobre los cuales se
siembran dichos cultivos. Para los restantes metales evaluados, se pueden considerar
bioacumulaciones de nivel bajos, sin que esto reste importancia a los indices que se
alcanzan para Cd y Pb. Aan hace falta mayor investigacion respecto a los factores que
rigen la bioacumulacion selectiva de elementos traza en los cultivos, pues aun existe
mucha controversia respecto a los mecanismos que gobiernan el paso de dichos
elementos desde un medio contaminado hacia el interior de las plantas.

Actualmente, la fitoextraccion inducida quimicamente, puede ser considerada como un
proceso de dos etapas, en la cual primeramente las plantas acumulan el metal en sus
raices y posteriormente lo translocan hasta los tallos de manera mas eficiente, como
consecuencia de la adicion de agentes quelatantes (Baker y Walker, 1990). La
existencia de plantas hiperacumuladoras de metales pesados se conoce desde
antiguo, pero la idea de -cultivarlas para extraer los contaminantes del suelo
(fitoextraccion natural) es relativamente reciente. Esta técnica presenta todavia
numerosas limitaciones que impiden realizar la descontaminacion de los suelos en
poco tiempo. Sin embargo, las investigaciones realizadas hasta el momento ya han

dado resultados prometedores. Destacan los estudios dirigidos a obtener un aumento
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de la productividad de estas especies y de su capacidad de acumulacion metalica, a
través de la seleccion y reproduccion de cultivares mejorados y de la optimizacién de
las practicas de manejo del suelo. Paralelamente, los avances realizados en el
entendimiento de las relaciones suelo-planta-microorganismos permitiran, en un futuro
préximo, modificar las condiciones en la rizosfera de las plantas hiperacumuladoras
para potenciar la absorcion y la translocacion de los metales. Las tendencias
encontradas en este estudio, permiten sefalar que las especies estudiadas presentan
potencial para ser utilizadas como fitorremediadoras en suelos contaminados por
metales pesados, en este caso con la dosis baja de los acidos falvicos de leonardita de
2 ml L™ colocaron disponibles al Zn y Pb recomendando la variedad “Alpaccino” para
su fitoextraccion y para el Cd la concentracion que realizo el efecto mas positivo en la
potencializacién de esta cualidad fue la de 4 ml L™ de &cidos fllvicos de leonardita y

con la variedad “Sunbright”.
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