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RESUMEN

El incremento en los niveles de elementos traza en suelo, ocasionado por la
actividad minera es un problema con una alta repercusién en animales, plantas y la
salud humana. Para su control se ha utilizado la fitorremediacioén, la cual es una
técnica pertinentemente ambiental para rehabilitar ecosistemas degradados; en
afios recientes se ha extendido el uso de enmiendas organicas (biosolidos) en
combinacién con especies arboéreas: fitoestabilizacion asistida. El objetivo del
trabajo fue evaluar la capacidad de Simarouba glauca para tolerar y estabilizar Ni,
Zn, Pb, Cu, Cd y As, en conjunto con la adiciéon de una enmienda de compost de
biosélidos, en suelos afectados por actividad minera. La muestra de suelo se tomd
de la comunidad de Natividad, Ixtlan de Juarez (Oaxaca). Se determinaron las
caracteristicas fisicas y quimicas en suelo y compost de biosdlidos. El experimento a
nivel invernadero consistié en un disefio de bloques al azar con 6 tratamientos
diferentes: 1 con S. glauca en suelo contaminado, 3 utilizando S. glauca en suelo
contaminado mas adicion de enmienda en concentraciones del 5, 10 y 15%; 1 con
las mismas proporciones suelo - enmienda y sin S. glauca; y 1 con S. glauca en suelo
control. Los resultados en suelo contaminado mostraron concentraciones fitotéxicas
de Zn (150-312 mg kgl) y Pb (90-558 mg kgl) y una menor actividad -
glucosidasa (0.06 pmoles de PNF/g suelo seco h) con respecto al suelo control; la
adicion de compost represent6 incrementos hasta del 25% en pH y de 9 veces la CIC,
y una disminucidn en las concentraciones solubles de Zn, Pb, Cu y As. Simarouba
glauca no mostro disminuciones significativas en clorofila y biomasa a pesar de
encontrar concentraciones de Pb >2 mg Kg-1 y concentraciones en intervalo normal
para Niy Cu (3-20 mg kgly 0.1-5 mg kg1 respectivamente) en raiz, tallo y hoja. En
conclusion, Simarouba glauca mostro6 tolerancia al Pb y translocacién de Cd de raiz a

biomasa superficial, que merecen investigarse con mayor detalle.




ABSTRACT

The increase of trace elements on soil, caused by mining, is a problem that brings
along a high impact on animals, plants and humans health. For control has been
used the phytoremediation, a pertinently environmental technique to degraded
ecosystems rehabilitation; in recent years, the use of organic amendments
(biosolids), has expanded in combining with woody species: assisted
phytostabilization. The research target was to evaluate the Simarouba glauca
capacity for tolerate and stabilize Ni, Zn, Pb, Cu, Cd and As, together with an addition
of biosolid compost amendment on damaged soils due to mining activity. The soil
sample was taken from the community of Natividad, Ixtlan de Juarez (Oaxaca). Were
determined physical and chemical characteristics in soil and biosolids compost. The
experiment on greenhouse level was made with a randomly blocks design with 6
different treatments: 1 with S.glauca on polluted soil, 3 using S. glauca on polluted
soil together with addition of amendment in concentrations about 5, 10 and 15%; 1
with equal proportions soil-amendment and without S. glauca; finally 1 with S.
glauca in control soil. The results on polluted soil showed up phytotoxic
concentrations of Zn (150-312 mg kg1) and Pb (90-558 mg kg1) and a minor (-
glucosidase activity (0.06 pmol of PNF/g dry soil h) in regard to control soil; the
compost addition showed up an increasing in 25% on pH and about nine fold the
CIC, and by the other hand, decreasing in soluble concentrations of Zn, Pb, Cu and
As. Simarouba glauca did not present significant decreasing on chlorophyll and
biomass in spite of find concentrations about Pb >2 mg Kg1 and, in a normal
interval, Ni and Cu concentrations (3-20 mg kg-1and 0.1-5 mg kg1 respectively) on
root, stem and leaf. In conclusion Simarouba glauca presents capacity for tolerance
to Pb and Cd translocation of roots to superficial biomass, that worth researching

with more detail.
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INTRODUCCION

Los elementos traza se encuentran de manera natural en los suelos a diferentes
concentraciones, determinando asi la calidad de estos. Sin embargo, la presencia de
altas concentraciones de elementos traza en los suelos procedentes de actividades
industriales y/o mineras pueden ocasionar efectos téxicos a los organismos. El
incremento de la toxicidad de elementos traza en el suelo se encuentra influenciada
por las caracteristicas fisicoquimicas del mismo como son: textura, pH,
conductividad hidraulica y capacidad de intercambio catiénico (Kiely, 1999). Para
ejemplo se observa como en suelos dcidos aumenta la disponibilidad de todos los
elementos catidnicos asi como en los suelos basicos disminuye la disponibilidad de
hierro (Adriano, 2001). Adicional a lo anterior se debe considerar que los efectos
contaminantes o tdéxicos se ven potencializados por la caracteristica estatica del

suelo, a diferencia del aire y agua.

Con respecto a la mineria, México posee tal abundancia y diversidad de yacimientos
minerales metdlicos (803 proyectos activos), que han tenido un importante papel
desde la época colonial, hasta la actualidad, ocupando los primeros lugares como
productor de oro (10°), plata (2°), bismuto (2°), cadmio (6°) y plomo (5°) (INEGI,
2011). A pesar del beneficio econémico que la actividad proporciond, con 19 mil
896 millones de dolares en el afio 2011 (SGM, 2011) tiene un impacto colateral
negativo en la contaminacion de suelos, resaltando el deterioro visual de paisajes
causado por el abandono y disposicidon inadecuada de los residuos sélidos y liquidos
con altas concentraciones de metales, desde 5 mg kg1, principalmente de arsénico,

plomo, cadmio y talio.

La extraccion de materiales pétreos genera incrementos en la concentracion de
elementos traza, que afectan negativamente la fertilidad y la capacidad
amortiguadora y biodegradadora del suelo (Becerril et al., 2007), impactando a su
vez la biodiversidad y actividad de los organismos y microorganismos presentes en
el suelo e indirectamente a la salud del hombre. Adicionalmente los residuos

generados por la extraccidn de materiales pétreos (escorias o jales) afectan el




contenido de materia organica, cambios en el pH y la capacidad de intercambio

cationico del suelo (Wong, 2003).

De manera natural, diversas poblaciones de una gran variedad de especies vegetales
son capaces de sobrevivir y colonizar suelos contaminados por elementos traza
(metalofitas), si se les da la oportunidad y el tiempo necesario. En la busqueda de
alternativas de solucidn sustentables, y con un enfoque pertinentemente ambiental
para los problemas causados al suelo por la actividad minera, se han explorado
varias técnicas in situ entre ellas la fitorremediacion, la cual se basa en el uso de
especies vegetales que tienen la propiedad de desarrollarse en presencia de metales
toxicos (Lombi et al., 2001). Dentro de las técnicas de fitorremediacién que son
utilizadas en la descontaminacién de suelos, se debe considerar si la planta
seleccionada presenta mecanismos de degradacién, asimilaciéon, metabolizacién o
capacidad para detoxificar. Para la contaminacién provocada por metales se
involucran procesos en los cuales las plantas concentran los metales en las partes
aéreas (fitoextraccion), procesos en los cuales las raices de las plantas se usan para
absorber, precipitar y concentrar los metales (rizofiltracion), y finalmente procesos
donde las plantas toleran los metales y reducen su movilidad (fitoestabilizacion).
Una manera de mejorar los procesos de fitoestabilizaciéon es mediante la adicion de
enmiendas (“abonos”) que pueden ser de origen organico o inorganico, los cuales
coadyuvan en el proceso de inmovilizacién y es conocido como fitoestabilizacién

asistida.

El uso de biosdlidos como enmienda organica para restaurar suelos contaminados,
ha mostrado disminuir los dafios ocasionados por la presencia de elementos traza,
presentando beneficios en su estabilizacién y de recuperacion de fertilidad.
Comportamiento dado por la capacidad que presentan los biosdlidos para formar

complejos e incrementar el pH.

Actualmente en el municipio de Natividad, en la Sierra Juarez de Oaxaca, la actividad
minera representa el 36.69% de la economia total en este municipio (Natividad,
2011) y solo existe un estudio que demuestra la concentracién total y la fraccion

biodisponible (extraccién con agua desionizada) de elementos traza en los primeros




20 centimetros del suelo, ademdas de reportes sobre la presencia de anomalias
superficiales en la concentracion de Arsénico, Plomo y Zinc, derivados de la
explotacion comercial de Oro, Plata y Plomo en minas de la zona (Servicio Geolégico
Mexicano, 2011). En el presente trabajo, se evalua si existe un potencial riesgo de
contaminacion en el entorno y desarrollar una vision mas amplia respecto al uso de

la fitorremediacion.

Debido a la poca investigaciéon de la vegetacidon nativa de zonas tropicales secas y
humedas, que tolera mineralizaciones superficiales, acidez y erosionabilidad; se
visualizé un gran potencial en las selvas sub-caducifolias y caducifolias debido a la
presencia de suelos como Regosol, Cambisol, Acrisol y Luvisiol. Tal vegetacion no ha
sido estudiada desde el punto de vista restaurador. Resulta pues importante
estudiar a las comunidades vegetales presentes en los mencionados suelos, para
desarrollar nuevas alternativas enfocadas a la fitorremediacién. Asimismo en la
zona de estudio y en general para la zona tropical y templada del estado de Oaxaca,
no se han descrito especies vegetales tolerantes a la presencia de elementos traza,
en comparacion con regiones aridas que presentan actividad minera como en los

estados de Chihuahua y Zacatecas, México.

Una clara observacion de las caracteristicas del sitio permitira proponer
alternativas de solucidon adecuadas, procurando que sean respetuosas con el medio
natural y dar un avance en la conversion de la actividad minera a una industria que
sea mas verde. Considerando que dichas técnicas ofrecen la rehabilitacion blanda o
de bajo impacto, comparada con los clasicos métodos fisicoquimicos y que a su vez
requieren menos inversién en infraestructura adicional. Cabe recordar que la
orografia del sitio y en general del estado es accidentada, por lo tanto resulta

importante evaluar los citados métodos.




MARCO TEORICO

2.1 SUELO

El suelo es la capa superior de la corteza terrestre, que consta de: rocas, sustancias
de origen organico, aire, agua y organismos. Tales elementos se encuentran
organizados, y sus particulas establecen relaciones de acuerdo a su tamafio, dando
lugar a la formacién de espacios vacios que se comunican entre si a través de
canales que pueden contener aire o agua. Estos espacios a su vez albergan
organismos, desde microscdpicos hasta pequefios vertebrados, ademas de partes de
organismos, como las raices de las plantas. Tal heterogeneidad deriva en el

conocimiento de cuatro funciones basicas del suelo (USDA, 2001):

e Sostener la actividad, diversidad y productividad biolégica,

e Regulary particionar el agua y flujo de solutos,

e Filtrar, drenar, inmovilizar y desintoxicar materiales organicos e inorganicos,
incluyendo desechos municipales y de la industria,

e Almacenar y posibilitar el ciclo de nutrientes y otros elementos

biogeoquimicos.

El proceso de formacién del suelo es complejo, y esta conducido por fuerzas como el
clima (humedad y temperatura), el material consolidado original, la topografia y los
organismos que lo utilizan como habitat; asimismo se clasifica como un recurso no
renovable, considerando la tasa de formacién de 1 cm por cada 100 a 400 afios
(Porta et al.,, 2003). El resultado de la interaccién de estos elementos con el tiempo,
da lugar a distintas caracteristicas, que se ordenan en estratos que varian de
acuerdo a la profundidad llamados “horizontes”. Los horizontes tienen
caracteristicas fisicoquimicas, que permiten albergan distintos organismos de
acuerdo a sus requerimientos ecoldgicos, ademas de reflejar la informacion de los
procesos que ocurrieron y ocurren en el paisaje; funcionando como “memoria de la

biosfera” (Doran y Parkin, 1994).




El suelo es un sistema abierto y dindmico, y no debe considerarse como una simple
mezcla de materiales sino como un cuerpo natural y vital para el funcionamiento de
los ecosistemas, a través del cual se producen y regulan diferentes flujos de materia
y energia, los cuales presentan una funcién reguladora importante dentro de ciclos
biogeoquimicos, que se encargan de intercambiar componentes entre la atmosfera,
hidrosfera y litosfera. Tal funcién de intercambio se efectia por procesos como la
filtracion, acumulacién, amortiguamiento y transformacién de sustancias, que de
manera conjunta o individual resultan benéficas o contaminantes; dichos procesos
son realizados en el suelo a través de mecanismos como el intercambio cationico, la
adsorcion especifica, complejacion, precipitacion, inmovilizacién por organismos del
suelo, asi como las reacciones de oxidoreduccion (McLaughlin et al., 2000), y la
actividad enzimatica. Las actividades antropogénicas al estar relacionadas con los
procesos desarrollados en el suelo han acelerado su deterioro, manifestandose a
través de la erosidn, acidificacion, pérdida de materia orgénica, salinizacién, entre
otras. Tal degradacién se produce porque se ha considerado al suelo como almacén
de todo tipo de sustancias, desde las generadas por actividad industrial hasta
residuos urbanos, y en todos los casos con pocas o nulas medidas de control. De la
misma manera la capacidad amortiguadora del suelo, se desprende de las
propiedades fisicoquimicas de las sustancias, ademas de propiedades vy
caracteristicas del suelo, y condiciones ambientales presentes en el medio (Sposito,
2008). Dependiendo de los factores que se mencionaron anteriormente, los efectos
que pueden originar los materiales acumulados en el suelo pueden variar en
intensidad, y pueden manifestarse en el corto o largo plazo. En ambos casos, llega el
momento en que el suelo supera su capacidad amortiguadora, pudiendo
desencadenar efectos sobre el ambiente y la salud; uno de los principales
contaminantes son los elementos traza; se trata de elementos quimicos que forman
parte de la materia viva en cantidades muy pequefias o traza, algunos de estos
elementos son esenciales para el crecimiento, desarrollo y salud de los organismos,
usualmente las diferencias cuantitativas entre cantidades esenciales y

metabolicamente excesivas son muy pequefias. Para algunos elementos traza se




conoce su esencialidad en procesos vitales de plantas pero su funcién bioquimica

aun no es comprendida (Kabata-Pendias y Pendias, 2001).

2.2 COMPONENTES DEL SUELO.

Con respecto a la definicién anterior que se dio sobre el suelo, y lo mencionado por
diversos autores, podemos resaltar que, se forma de 5 componentes principales: 1)
materiales minerales, 2) materia organica, 3) organismos, 4) agua y 5) aire. La
composicion aproximada de un suelo arcillo limoso en dptimas condiciones para el
crecimiento de plantas, es de 50% de espacio de poros en el cual se contiene agua y
aire con una distribucién similar, y 50% de espacio solido en el cual el 45% es
materia mineral y un 5% materia organica (Brady, 2001). Se presentan
fluctuaciones en los porcentajes de composicién, dependiendo del clima, ecologia y
demas factores naturales del sitio. Asimismo los cinco componentes se encuentran
intimamente mezclados, permitiendo ambientes ideales para la continuidad de

procesos biologicos.

Los materiales minerales del suelo son variables en tamafio y composicion, pero por
lo regular se conforman de pequefios fragmentos de roca y minerales de varios
tipos, mismos que vienen derivados de la intemperizacion de los materiales
consolidados, Porta et al., (2003) los denomina como heredados y neoformados. La
naturaleza de los minerales es bastante variable en cuanto a su tamafio, pueden ser
completamente gruesos, hasta particulas coloidales. Los minerales que podemos
encontrar son cuarzos, silicatos y 6xidos de hierro principalmente; ademas de
elementos traza; los cuales son originados por la diversidad de mineralizaciones

presentes en los suelos.

La materia organica en el suelo, es la acumulacién de los residuos de plantas y
animales (Brady, 2001), que son continuamente degradados como resultado de la
actividad microbiana, lo que la convierte en transitoria y que se renueva
constantemente por la adicién de nuevos residuos. A pesar de ocupar solo un
pequefio porcentaje (5 %) en el contenido de suelos muy ricos en materia organica,

su influencia es muy importante para la dinamica del suelo. La materia organica




representa la principal fuente de nitrégeno, fosforo y azufre en el suelo, y también
incrementan las cantidades de agua y aire presentes. Como se habia mencionado el
suelo es parte fundamental en los procesos biogeoquimicos, y la materia organica
toma un importante papel en la produccion de energia para que los
microorganismos participen en dichos procesos. La materia organica consiste
generalmente en dos grupos: a) los tejidos originales y parcialmente descompuestos

de animales y plantas, y b) el humus (Brady, 2001).

La superficie del suelo y los huecos de sus distintos horizontes sirven para alojar
organismos vivientes que se han adaptado a tales condiciones, ya sean animales o
plantas. Sus tamafios van desde los roedores a los microorganismos unicelulares
(Porta et al, 2003). Dichos componentes activos del suelo, juegan un papel

importante en la formacidon y mantenimiento de la fertilidad del suelo.

El agua presente en el suelo, ingresa y circula por los espacios disponibles hasta
ocupar total o parcialmente los poros capilares (lugar donde se encuentra
sostenida), variando en diferentes grados dependiendo de su cantidad a escala
diaria (Brady, 2001). Asimismo tiene funciones de disolvente y transporte tanto de
elementos nutritivos como contaminantes, haciendo posible su absorcion a través
de las raices (Porta et al., 2003). Tanto el agua aportada, como los minerales con
funcion bioldgica conocida disueltos en el medio, estan controlados por diversos

fendmenos fisicos.

El aire presente en el suelo, es muy diferente en comparacién al aire atmosférico;
considerando que Unicamente se encuentra en los macro poros. Asimismo presenta
un alto contenido de humedad, cantidades cercanas al 100% (Brady, 2001),
oxigeno (02) en menor proporcién a la atmosférica y contenidos de CO2 derivados
del ciclo biogeoquimico del carbono. El contenido y la composicion del aire en el
suelo estan determinados por las relaciones entre agua - aire. De manera general el
aire presente en el suelo se mueve en los macro-poros, los cuales presentan
actividad en la evacuacidn, evaporacién y secado ante las precipitaciones pluviales.

El aire en los macro-poros del suelo, es determinante para la diversidad de




microorganismos, de tal manera que se pueden encontrar organismos de

metabolismo aerobio o anaerobio.

2.3 CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS

Una valoracion efectiva de parametros que midan los desequilibrios del suelo debe
ser objetiva y debe considerar dos funciones principales: la ambiental y la
productiva. Por la complejidad que presenta medir las inestabilidades, es necesario

realizarla mediante multiples caracteristicas fisicas y quimicas.

Cuando hablamos de caracteristicas fisicas del suelo, la textura, capacidad de
retencion de agua (CRA) y densidad aparente (Bautista et al, 2004) son
normalmente propuestos para cuantificar alteraciones. Tales caracteristicas son
primordiales ya que no se pueden mejorar facilmente, y reflejan la manera en que el
suelo acepta, retiene y transfiere agua y coloides a las plantas. Asimismo dependen
de la forma y tamafio de la composicién mineralégica que lo forman, asi como del
ambiente que lo rodea. Las caracteristicas quimicas indicadoras de los procesos
evolutivos, relaciones suelo - agua, calidad del agua, capacidad amortiguadora del
suelo y disponibilidad de agua y nutrientes para los organismos presentes en el
suelo (Bautista et al.,2004 ), son: el pH, la conductividad eléctrica, la capacidad de
intercambio catiénico (CIC), materia orgdnica (MO), carbono organico (CO) y

nutrientes basicos (Nitrégeno, Fosforo, Calcio, Azufre).

En funcién tanto de las caracteristicas fisicas como quimicas de los suelos, es posible
determinar aspectos como su fertilidad. Pero también permite clasificar las
unidades del suelo desde un punto de vista litolégico, y de esta manera entender con
mayor facilidad los procesos erosivos y de intercambio catidénico, asi como la

proporcion de limo, arena o arcillas presentes.

Asimismo existen indicadores sensibles al efecto de la degradacién del suelo,
destacando ciertas enzimas edaficas que resultan mas sensibles que la MO. Efecto
dado por la catalisis enzimatica que representa un importante rol en el flujo de

materia y energia en los ecosistemas (Liu et al., 2008). Existen una variedad de




enzimas edaficas que nos indican el potencial del suelo para efectuar reacciones
especificas tal como la ureasa y la proteasa que hidrolizan el N organico para
producir N inorganico 6 la B-glucosidasa que hidroliza a las grandes cadenas de
carbohidratos, proporcionando estructuras carbdnicas esenciales y energia para el

crecimiento de los organismos heteré6trofos del suelo (Pajares-Moreno et al., 2010).

2.4 ELEMENTOS TRAZA

Los metales pesados se designan como el elemento metalico con una densidad
superior a 6 g cm3 cuando esta en forma elemental o también cuando su nimero
atémico es superior a 20, excluyendo a los alcalinos y alcalinotérreos (Cala, 1998).
El término de metal pesado es muy utilizado al hablar de contaminacién de los
diferentes medios: aire, agua y suelo; sin embargo, normalmente se incluyen
elementos téxicos y no toxicos dentro de esta categoria. Debido a la ambigiiedad con
la que puede ser tomada la definicibn de metal pesado en cuanto a temas
relacionados con la contaminacién, adoptaremos la denominacién de elemento
traza, usada en ciencias del suelo, para hacer referencia a todos los minerales
presentes en el suelo en un intervalo de concentracién de 0.01 a 100 mg kg
Cuando se trata de material vegetal, considerando que una planta tipica esta
compuesta por aproximadamente un 3% de elementos minerales, cuyas
concentraciones sirven para indicar la calidad del medio donde vive, Los elementos
traza se tratan como los elementos quimicos que forman parte de la materia en

cantidades muy pequefias (Madejon et al.,, 2002).

Existen elementos traza que los seres vivos requieren en pequefias cantidades para
completar su ciclo vital y desempefiar una funcion biolégica conocida. Dentro de
este grupo se encuentran As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Nij, Se y Zn (Bowen, 1979). La
deficiencia en alguno de estos elementos puede llegar a ser incluso letal. También
existen elementos traza esenciales o micronutrientes, que intervienen en procesos
metabolicos fundamentales como la respiracion, la fotosintesis, la fijacion y la
asimilacion de algunos macronutrientes (N y S). Ademads estan aquellos que

pertenecen a los denominados metales de transicién, que pueden activar enzimas o




ser incorporados en las metaloenzimas como sistemas de transporte de electrones
(Cu, Fe, Mn y Zn), o incluso catalizar cambios de valencia en el substrato (Cu, Co, Fe y
Mo). Algunos elementos traza (Al, Cu, Co, Mo, Mn y Zn) presentan otras funciones,
como formar parte de proteinas que estan implicadas en la resistencia al frio y el
calor en plantas. Asi como elementos que no se les conoce ninguna funcién vital
para las plantas y pueden resultar téxicos a concentraciones muy pequeias (Cd, Pb,

Tly Hg) (Kabata-Pendias y Pendias, 2001; Baker et al., 1994; Lasat, 2002).

Dentro de las caracteristicas que hacen relevantes a nivel ambiental a los elementos

traza, podemos destacar los mencionados por Facchinelli et al., (2001):

1) Caracter acumulativo ya que no son biodegradables, de tal forma, que su
concentracion no disminuye con el tiempo, a diferencia de la mayoria de los
contaminantes organicos.

2) Presencia en forma de cationes, interaccionando con algunos componentes
del suelo que, en ultima instancia, determinaran su movilidad vy
disponibilidad hasta otros componentes del ecosistema.

3) Se encuentran presentes en el suelo de forma natural, en funcién del tipo de
material original y de los procesos edafogenéticos ocurridos, por lo que se
requiere el estudio de las concentraciones normales para poder caracterizar

procesos de contaminacioén de origen humano.

La presencia de elementos traza en el suelo puede tener un origen natural (cuando
proceden de la degradaciéon de materiales consolidados), o un origen antrépico
(cuando provienen de actividades humanas contaminantes). Los principales
factores que tienen influencia en el origen natural de los elementos traza son: la
composicion del material consolidado y los procesos que tienen lugar durante la
formacién y evolucion del suelo. Asi, los elementos traza contenidos en las redes de
los minerales son liberados al suelo, como consecuencia del interperismo de las
rocas; y pueden convertirse en un peligro para los ecosistemas y la salud humana en
determinadas anomalias geoquimicas, es decir, areas con la concentracion de
elementos metalicos elevada (Davies, 1980). Sin embargo, pese al fendémeno, los

metales suelen incorporarse al suelo a bajas concentraciones.
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Los contenidos naturales de elementos traza presentes en el suelo pueden
incrementarse rapidamente debido a las actividades antropogénicas, es a través de
un monitoreo del contenido y de movimientos, que se puede identificar si los
incrementos se dan de manera puntual o difusa al igual que en la contaminacién de
agua o aire. A su vez las fuentes puntuales pueden clasificarse en estacionarias y
moviles en funcidn de la movilidad de la emision de la contaminacion. Y es asi como
consideramos a la actividad industrial, pero sobre todo a la actividad minera como
la mas importante fuente estacionaria de residuos solidos, efluentes liquidos y
emisiones gaseosas con importante contenido de elementos traza, aunque a pesar
de ser contaminacidn estacionaria no esta exenta de fen6menos como la dispersién.
Tales fendmenos de dispersion, principalmente en agua y aire, son los responsables
de tener una contaminaciéon difusa que se caracteriza por un menor aporte de
contaminantes por unidad de superficie, aunque no por esto de menor extensiéon o

magnitud.

Los elementos traza presentes en el suelo pueden encontrarse en diferentes formas
en funcion del origen, caracteristicas del material, propiedades edaficas y las
condiciones ambientales. Mclean y Bledsoe (1992) establecen 7 posibles estados: 1)
en la solucion del suelo como metal libre, formando complejos asociados a coloides
moviles; 2) en las posiciones de intercambio de los constituyentes inorganicos del
suelo; 3) adsorbidos especificamente a los constituyentes inorganicos; 4)
adsorbidos a la materia organica insoluble; 5) precipitados en forma de carbonatos,
fosfatos, hidréxidos, silicatos, aluminatos, etc. 6) en la estructura de los minerales
secundarios; 6 7) en la estructura de los minerales primarios. Los minerales de
origen natural los podemos encontrar en cualquiera de los 7 estados mencionados,
mientras que para los elementos traza introducidos a través de la actividad minera y
en general de las actividades humanas, suelen encontrarse en las cinco primeras
formas mencionadas, en funcién de la formacién y evolucion del suelo. Para los dos
casos de distribucion de elementos traza, la solucién del suelo y las reacciones de
equilibrio entre las diferentes fracciones representan los factores mas importantes

que determinan el comportamiento y la movilidad de los elementos traza.
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La concentracién de elementos traza en la solucion del suelo, estd gobernada por
una gran variedad de procesos interrelacionados, que los podemos englobar en la
formacién de complejos, reacciones de precipitacién-disoluciéon, adsorcién-
desorcién y las reacciones de oxidacion-reduccion. Reacciones que se ven
influenciadas y condicionadas por las caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de
los suelos asi, como de la presencia de determinados componentes. Asimismo se
debe considerar la presencia de compuestos metalicos en los jales, debido a
procesos de erosion, donde las reacciones de oxidacion, disolucién y adsorcion -

desorcién toman un papel importante en el aporte de metales al sitio.

Por los niveles de concentracién que presentan los suelos cercanos a la actividad
minera (= 100 mg kg1), el termino metal pesado pareciera resultar el adecuado,
pero dado que la concentracién no se encuentra completamente biodisponible, el
termino elemento traza resulta mas apropiado; considerando también que
normalmente los elementos traza que estan en mayor concentracion son el arsénico
y el aluminio, mismos que presentan importancia ecoldgica, pueden convertirse en
toxicos dependiendo de la concentraciéon y no cumplen con las caracteristicas para

definirlos como metal pesado.

2.5 FITORREMEDIACION

Dentro de las técnicas in-situ de rehabilitacion de ecosistemas se encuentra la
fitorremediacion, consistente en utilizar plantas para remover, transferir, estabilizar
y concentrar contaminantes organicos e inorganicos en suelos, sedimentos y agua.
Dentro de la fitorremediacién se aprovechan las caracteristicas descritas de la
planta para remediar los ecosistemas contaminados con una gran variedad de
compuestos (Pilon-Smits, 2005). A su vez dependiendo del uso que se dé a la planta,
se habla de distintas clasificaciones de fitorremediacion como pueden ser:

fitoestabilizacidn, fitoextraccidn, fitodegradacion 6 fitovolatilizacién (figura 1).

Dentro de las citadas clasificaciones, la fitoextraccién y la fitoestabilizacion

presentan caracteristicas mas interesantes para considerar su uso en la
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rehabilitacién de grandes extensiones de suelos contaminados por la actividad

minera (Méndez y Maier, 2008).

Fitovolatilizacion

Atmésfera
Planta Fitoacumulacidn
AR ———
‘ =N Y\
Suelo Fitoestabilizacidn / \
R
s

Nivel de agua subterranea N P

Mechanisms for (Mecanismos para

phytoremediation of metals fitorremediacién de metales)

FIGURA 1 Diagrama con los mecanismos de absorcién de metales en el proceso de fitorremediacién
(tomado y traducido de Mulligan et al., 2001)

La fitoestabilizacidn se enfoca en la formacién de una cubierta vegetal que secuestra
metales mediante procesos de inmovilizacién en la rizosfera de la planta reduciendo
su biodisponibilidad y consecuentemente disminuyendo la exposiciéon a vida
silvestre y humanos (Wong, 2003). Por otra parte, la fitoextraccion es el uso de las
plantas para remover los contaminantes, especialmente elementos traza, de suelos
contaminados. En la fitoextraccion las plantas pueden acumular y tolerar cantidades
inusualmente altas de elementos traza en los tejidos de su biomasa superficial
(plantas hiperacumuladoras), la cual es cosechada y se retira una parte del elemento

traza del suelo.

Las investigaciones con plantas llamadas hiperacumuladoras también consideran la
interaccidn que tiene la planta con los microorganismos presentes en las raices. Sin
embargo, existen aun muchas cuestiones sin resolver en relacion a la evolucién de
estas inusuales caracteristicas presentes en plantas. Por una parte, en las plantas
hiperacumuladoras se han encontrado mecanismos de absorcion y tolerancia, y por
otra la hiperacumulacién se considera como un proceso activo que parece estar

implicado en la proteccién de la planta contra patégenos y herbivoros, confiriéndole
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una posible ventaja adaptativa que aun no esta bien establecida (Behemer et al,

2005).

Las plantas pueden adoptar distintas estrategias frente a la presencia de metales en
su entorno. Unas basan su resistencia a los metales con la estrategia de exclusion del
metal, restringiendo su transporte a la parte aérea y otras mas prefieren acumular el
metal en la parte aérea en una forma no toxica para la planta. La exclusion es mas
caracteristica de especies sensibles y tolerantes a los metales, mientras que la
acumulacién es mas comun de las especies que aparecen siempre en suelos

contaminados con metales. (Barcel6 y Poschenrieder, 2003).

El mecanismo de acumulaciéon dado principalmente en plantas hiperacumuladoras,
es protegerse formando complejos metalicos menos tdéxicos con quelantes
(fitoquelatinas, acidos organicos, aminoacidos y flavonoides) y/o secuestrando los
metales desde zonas con metabolismo activo (citoplasma) hacia el interior de
vacuolas o en la pared celular, donde no puedan ocasionar efectos adversos (Kramer
etal., 1996; Vazquez et al., 2006). Existen 5 hipdtesis propuestas sobre el origen de
la funcién hiperacumuladoras de las plantas: a) como medio de tolerancia y
eliminacién, b) como elemento alelopatico contra los competidores mas cercanos, c)
como resistencia osmotica contra la sequia, d) proteccion contra el dafio por
patdgenos y herbivoros y e) de manera accidental (Alford et al., 2010); que difieren
de la defensa quimica natural existente en todas las plantas, basada en la sintesis de

productos organicos procedentes del metabolismo secundario

Las estrategias de exclusion utilizadas por las plantas para evitar los incrementos no
deseados de elementos traza, son principalmente extracelulares como las
micorrizas, exudados extracelulares (acidos organicos) y la pared celular (Martens

etal, 1994).
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CUADRO 1 Comparaciéon de los diferentes métodos de

(Mulligan et al., 2001; Pilon-Smits, 2005).

Fitorremediacion | Electrocinética

remediaciéon de suelos contaminados.

Lavado de suelos

Reacciones

redox

Ventajas

Desventajas

Menores
costos(24,000
USD/Ha)

Eficiente con
BTEX’s, HAP*,
metales, elementos
radioactivos

Bajo impacto
ambiental.
Recuperacion
integral del suelo.
In situ

Posibilidad de uso
de la biomasa

generada

Ocurrencia solo de
estabilizacion del
contaminante
Tiempo de
restauracion largo.
Contar con método
adecuado de
disposicion de
biomasa

cosechada.

Pueden
remover
organicos
polares y
metales.

No requiere
mucha

energia.

No es eficiente
en medios con
humedad
menor a 10%
Depésitos
minerales,
valores
extremos de
pHy
reacciones
redox,
provocan

problemas

Efectivo para HC,
HAP, PCP *.
Tecnologia a corto
plazo.

Equipo accesible.
Exitoso en

hidrocarburos

Los residuos
generados deben
tratarse o
disponerse.

Mas costoso y
necesidad de
permisos por
residuos
generados
Altera
propiedades
fisicoquimicas y
microbioldgicas

del suelo

Puede ser in
situ o ex situ.
Util para
remover
compuestos
inorganicos
Puede
estabilizar
otros

contaminantes

Puede ocurrir
formacion de
intermediarios
mas toxicos
Costo elevado
Afectaciones a
la masa

microbiana

* BENCENO, TOLUENO, ETILBENCENO, XILENO (BTE'X), HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAP),
HIDROCARBUROS (HC), POLICLOROFENOLES (PCP).
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La rehabilitacién de sitios contaminados con elementos traza téxicos es
particularmente desafiante. A diferencia de los compuestos organicos, los elementos
traza no pueden ser degradados y para su limpieza normalmente se requiere
remocion (Lasat, 2002). Razén por la cual la fitorremediaciéon se ha convertido en
una técnica adecuada para la rehabilitacion de ecosistemas, ya que es
pertinentemente ambiental y constituye una buena relacién costo beneficio que
permite la reutilizacion del suelo tratado con un fin agricola o forestal, asi como
evitar la transferencia de elementos traza a aguas subterraneas y reducir los efectos

de erosién (Cuadro 1).

El establecimiento de fitotecnologias no se basa de manera unica en las ventajas
ofrecidas para rehabilitar ecosistemas, también es importante conjuntar tales
premisas con la capacidad de adaptacién a distintas condiciones climaticas, su

accesibilidad y algunas caracteristicas morfoldgicas (Cuadro 2).

CUADRO 2 Caracteristicas deseables para especies fitorremediadoras (Baker et al., 2000; Brooks,
1998)

CARACTERISTICA

Tipo de raiz

Profundidad de raiz Con capacidad de bajar mas de 2.43 m(8 ft),

se consideran eficientes desde 30 cm (1 ft)

Velocidad de crecimiento

Criterios de resistencia Tolerancia a enfermedades, calor, frio,
insectos, sequia, suelos salinos, quimicos,
estrés.

Resistencia a metales.

Otros criterios Efectos alelopaticos, especie no invasiva.




De acuerdo con la estrategia de acumulacion las plantas hiperacumuladoras pueden
superar en 100 veces los valores normales de elementos traza acumulados (Baker,
1981). Son especies tolerantes a uno o mas elementos traza y a menudo su
distribucién estd restringida a suelos ricos en un amplio intervalo de
concentraciones de metales pues no son competitivas en zonas no contaminadas.
Baker et al., (2000) mostraron que la hiperacumulacion ha evolucionado en mas de
400 especies de plantas repartidas en 45 familias botdnicas como: Thlaspi
caerulescens(carraspique alpino), Macadamia neurophyla (macadamia), Salix fragilis
(mimbrera). Asimismo Yan-Ming Zhu et al.,, (2010) identific6 taxondmicamente en
estudios de rehabilitacion, algunas especies de plantas asociadas a terrenos y jales

mineros, encontrando 24 familias entre ellas la Simaroubaceae.

Recientemente se ha incrementado el interés por usar plantas nativas o las que
resulten menos invasivas y asi reducir cualquier efecto nocivo en el ecosistema por
la introduccién de nuevas especies de plantas (Gonzalez y Gonzalez-Chavez, 2006),
consideracion especialmente importante en areas con endemismos como es el caso
de Oaxaca. Congruente con tales argumentos, asi como la identificacién de algunas
caracteristicas mencionadas en el cuadro 2, se eligié6 Simarouba glauca (figura 2)

como caso de estudio.

2.6 FITOESTABILIZACION ASISTIDA

Una de las limitaciones que encuentran las especies vegetales usadas en la
fitorremediacion es la extraccion de los metales, condicién que viene limitada por la
disponibilidad del metal para ser tomado por las raices particularmente en suelos
neutros o alcalinos. En virtud de las caracteristicas previamente descritas, una
estrategia prometedora es la fitorremediacion asistida de la complejacion de

metales a través de la adicion de biosdlidos (Quartacci et al.,, 2005).

Es importante mencionar que para la fitorremediacién de suelos dafiados por la
actividad minera o jales asociados, es de valor agregado contar con un acercamiento

biotecnolégico integral, el cual incluye la mezcla de los suelos dafiados con desechos
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organicos, biofertilizantes y hongos micorrizales con el fin de reforestar y restaurar

la fertilidad de los suelos dafiados (Juwarkar y Jambhulkar, 2007).

FIGURA 2 Arbol de Simarouba glauca en época de fructificacién con detalle de fruto y hojas
(ERB.2012)

Durante las actividades mineras los nutrientes del suelo son lixiviados de manera
rapida acelerando asi las velocidades de erosion, adicionalmente hay que recordar
la acumulacién de jales, ya que ambos fendmenos representan limitaciones quimicas
y fisicas para el crecimiento de plantas (Chaulya et al., 2000). Entre las principales
limitaciones quimicas se encuentra la ausencia de nitrégeno y fosforo disponible, y
las limitaciones fisicas para el crecimiento de plantas son la poca porosidad,
aireacion e infiltracion de agua a lo largo de los bloques de suelo y la limitada

actividad microbiana. Tales problemas pueden ser resueltos aplicando desechos
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convenientes para el establecimiento de rizosfera y conseguir una saludable

cobertura vegetal (Juwarkar y Jambhulkar, 2007).

Los biosoélidos han mostrado resultados controversiales en cuanto al aumento o no
de la biodisponibilidad del metal en el suelo para ser tomado por las raices. Se
puede explicar la funcion de dicho biosélido basicamente como un agente quelante
(sustancia que forma complejos con iones de metales a través de moléculas
multidentadas) que puede formar varios enlaces con el ion metdlico. El agente
quelante puede ser natural o sintético, y mediante esté se liberan los metales a la
forma hidrosoluble del metal acomplejado adsorbido en el suelo, previniendo asi la
precipitaciéon y adsorcion. Los quelantes guardan una relaciéon directa con la
toxicidad, manteniéndola o aumentandola, considerando que un metal en su forma
acomplejada reduce notablemente su toxicidad, esto es explicado por los enlaces

que previenen su acciéon normal (Schmidt, 2003).

La absorcion de metales disueltos a través de los agentes quelantes naturales de las
plantas ha sido atribuida a los microorganismos asociados a las raices de las plantas
(micorrizas) que tienen el potencial de aumentar el area de absorcién y estimular la
toma de nutrientes incluyendo iones metalicos (Lasat, 2002), asi como compuestos
organicos exudados que facilitan la absorcién de ciertos metales como los acidos

citrico, oxalico o malico.

Un mecanismo que se ha descrito sobre la toma del metal tanto para los agentes
quelantes naturales o sintéticos, depende de sus caracteristicas tales como su
caracter hidrofébico, constante de estabilidad con el metal, pKa y tamafio del
complejo. Aunque en general el transporte a través de las membranas celulares de
las raices ocurre de las partes externas de las raices al xilema, esté toma lugar a
través de dos rutas principalmente (figura 4): la apoplastica (transporte a través de
la membrana celular de célula a célula) y la simplastica (cruce a través de unidades

continuas de citoplasma) (Wenger, 2000).
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FIGURA 3 Esquema de via simplastica y apoplastica para incorporar nutrientes a través de la raiz
(Chaparro et al., 2002)

2.7 SIMAROUBA GLAUCA

Es un arbol de 8 a 15 metros (m) de altura (hasta 30 m), distribuido en zonas
tropicales y subtropicales de México (14°40" - 21°30" LN y 87°00" - 104°50°'LW) en
la vertiente del golfo desde el istmo de Tehuantepec hasta la peninsula de Yucatan y
en la vertiente del Pacifico desde Colima hasta Chiapas, también distribuido en

Centroamérica, islas del Caribe y la parte Norte de América del Sur.

Los arboles de Simarouba glauca son de copa irregular, con hojas alternas pinnadas,
compuestas por 8 a 16 foliolos de forma irregular. Especie dioica, que comienza a
florecer en el cuarto afio con fructificacion regular en el 5 afio (figura 3). El aceituno
o negrito (Simarouba glauca) es un arbol caducifolio 6 subcaducifolio de rapido
crecimiento, con una gran biomasa superficial. Presenta resistencia a la sequia y
crece en suelos de tipo vertisol pélico, luvisol cromico y rendizina, prefiriendo
suelos arenosos. Es una especie de facil adaptacion creciendo entre los 0 - 300
metros sobre el nivel del mar (msnm) pudiendo cultivarse hasta los 1000 msnm.
Ademas se ha probado con éxito el uso de su madera como material de construcciéon
y para restauraciéon de zonas de selva degradadas. (Museum d'Histoire Naturelle,

1811).
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Taxonomia

Reino. Plantae

Phyllum. Spermatophyta
Subphyllum. Magnoliophyta
Clase. Magnoliopsida
Subclase. Rosidas

Orden. Sapindales

Familia. Simarubaceas

FIGURA 4 Caracteristicas de identificacion de Simarouba glauca (museum d’histoire naturelle,
1811)

2.8 BIOSOLIDOS

Los biosélidos son definidos como los lodos provenientes del desazolve de los
sistemas de alcantarillado, de las plantas de potabilizadoras y de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, que han sido sometidos a procesos de
estabilizacion y que por su contenido de materia organica, nutrientes y
caracteristicas adquiridas después de su estabilizacion, pueden ser susceptibles de
aprovechamiento (SEMARNAT, 2002). La NOM-004- SEMARNAT clasifica a los
biosolidos con base a su contenido de metales pesados (cuadro 3); a su contenido de
patégenos y parasitos (cuadro 4). De acuerdo al contenido de metales, patégenos y
parasitos y un contenido de humedad de hasta el 85%, resulta el tipo de

aprovechamiento como mejorador de suelos (cuadro 5).
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CUADRO 3. Clasificacién de los biosélidos por su contenido de metales. Limites maximos
permitidos

Contaminante Excelentes Buenos
(determinados en forma mg kg1 en base seca mg kg1 en base seca
total)
Arsénico 41 75
Cadmio 39 85
Cromo 1200 3000
Cobre 1500 4300
Plomo 300 840
Mercurio 17 57
Niquel 420 420
Zinc 2800 7500

CUADRO 4. Clasificacion de biosdlidos por su contenido de patégenos y parasitos

INDICADOR
BACTERIOLOGICO PATOGENOS PARASITOS

DE CONTAMINACION

Coliformes fecales Salmonella spp. Huevos de
NMP/g en base seca NMP/genbaseseca helmintos/gen base
seca
< 1,000 <3 <1 (huevos de
helmintos viables)
<1,000 <3 <10
< 2,000,000 <300 <35

NMP = niimero mas probable.

Los desechos organicos provenientes de fuentes domesticas e industriales, como los
biosélidos, residuos de papeleras, compost, etcétera, muestran un potencial
nutritivo ademdas de representar una solucion econémicamente viable para
reutilizarlos, y disminuir el problema ocasionado por el espacio demandado para su

disposicion. El uso de biosélidos favorece el establecimiento y proliferaciéon de
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vegetacion y microorganismos. Razén por la cual juegan un papel importante en el
mejoramiento de las propiedades fisico-quimicas de los suelos que son el sustrato
para la proliferaciéon de flora y micro flora. Asimismo el restablecimiento de la
actividad microbiana en suelos degradados por la actividad minera, promueve la
continuidad de los ciclos biogeoquimicos y el desarrollo del ecosistema (Kumar et

al., 2007).

CUADRO 5. Usos de biosélidos, de acuerdo a su clasificacién, (NOM-004-SEMARNAT-2002)

TIPO CLASE APROVECHAMIENTO

EXCELENTE A v" Usos urbanos con contacto publico directo
durante su aplicacién.

v Los establecidos para clase By C

EXCELENTE B v' Usos urbanos sin contacto publico directo
(0) durante su aplicacién
v Los establecidos para clase C
EXCELENTE C v Usos forestales
(0) v' Mejoramiento de suelos
v Usos agricolas

Por lo que al aplicar los biosdélidos en suelo, podria inducirse un estrés abiotico a la
planta con lo que tal vez resulte en una mayor toma de metales, pero se debe tener
cuidado en adicionar un biosélido que sea facilmente biodegradable y no represente

alguna fitotoxicidad que reduzca la actividad buscada (Schmidt, 2003).

2.9 ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las enzimas son los catalizadores biol6gicos conformados por aminodacidos,
proteinas o RNA que disminuyen la energia requerida para activar diversas
reacciones bioquimicas. En el caso del suelo, las enzimas son sub-sistemas
moleculares de organismos del suelo que pueden ser usados como indicadores de la
calidad del suelo afectado por distintas variables ambientales. El trabajo de las

enzimas en los organismos vivos, como las plantas es un proceso complejo de
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comprender sin embargo destaca su capacidad para regular procesos metabolicos

relacionados con la nutricién y proteccion de estrés en la planta.

Las enzimas del suelo son proteinas sintetizadas que se pueden encontrar en
organismos vivos (bidticas), en células de microorganismos y tejidos de plantas en
descomposicion (abidticas) o en forma acomplejada con coloides organicos y
minerales. La mezcla heterogénea de enzimas del suelo controla de manera
secuencial la despolimerizacion y transformacion de la materia organica del suelo
que sustenta al humus. La enzima [-glucosidasa despolimeriza celulosa en
subunidades de glucosa que puede ser utilizada por heter6trofos como fuente de

carbono y energia (Gregorich et al., 1994).

Como es bien sabido diversos tipos de estrés abiotico como la sequia, salinidad,
temperaturas extremas, radiacion intensa, deficiencia de nutrientes, contaminantes
entre otros, causan dafio molecular a las plantas de manera directa o indirecta a
través de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que incluye a los
radicales superoxido (02), hidroxilo (OH*) asi como el peréxido de hidrogeno (H202).

(Shah et. al, 2001).

Las células de las plantas han desarrollado un mecanismo de defensa antioxidante
para hacer frente a las ROS, que varian de acuerdo a distintos niveles celulares y
sub-celulares de acuerdo al tipo de planta y a la intensidad del estrés. La
concentracion de los radicales mencionados en las plantas dependen de la actividad
de las enzimas antioxidantes involucradas en la detoxificacién tales como
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y distintas peroxidasas (Sinha et al,

2010).
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ANTECEDENTES

En el municipio de Natividad perteneciente al distrito de Ixtlan en el estado de
Oaxaca se encuentra la compafiia minera Natividad y anexas S.A. de C.V. La actividad
extractiva se remonta 200 afios atras, generando alteraciones ambientales tanto a
los suelos aledafios como a los cuerpos de agua ubicados en la zona, los cuales
fueron detectados en el afio 2007 por la delegacion estatal de la Procuraduria
Federal de Proteccion al ambiente (PROFEPA) en Oaxaca, donde se observo el
incumplimiento a la NOM-157-SEMARNAT-2000 que establece los elementos y
procedimientos para establecer planes de manejo de residuos mineros, derivo en un
cierre parcial de la mina (Hernandez y Gonzalez, 2011). Las alteraciones
ambientales no son el Unico lastre que deja la actividad minera a manos de las
empresas transnacionales o nacionales, también se suman a esta actividad el
desplazamiento de los pueblos debido a la destruccion e in-sustentable
funcionamiento de la industria minera desarrollada en México y toda Latinoamérica;
debido a esta problematica surgen redes de informacién y apoyo como la Red
Mexicana de Afectados por la Mineria en México y el Observatorio de Conflictos
Mineros en América Latina, donde se pueden encontrar los conflictos mineros
vigentes en el estado de Oaxaca, que crecen en numero e impactos socio-
ambientales debido a la existencia de vacios legales y la carencia de una estricta

vigilancia.

Se sabe del gran aporte de residuos que genera la actividad minera a través de la
fraccion de rocas sin interés econdémico obtenidas en el proceso de mineria,
conocidos comunmente como “jales mineros” que tienen un importante efecto en el
ambiente debido a los bajos valores de pH, altos contenidos de metales pesados y su
susceptibilidad a erosionarse. Conesa, et al. (2007) mencionan 2 tipos de riesgo que
presentan los depdsitos de jales mineros: 1) afectacion de la estabilidad estructural
del depdsito debido a procesos intensos de erosion, sismos y fendmenos
meteoroldgicos que pudieran provocar un colapso, (ejemplo: Aznalcéllar, Sur de
Espafia, 1998); 2) liberacién de metales a través del drenaje de la mina y erosion de

los depésitos de jales. Los anteriores efectos pueden tener afectaciones locales, o
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incluso regionales afectando zonas urbanas y agricolas con el consecuente riesgo en

los humanos.

La falla en el depdsito de jales de Aznalcéllar (SE Espafia), liber6 aproximadamente
5000 000 m3 de lodo acido y téxico afectando un total de 4,286 hectareas a lo largo
de las cuencas de los rios Guadiamar y Agrio. Una banda de 400 m de ancho por 40
km de largo en ambos lados del cauce del rio se cubrié con una capa de lodo téxico
de hasta 30 cm. Posterior al derrame se inicio rapidamente el procedimiento de
limpieza, consistiendo en el retiro del lodo con medios mecanicos durante 6 meses.
Debido a la persistencia de problemas de contaminaciéon por elementos traza (As,
Au, Bi, Cd, Cu, Pb, Sb, Tl y Zn) en la zona se inicio una restauraciéon de suelos con la
adicién de enmendadores ricos en materia organica y calcio (espuma azucarera,
suelos rojos, abonos organicos), adicional a un plan de restauraciéon a gran escala
consistente en una reserva natural, llamada corredor verde donde se utiliz6 en las
primeras etapas vegetacion nativa tolerante a altas concentraciones de metales, con
el objetivo de inmovilizar los elementos traza presentes en el sitio (Cabrera et

al, 1999).

La fitoestabilizacion es una tecnologia de bajo costo usada para disminuir la
movilidad, toxicidad y dispersion de contaminantes llevada a cabo principalmente
por las raices de las plantas, se ve beneficiada por el sistema de raices extendidas de
los arboles (Vamerali et al, 2009), razén por la cual se han estudiado la
estabilizacion de contaminantes en el tejido de especies maderables, utilizado con
éxito arboles de rapido crecimiento (Alnus rubra, Platanus occidentalis, Betula
pendula entre otros) en la llamada “short-rotation forestry SRF (silvicultura de
rapida rotacién) y adicional a tales efectos benéficos se han reportado dos posibles
problemas, que el desarrollo de las raices pueda facilitar la entrada de
contaminantes en la cadena alimenticia y que puede generar macroporos en el suelo

donde los contaminantes pueden lixiviarse (Roulier et al.,2008).

Madejon y Murillo, (2004), utilizaron arboles en combinacién con una enmienda

organica para cuantificar los efectos de estabilizacion y/6 toxicidad de elementos
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traza en los suelos afectados del corredor verde del Guadiamar, reserva generada
tras el accidente de Aznalcéllar. La estrategia se basé en el uso de arboles utiles para
técnicas de fitoestabilizacién (Olea europea L. var. Sylvestris y Quercus ilex L. subesp.
Ballota), que mejoran la calidad del suelo y evitan la dispersiéon de contaminantes
que puede ocasionar el agua o el viento, tomando como base los arboles de rapido
crecimiento usados en la fitorremediacion. A la par del uso de estos arboles, se usé
una enmienda organica, rica en acidos fulvicos que bien pueden obtenerse de
biosolidos provenientes de plantas de tratamiento de agua residual, agua residual y
otros residuos, estrategia especialmente util cuando se requieren grandes
cantidades de agua o nutrientes y se contribuye a resolver el problema de ubicacion
de estos residuos. En muchos casos se emplea la “fitoestabilizacion asistida”, que
consiste en la aplicacion de enmiendas que disminuyen la concentraciéon de
elementos traza disponibles y mejoran las condiciones fisico-quimicas del suelo
para un mejor establecimiento de la cubierta vegetal (Madejon et al, 2006;

Vangrosveld et al.,, 2009).

El uso de las enmiendas a generado resultados controversiales, por un lado se ha
mencionado un aumento en la absorciéon mientras que también se ha encontrado
una menor biodisponibilidad al agregar residuos organicos en suelos contaminados
con distintos metales (Lasat, 2002). Asimismo la cantidad de enmienda adicionada y
su efecto ha generado una discusion referente a la tasa de aplicacion, variando su
uso desde 12-24 Mg Ha! con incrementos en la actividad enzimatica hasta valores
de 200-600 Mg Hal que incrementaron la presencia de elementos traza sin ser

tomados por la vegetacion (Hargreaves et al, 2008).

Sanchez et al., (2003) experimentaron con 17 especies con el objetivo de encontrar
especies capaces de sobrevivir y recuperar sitios afectados por la mineria a cielo
abierto en Holguinero de Mayari, Cuba; encontrando en S. glauca una de las 2
especies usadas en el citado trabajo, con mayor potencial de ser usadas debido a su

alta tasa de regeneracion natural y su contribucion como refugio de fauna.
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JUSTIFICACION

Considerando las exitosas experiencias previas en el uso sinérgico de enmiendas
organicas y arboles, se plante6 para el presente trabajo el uso de una enmienda
organica que en general ha sido probada con éxito, realizada a partir del compostaje

de biosélidos.

Adicional al uso de la enmienda se plante6 el uso de vegetacidon arborea propia de
las zonas subtropicales del pais con el fin de explorar la capacidad de especies que
se encuentran en la regiéon desde un punto de vista enfocado a la fitorremediacidn,
considerando los pocos informes referentes a vegetacidon arbdrea nativa (Tecoma
stans, Platanus mexicana), usada para rehabilitar zonas contaminadas con

elementos traza en México.

De tal manera que el planteamiento de una fitoestabilizaciéon asistida usando
compost de biosoélidos y una especie arborea, representa aplicar por primera vez
esta fitotecnologia para el estado de Oaxaca, e incrementar el conocimiento para las

demas zonas mineras del Pais.

28




HIPOTESIS

El uso de la enmienda biolégica (compost de biosélido) en el suelo contaminado,
incrementara el contenido de materia organica y la actividad biolégica; modificando
la disponibilidad de elementos traza para favorecer los mecanismos de

fitoextraccion o fitoestabilizacion de Simarouba glauca.

La presencia de elementos traza en concentraciones tdxicas en suelos, inducira

estrés oxidativo en Simarouba glauca.

OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Evaluar a nivel invernadero el potencial de Simarouba glauca como especie

fitoestabilizadora.

6.2 PARTICULARES

e Diagnosticar la presencia de elementos traza y evaluar el riesgo actual de

contaminacion en suelos de Natividad.

e Determinar el efecto de los biosélidos como enmienda en el suelo
contaminado con metales traza, utilizando las propiedades fisico-quimicas y

la actividad enzimatica B-glucosidasa, como indicadores.
e Demostrar que Simaruba glauca es una planta tolerante a elementos traza, a

través de la medicion de los niveles de estrés en las enzimas Catalasa (CAT) y

Guayacol Peroxidasa (POD).
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MATERIALES Y METODOS

7.1 MUESTREOS Y ACONDICIONAMIENTO DE MUESTRAS

7.1.1 SUELO

La mina de extraccién “Natividad” se ubica en el municipio Natividad, distrito de
Ixtldn, en la sierra norte del estado de Oaxaca a 0.14 kildmetros al Suroeste del
centro de la poblacién. Su localizacion es 17° 17’ 46” latitud norte y 96° 26’ 2.1”
longitud oeste con una altitud de 1917 msnm (Figura 5). Los suelos circundantes al
sitio cuentan con antecedentes de mas de 100 afios, sobre la presencia de elevadas
concentraciones de minerales, razén por la cual la mina es atractiva para compafiias
mineras nacionales y extranjeras. Asimismo, INEGI (1980) report6 para el municipio
de Natividad, distrito de Ixtlan, suelo del tipo Acrisol en un 98% ademas de Regosol
y Rendzina en 1% para ambos. Asimismo otras referencias mencionan para dicho
municipio un suelo del tipo Luvisol, aunque ambas unidades presentan la
caracteristica de facilidad para la erosién y son similares en cuanto a la cantidad de
materia organica, valores aproximados en la capacidad de intercambio catiénico y

proporcidn de arcilla (cuadro 6).

CUADRO 6 Algunas caracteristicas fisicoquimicas de Acrisol y Luvisol encontradas en México.
(Zuiiiga et al., 2000; Vivanco et al, 2010)

Parametro Acrisol Luvisol
cIC <24 cmol kg’ 224 cmol kg™
Materia organica <3% <3%
% Arcilla 44 % 32%
pH <5° <5.1°
Textura Arcillosa Franco
arcillosa

a fuertemente acido y P moderadamente acido de acuerdo a NOM-021-SEMARNAT-2000
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FIGURA 5 Localizacién de la mina Natividad y anexas S.A DE C.V. y cabecera municipal de
Natividad.

La zona de muestreo se seleccion6 mediante muestreo aleatorio estratificado (MAS),
se tuvieron 4 sitios de muestreo con caracteristicas aparentemente homogéneas en
cuanto a textura, color y pendiente. Utilizando como apoyo los sistemas de
informacion geografica (SIG). Estas areas fueron de aproximadamente 100 m2. Las
figuras 6 a y b muestran la ubicacién de las zonas de muestreo usando los valores
vectoriales de la ortofoto E-1409 (INEGI, 1980) procesadas por el software Arcview
3.1.
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b)

FIGURA 6 Ubicacién aproximada de sitios de muestreo, se representan las alturas sobre el nivel del
mar, de los 1500 msnm (verde) a 2050 msnm (blanco) en vista superior (a) y modelo extruido (b)
(ERB. 2008).

De cada sitio de muestreo se definieron los sitios de colecta de muestra mediante el
procedimiento de zig zag. Se tomaron muestras simples a una profundidad entre O -
30 cm, utilizando palas rectas en buen estado, y bolsas de polietileno con capacidad
de 2 kilogramos (kg) para el transporte de la muestra. Una vez obtenidas las 20
muestras de 2 kg se prepard una muestra compuesta, mezclando todas las muestras
sobre una cubierta plastica tomando 1.0 kg para acondicionarlo y proceder a su

caracterizacidn, el resto se utiliz6 para establecer el experimento.

Elaborada la muestra compuesta de suelo, se sec6 a temperatura ambiente y tamiz6

con malla de 2 mm para tener una muestra homogénea.

El suelo control fue tomado de la zona de invernadero de la Universidad del Mar

campus Puerto Angel.
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7.1.2 PLANTA

Las plantulas y semillas germinadas de Simarouba glauca utilizadas para el
experimento, se colectaron en el periodo posterior a la madurez del fruto, de la
temporada 2008, durante los meses de mayo y junio. La colecta se realiz6 en las
zonas de reserva de area verde de la Universidad del Mar, campus Puerto Angel. Las
plantulas seleccionadas se colocaron junto con las semillas germinadas en bandejas
de plastico con una mezcla de suelo y hojarasca en relacién 1:1, esperando un
tiempo de crecimiento de 5 meses, y seleccionando las plantas de tamafio

homogéneo (25 - 30 centimetros) para usarlas en el experimento.

7.1.3 BIOSOLIDO

Se colectaron los biosélidos digeridos aerébicamente del filtro de bandas con un
porcentaje de humedad de aproximadamente 75% de la planta de tratamiento de
aguas residuales de FONATUR - Bahias de Huatulco. La muestra de 50 kg fue
homogénea y se transportdé en bolsas de polietileno al invernadero de la

Universidad del Mar, campus Puerto Angel para posterior uso.

Las muestras de biosélido colectadas para su aplicacion en el experimento, tuvieron
un proceso de estabilizacion aerobio a mas de 40° C (composteo; relacién 1:1
biosélido y hojarasca) durante 48 dias, con la finalidad de reducir la masa de sélidos
volatiles a una tasa menor al 40% y de estd manera controlar la atracciéon de

vectores.

7.2 DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se realizd6 con un disefio experimental en bloques al azar de la
siguiente manera (figura 7): se tuvieron 6 tratamientos diferentes con distinto
nimero de unidades experimentales por tratamiento, realizados con el suelo
proveniente de Natividad y el suelo control, los cuales se dividieron de la siguiente

manera:

Grupo 1) S. glauca en suelo de Natividad,
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Grupo 2) S. glauca en suelo de Natividad mas enmienda,

Grupo 3) suelo de Natividad mas enmienda,

Grupo 4) S. glauca en suelo control (mismo suelo de germinacion y crecimiento).

El arreglo de los tratamientos fue de la forma siguiente, los grupos 1, 2 y 4

estuvieron compuestos por 6 unidades experimentales (macetas) mientras que el

grupo 3 se compone de 3 unidades experimentales.

experimentales fueron de una capacidad de 1.2 kg cada una.

Todas las unidades

Grupo | Tratamiento Suelo Adicién de N° de N° de
enmienda macetas plantas

1 1 Natividad 0 6 6

2 3 Natividad 10% 6 6

4 15% 6 c

3 5 Natividad 10% 8B 1 0
15% C 1 0

4 Control Puerto 0 6 6

Angel

FIGURA 7 Esquema general del disefio experimental.

En el tratamiento 1 se trasplantaron 6 plantas de S. glauca en suelo de Natividad. En

el grupo 2 las plantas de S. glauca se trasplantaron en macetas con: Tratamiento 2,

5% (60 g) de compost de biosélido y 1,140 g de suelo de Natividad; tratamiento 3,

10% (120 g) de compost de bioso6lido y 1,080 g de suelo de Natividad y tratamiento
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4 con 15% (180 g) de compost de biosélido y 1020 g de suelo de Natividad. EI grupo
3 estuvo compuesto de macetas con 5% (60 g), 10%(120 g) y 15% (180 g) de
compost de biosélido, completando la capacidad de las unidades experimentales con
suelo de Natividad. Para el grupo 4, que corresponde al control se llenaron 6

macetas con suelo de puerto Angel y fueron trasplantadas 6 plantas de S. glauca.

El experimento se realizd6 por un periodo de 3 meses, tomando muestras por

duplicado al inicio del experimento (tiempo 0), y posteriormente cada 30 dias.

En los suelos de Natividad y el control se analizaron metales biodisponibles, metales
pseudo-totales, porcentaje de carbono organico (%CO), porcentaje de materia
organica (%MO), nitrégeno total (Ntotal), capacidad de intercambio cationico (CIC) y
actividad de f-glucosidasa al inicio y final del experimento; la clase textural y
densidad aparente fueron cuantificados al inicio del experimento; los valores de pH
y conductividad eléctrica fueron medidos al inicio y los dias 30, 60 y 90 del

experimento. Todos los analisis fueron realizados por triplicado.

Para el caso de las plantas de S. glauca se determiné la concentraciéon de elementos
traza, en hojas, tallos y raices con la finalidad de observar el sitio blanco de los
metales en la planta al inicio y final del experimento. La actividad de las enzimas
Catalasa (CAT), y guaiacol peroxidasa (POD), la extraccidon de proteina soluble en
hojas y raices, niveles de clorofila, peso fresco y seco, altura de planta y longitud de
raices de S. glauca fueron medidos a los dias 30, 60 y 90 del experimento como
medidas indirectas de los dafios producidos por metales en plantas. Todos los

andlisis fueron realizados por triplicado.
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7.3 DETERMINACIONES EN SUELO.

7.3.1 pH

Se determiné el pH de acuerdo al método electrométrico AS-02 de la NOM-021-
SEMARNAT-2000 en una soluciéon de agua destilada con una relacién suelo - agua
1:2.5. Primero se pesaron 5 gramos (g) del suelo homogenizado, y se solubilizaron
en 15 mililitros (ml) de agua destilada. Se agitaron con agitador magnético por
aproximadamente 10 minutos (min) y se dejaron reposar durante 15 min, a manera
de estabilizar la suspension. Pasado este tiempo se decant6 la solucion y se hizo la
mediciéon con el potencidmetro OAKTON pH/mv/°C meter, tomando la lectura

directa.

7.3.2 CONDUCTIVIDAD ELECTRICA.

Se determind la conductividad eléctrica de acuerdo al método con conductimetro
AS-18 de la NOM-021-SEMARNAT-2000, en el fondo de un embudo Buchner se
colocd papel filtro Whatman # 42 y se prepar6 un sistema para generacién de vacio,
después se prepard una pasta con 5 g de la muestra de suelo saturado y se colocé en
el fondo del embudo para realizar la extraccion de la soluciéon. Con la solucion
obtenida en vaso de precipitados se realiz6 la medicién directa con conductivimetro

OAKTON CON110.

7.3.3 DENSIDAD REAL.

La densidad real del suelo se calculé con el método AS-4 con picnémetro de la NOM-
021-SEMARNAT-2000, primero se tomé el peso del picnémetro limpio y
perfectamente seco, para después colocar en el interior del picnémetro suelo hasta

el nivel de llenado y se tom6 nuevamente su peso. Después se retird el suelo del
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picnémetro y se le adicioné agua destilada hervida y fria hasta el nivel de llenado,

tomando nuevamente su peso. Se uso la ecuacidon (1) para determinar la densidad.

Pm — Pp
Preal = P ( 1 )
agua

Donde:
Pm = peso del picndmetro mas la muestra,
P, = peso del picnémetro

Pagua = peso del picnémetro mas agua.

7.3.4 CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA) Y PORCENTAJE DE
HUMEDAD

Para determinar la capacidad de retencion de agua (CRA) del suelo se utiliz6 el
método de Black, (1965). Se colocaron 20 g de suelo en papel filtro afiadiendo 40 ml
de agua destilada, filtrando por veinticuatro horas y cubriendo el embudo
contenedor de las muestras para evitar las perdidas por evaporacion. Pasadas las 24

horas se tomaron los datos usados en la ecuacién (2).

CRA = I(E + WP 100 ) (1 - %)l [100] (2)

peso de muestra(g)
E=C—-—B-A

Donde:

C = peso de la muestra himeda,

B = peso del blanco (papel himedo),

A= peso de la muestra,

E= peso del agua contenida en la muestra.
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El porcentaje de humedad por gravimetria se realiz6 a través del método AS-05
(SEMARNAT, 2000), primero se pesaron 20 g de suelo, los cuales se secaron en
capsulas de vidrio a 95° C por veinticuatro horas en una mufla FELISA para después

utilizar la ecuacidn (3).

peso del suelo himedo — peso del suelo seco

D(% de humedad) = ( ) 100 (3)

peso del suelo himedo

7.3.5 CLASE TEXTURAL

La textura del suelo se obtuvo por el método del hidrémetro de Bouyoucos
(SEMARNAT, 2000) se colocé en un vaso metalico una muestra de 50 g de suelo a la
cual se le agreg6 15 ml de solucion dispersante de hexametafosfato de sodio
([NaPOs]s) 1.0 N, se mezcl6 con un agitador de motor Hamilton-Beach drink master,
para después transferir las muestras a una probeta de 1L la cual se aforé con agua
destilada, y posteriormente se agit6 por un minuto para medir la densidad usando
un hidrémetro de Bouyoucos a los 40 segundos (s) y 2 horas (h) después de la
agitaciéon. Los valores obtenidos se sustituyeron en las ecuaciones 4, 5 y 6 para

obtener los porcentajes de arcilla, limo y arena:

L1+ (T1—20) x 0.36
peso muestra(g)

% de limo + % de arcilla = ( > 100 (4)

(5)

, L2 + (T2 — 20) x 0.36
% de arcilla =

peso muestra (g)
% de arena = 100 — (% de limo + % de arcilla) (6)

Donde:

L1= primera lectura con el hidrometro,

L2 = segunda lectura con el hidrometro,

T1=temperatura 1, T2= temperatura 2
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0.36 = factor de ajuste de la temperatura.

7.3.6 CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO (CIC)

Para la determinacion de la capacidad de intercambio cationico se utilizé el método
del acetato de Bario (CsHe¢BaO4) (APHA, 1989). Se tomaron 2 g de suelo
homogenizado, y se colocaron en tubos para centrifuga de 50 ml cada uno, a los
cuales se les anadié 25 ml de solucién de C4sHe¢BaO4 y se centrifugaron por 5 min a
3000 revoluciones por minuto (rpm) en centrifuga Hettich mikro 22R.
Posteriormente se tomd todo el sobrenadante y a la pasta del tubo se le afiadié una
solucion de 25 ml de sulfato de magnesio (MgS04) 0.1 N, agitandolo por un minuto;
para después nuevamente centrifugarlo durante 5 min a 3000 rpm, se tomaron 10
ml del sobrenadante y vertieron en un matraz erlenmeyer de 250 ml para diluirlo
con 100 ml de agua destilada. Para el blanco se tomaron 10 ml de la solucién de
MgS04diluyendo a 100 ml con agua destilada en un matraz erlenmeyer de 250 ml. A
cada uno de los matraces anteriores se les afiadié 10 ml de la solucién tampén de
hidréxido de sodio (NaOH) 1 N y 6 gotas del indicador negro de ericromo, valorando
el Mg hasta la apariciéon de un color azul, con la solucién acomplejante 0.05 N de
acido etilendiaminotetracético (EDTA). Se utilizé la ecuacién 7 para los calculos

correspondientes.

(M — N)0.05 X 2.5 x 100
CIC = > (7)

Donde:

M =ml de la solucién gastados para valorar el blanco,

N = ml de la solucion gastados para valorar la muestra,

P = peso en g de la muestra,

2.5 = factor de disolucioén, 0.05 = concentracion de la soluciéon acomplejante,

CIC se expresa en meq/100 g.
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7.3.7 NITROGENO TOTAL, CARBONO ORGANICO Y MATERIA
ORGANICA.

Los parametros nutricionales tales como el nitrégeno y carbono organico fueron
analizados de acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000. El Nitrégeno total se
determiné por el método Kjeldahl, que consisti6 en 2 fases: una digestiéon y una
destilacion, las dos fases convierten todas las formas de nitrégeno con excepcion de
nitritos y nitratos en amonio. Para la digestion, se colocaron en tubos de destilacion
Kjeldahl 0.5 g de suelo, 5 ml de acido sulfarico (H2S04), 2 g de sulfuro de potasio
(K2S04) y una muy pequeiia porcién de oxido de mercurio (HgO) como catalizador,
los tubos con la mezcla se colocaron en un digestor BUCHI-K-435por 3 horas, hasta
que la muestra estuvo totalmente diferida y obtuvo un color claro (blanco). Una vez
completada la primera parte, se dejaron enfriar los tubos y se les adicioné suficiente
agua destilada para colocar en suspension el digestado. La destilacién se llevo a
cabo, adicionandole a los tubos con la muestra digerida y en suspensién, 30 ml de
NaOH al 32% y colocandolos en el destilador BUCHI-K-314. En el tubo de salida del
destilado se coloc6 un matraz erlenmeyer con 50 ml de acido bérico (H3BO3) mas el
indicador verde de bromocresol y rojo de metilo, y se destilé hasta alcanzar un
volumen de 150 ml. Para determinar el Nitrogeno total presente en el destilado, se
titulé con H2SO4 0.5 N, hasta notar el cambio de color de la muestra, de verde a
rosado intenso en el punto final de la titulacién. También se prepararon los blancos
siguiendo exactamente el mismo procedimiento que en las muestras. Los calculos se

realizaron con la ecuacion 8:

Vm—Vb)* N *1.4
V=12 ) (8

% Neotar = (

Donde
Vm = volumen de H2SO4 empleado en titular la muestra,

Vb = volumen de H2SO4 empleado en titular el blanco,
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N = normalidad exacta del H2SO4,
P = peso de la muestra de suelo en gramos.

El carbono organico se estim6 por el método AS - 07 de Walkley y Black, (1934). Se
pesaron 0.5 g de suelo seco y tamizado, colocdndolos en un matraz erlenmeyer de
500 ml, procesando un blanco de reactivos por triplicado. Se le adicionaron 10 ml de
dicromato de potasio (K2Cr207) 1.0 N, agitando perfectamente de manera manual,
para que el suelo entrara en contacto con la soluciéon, después se afiadieron 20 ml de
H2S04 concentrado agitando por 1 minuto mas. Las muestras se dejaron reposar
durante 30 min para que ocurriera una oxidacién del carbono orginico mas
completa. Pasando este tiempo se le adicionaron 200 ml de agua destilada, 5 ml de
acido fosforico (H3PO4) y 10 gotas del indicador de difenilamina. La disolucion
obtenida se titulé gota a gota con sulfato ferroso (FeS04) 1.0 M hasta vire de verde
claro. Los calculos de porcentaje de materia organica (% MO) y porcentaje de

carbono organico (% CO) se realizaron con las ecuaciones 9 y 10.
B-T
%Corgz’mico = (T) (N)(0.39)(1.298) )

%MO = %C organico(1.724) (10)
Donde:
B = volumen de FeSO4 gastado para valorar el blanco
T = volumen de FeSO4 gastado para valorar la muestra
N=normalidad exacta del FeSOsa.

g = peso de la muestra empleada, factor de correcciéon de humedad=1.298
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7.3.8 ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA (EC 3.2.1.21)

La actividad de B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) relacionada con el ciclo del carbono se
determiné mediante el método de Tabatabai (1982) adaptado por el Instituto de
Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla, el cual se basa en la determinacién
colorimétrica del p-nitrofenol obtenido por la acciéon de B-glucosidasa después de

incubar el suelo. Efectuandose la siguiente reaccién enzimatica.
p-nitrofenil B-D-Glucopiranosido + Hz0 - B-D-Glucopiranosido + p-nitrofenol

Primero, se prepar6 la curva de calibraciéon del producto (0, 10, 20, 30, 40 y 50) en
pug mediante una disolucion madre de p-nitrofenol (PNF) de 1000 pg ml-l. En las
muestras se incub6é 1 g de suelo con el sustrato, para dar lugar a la reaccion
enzimatica y en los patrones se incub6 el suelo sin sustrato pero con las cantidades
crecientes en ug de PNF. Las muestras se prepararon con 1 g de muestra de suelo y
se afadieron 4 ml del tampo6n universal modificado MUB-HCI pH 6 y 1 ml de p-
nitrofenil-f-D-glucopiranésido (PNG) 25 mM, dejando incubar por 1 hora a 37°C.
Una vez pasada la hora, las muestras se refrigeraron a 10° por 10 min, para después
afiadir 1 ml de cloruro de calcio CaClz 0.5 M y 4 ml de tampoén Tris buffer (THAM-
NaOH) a pH 12. Finalmente se agitaron las muestras por 10 min en agitador
Eberbach, se centrifugaron en centrifuga Hettich mikro 22R y filtraron en Whatman
#2. La absorbancia de los filtrados se midi6 en un espectrofotémetro UV/Vis

Beckman DU a 400 nm.

Con las lecturas de absorbancia provenientes de los 6 patrones se calculé la
ecuacion de la recta en la curva de calibracion, con dicha recta se obtuvo el valor de

PNF en pg en el extracto. La actividad neta se calcul6 con la ecuaciéon 11.

CxV

AE = ————
P, XGXT

(11)

Donde
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AE = actividad de [3-glucosidasa en p moles de PNF liberado por g de suelo seco.
C = concentracion de PNF en el extracto,

V = factor de dilucion,

Pm = peso molecular del PNF,

G = factor referente al peso de suelo seco utilizado en el ensayo

T = factor relativo al tiempo de incubacion, de 1 hora para el presente analisis.

7.3.9 CUANTIFICACION DE ELEMENTOS TRAZA BIODISPONIBLES.

A la muestra homogenizada se le realiz6é una prueba para determinar los elementos
traza solubles 6 mas biodisponibles con el método del cloruro de calcio (CaClz).
Diversos estudios han demostrado que la fraccion de elementos traza extraibles con
CaClz es la que mas afecta a la funcionalidad y diversidad de los microorganismos
del suelo y plantas (Madejon et al., 2009). El procedimiento consistié en formar una
mezcla relacién 1:3 de suelo y CaCl2 0.01 M con 3 g de suelo, sometiéndolo a
agitacion por 3 h en agitador Eberbach y posteriormente centrifugacién a 10,000
rpm por 10 min en centrifuga Hettich mikro 22R, una vez realizado el anterior
procedimiento se filtra la muestra en Whatman #1 y el extracto obtenido es
cuantificado por espectrometro de emisién Optica con plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) Perkin-Elmer optimus 7000 por el método 6010B de
EPA.

7.3.10 CUANTIFICACION DE ELEMENTOS TRAZA PSEUDO-TOTALES

Para extraer los elementos traza pseudo-totales de la muestra de suelo se utilizé el
método 3050B digestion acida del suelo, de la agencia de proteccién ambiental de

estados unidos (EPA).
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Del suelo previamente homogenizado, se tom6 una muestra de 0.250 g base seca y
se colocd en un matraz erlenmeyer de 25 ml, al cual se le afiadié 10 ml de acido
nitrico (HNO3) 1:1 y se agitd; posteriormente se cubrié con un dispositivo para
recuperacion de vapores y se calent6 la muestra sin llegar a ebullicién por alrededor
de 10 o 15 min, después se dejo enfriar la muestra y se le afiadieron 5 ml de HNO3
concentrado y con el matraz cubierto se calent6 con reflujo por 30 min, este ultimo
procedimiento se repitié hasta que la muestra dejo de emitir vapores de color café,
lo cual indicaba la oxidacién completa. Una vez completada esta primera parte y con
la muestra ya fria, se afiadieron 2 ml de agua destilada y 3 ml de perdxido de
hidrégeno (H202) al 30%, se coloco la cubierta al matraz nuevamente y se calent6
para iniciar la reaccién cuidando no existieran proyecciones por la efervescencia de
la misma. Se contindo afiadiendo alicuotas de 1ml de H202 al 30% hasta que la

muestra ya no presento cambios significativos de color.

La muestra acida obtenida contindo calentdndose hasta reducir su volumen hasta
aproximadamente 5 ml, se dejo enfriar y diluyé con agua destilada a un volumen de
100 ml. Después de la dilucion la muestra se filtr6 en Wathman # 41 y centrifugé
por 10 min a 2500 rpm en centrifuga Hettich mikro 22R, se volvi6 a filtrar y se
colocd en viales para su posterior lectura. A la par de la digestion de muestras se

elaboraron blancos con el mismo procedimiento, sin la adicién de muestra.

Después de obtener el extracto acido de suelo se realiz6 la cuantificacion de los
elementos traza pseudo-totales en el suelo tanto en el tiempo cero, como al final del
experimento mediante un espectrometro de emisién dptica con plasma acoplado

inductivamente (ICP-OES) Perkin-Elmer-optimus 7000 por el método 6010B de EPA

La cuantificacion a través del método 6010B se inicié posterior a la estabilizacion y
calibracion con estandares del equipo ICP-OES. Una vez realizado lo anterior se
limpiaron las mangueras de toma de muestra mediante un enjuague con la solucion
blanco por aproximadamente 30 s, después se coloco la manguera del equipo en el

vial que contenia la muestra y se tomé la lectura. Cada 10 muestras se verificd la
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sensibilidad del equipo tomando lecturas de los controles elaborados con

estandares para Ni, Zn, Pb, Cu, Cd y As.

El reporte de resultados para metales totales esta con base al peso seco mediante la

ecuacion 12.

C ¢ ., p (mg>_CxV 12
oncentracion en Peso seco Kg = xS (12)

Donde:

C =1a concentracion de la muestra digerida (mg L1)
V=volumen final de la muestra en litros después de la preparaciéon de la muestra
W= Peso en kilogramos de la muestra himeda

S =% soélidos / 100

Siguiendo la citada metodologia se realizo una primera determinaciéon diagnostica
para encontrar los elementos traza que presentan mayores concentraciones asi

como problemas de toxicidad en el suelo donde se realizo este trabajo.

7.4 DETERMINACIONES EN PLANTA.

Las plantas de S. glauca tuvieron un monitoreo de sus niveles de clorofila a, b y total,
actividad de las enzimas guayacol peroxidasa (POD), catalasa (CAT), tamafo del
tallo y raiz, peso fresco y seco. Asi como también extraccién de proteina soluble y

cuantificacion para inicio del experimento (no se reportan resultados).

7.4.1 CLOROFILA A,BY TOTAL

Se extrajo y cuantificoé clorofila mediante el método de Arnon (1949). Para dicha
prueba se tomaron plantas de S. glauca con 5 meses de crecimiento a condiciones
controladas, correspondientes al tiempo cero asi como para los demads tiempos del
experimento. Se realiz6 una mezcla homogénea de las hojas de las plantas

identificando los estratos alto, medio y bajo.
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Se colocé 1 g de hoja en un mortero previamente enfriado y se le adicion6 5 mL de
una solucién fria (10° C) de acetona (C3HeO) al 80% y se maceré hasta obtener una

pasta homogénea.

Después la mezcla se centrifugd por 30 minutos a 6000 rpm en centrifuga Hettich
Mikro22R, se extrajo el sobrenadante de los tubos y se tomaron las lecturas a 645 y

663 nm en el espectrofotémetro Beckman DU530.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia se utilizaron las ecuaciones 13, 14 y
15 para obtener la concentracion de clorofila a, b y total (Ca, Cp, C¢) de las hojasen g

L.
C, = 0.0127Dge3 — 0.00269Dg,5  (13)
Cp = 0.0229D4,s — 0.00468Dge;  (14)
C.=C,+ Cp (15)

Donde Dsss y Dss3 representaron los valores de absorbancia a 645 y 663 nm de

longitud de onda.

7.4.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINA SOLUBLE

Para la extraccién y cuantificacion de proteina soluble en plantas se utilizo el
meétodo de Lowry y col. (1951). La extraccion se realizé a 1 g de hojas y 1 g de raices
de S. glauca, poniéndolas por separado en morteros previamente enfriados. Una vez
colocadas las muestras en los morteros se les adicion6 10 ml de la mezcla extractora
(2% PVP, 1mM EDTA, 50mM de Buffer de fosfatos pH 7, 1mM de acido ascoérbico,
0.05% tritén) hasta obtener una pasta homogénea que posteriormente se centrifugé
a 6000 rpm por 30 min en centrifuga Hettich Mikro22R, todo realizado bajo

condiciones frias (10°) para prevenir la desnaturalizacion de las proteinas.

Posterior a la centrifugacion se tomé 0.5 ml de sobrenadante pasandolo a viales de
25 ml. El mismo dia de la cuantificacion de proteinas se preparo el reactivo de
Lowry con las soluciones A (NaOH, NazCO3), B (CuS04.5H;0), C (C4H4Na206 .2H20),

mezcladas en la proporcion 100:1:1 respectivamente. Se tomaron los viales con las
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muestras y se les adicioné 0.7 ml de la soluciéon de Lowry mezclando en vortex,
posteriormente se incubaron por 20 min a temperatura ambiente. A la par de esto
se preparo un estandar de seroalbumina de bovino (BSA) el cual fue sujeto al mismo
tratamiento. En los 5 minutos finales a la incubacion se prepard el reactivo de Folin
(5 ml del reactivo de Folin Ciocalteu 2.0 N + 5 ml de H20 ultra pura) y se
adicionaron 0.1 ml a las muestras y blancos incubados, para posteriormente agitar
en vortex e incubando por otros 30 min en obscuridad a temperatura ambiente.
Pasado el tiempo de incubacion se agitaron de nueva cuenta en vortex. Se tomaron

las lecturas de las muestras en el espectrofotémetro Beckman DU530 a 750 nm.

7.4.4 ACTIVIDAD DE CATALASA (CAT) EC1.11.1.6

El ensayo de actividad de la enzima CAT (EC 1.11.1.6) se realizé mediante el método

de Kalir et al., (1984) y Badiani et al., (1990).

La muestra previamente obtenida en la extraccidon de proteina se filtré con 4 capas
de gasa y posterior a esto se centrifugé a 11500 rpm por 20 min en centrifuga
Hettich Mikro22R, para posterior uso del sobrenadante. Se colocé en un tubo de
ensayo los reactivos en el siguiente orden: 0.75 ml de buffer fosfato sédico 25 mM
(NazHPO4/NaH2P04) pH = 7 mas 0.75 ml de EDTA-Na 0.8 mM con 1 ml de H202 mM
y los 0.5 ml del extracto enzimatico obtenido del sobrenadante. Después de
adicionar los reactivos se agitaron los tubos en vortex, y se procedio con las lecturas
a 240 nm en el espectrofotémetro Beckman DU530, siguiendo la disminucién del
sustrato (H202) a través de la absorbancia en intervalos de 20 segundos durante 3
minutos. La actividad de CAT se expresé como pumol de H202 reducidos x mg prot! x

min-1.

7.4.5 ACTIVIDAD DE GUAYACOL PEROXIDASA (POD) EC1.11.1.7

La actividad de POD en los extractos enzimaticos de hoja y raiz, se evalué mediante

el método de Shah et al,(2001).

Se prepar6 una mezcla de reaccién con 1200uL de buffer 40mM de NaH2PO4 pH 6.1,
1350uL de guayacol mM, 400uL H202 2ZmM y 50puL de extracto enzimatico obtenido
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en la extraccién de la proteina soluble total y posteriormente se midi6 el incremento
en absorbancia a una longitud de onda de 420 nm durante un tiempo de 2 minutos
en intervalos de 30 segundos en un espectrofotometro UV visible Beckman DU530.
Se cuantificé la cantidad de H20; reducido con un coeficiente de extincién de 26.6

mM-1lcm-L

7.4.6 PRODUCCION DE BIOMASA

Durante el desarrollo del experimento, las plantas se midieron en su longitud de
raiz, asi como altura promedio del tallo al momento de ser plantadas para el
experimento (t=0), al igual que al momento que fueron extraidas y separadas en
hojas, tallo y raiz para realizar las cuantificaciones al dia 30 (t=2), 60 (t=3) y 90
(t=4) del experimento. Adicionalmente se obtuvo el peso en fresco y seco de la

biomasa.

7.4.7 CUANTIFICACION DE ELEMENTOS TRAZA

Se realizé la extraccion de elementos traza en la raiz, tallo y hoja de S. glauca, a
través del método 3050B de EPA al igual que en las muestras de suelo, utilizando
0.250mg de raiz, tallo y hoja de manera separada, usando de referencia los que se

encontraron en mayor medida en el suelo.

Una vez obtenido el extracto acido de planta se realizé la cuantificacion de los
elementos traza tanto en el tiempo cero, como al final del experimento mediante
espectrometro de emisién 6ptico con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
Perkin-Elmer optimus 7000 por el método 6010B de EPA. Usando como referencia
de cuantificacion los elementos traza encontrados en mayor medida en el suelo de
Natividad (As, Cd, Cu, Ni, Pb, Zn). Con los datos obtenidos de concentracion de
elementos traza en suelo y planta (raiz, tallo y hoja) se hizo el calculo del factor de

translocacion (TF) con la ecuacién 16 propuesta por Baker y Brook (1989)

TF = CS/CT (16)
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Donde:
Cs = Concentracion en brotes
C: = Concentracion en raiz

Los valores de TF > 1 indican que la planta transloca metales de manera efectiva de
la raiz a las partes aéreas de la planta. También con los datos de concentracién de

metales, se calcul6 el factor de bioacumulacién (BAF) con la ecuacién 17:

BAF = CP/C (17)
N

Donde:
Cp = Concentracion en parte aérea de planta
Cs = Concentracion en suelo

Los valores obtenidos se categorizan como hiperacumulador, acumulador y exclusor
a las muestras que acumulen > 10pg g1, > 1 y < 1 respectivamente, segin el método

de Ma et. al,. 2001.

7.5 DETERMINACIONES EN BIOSOLIDO

Con el fin de verificar que el biosélido utilizado en el compost es apropiado para su
aplicacion, se tomaron datos generados en el proyecto “evaluacién de suelos
salinos-sédicos mediante bioensayos y aplicacibon de mejoradores para Ila
produccién agricola” (Pérez-Buceta, 2012) para los siguientes parametros: metales
pesados (Cd, Cr y Pb), coliformes fecales y huevos de helmintos, los cuales se
realizaron mediante los procedimientos propuestos por la NOM-004-SEMARNAT-
2002 y la normatividad de la agencia de protecciéon ambiental de Estados Unidos
(US-EPA). Asimismo se realizé la determinacion de CIC, pH y conductividad a través
de la metodologia propuesta por la NOM-021-SEMARNAT -2000 y APHA 1989 las

cuales fueron descritas en la seccion de determinaciones en suelo.
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7.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Se determinaron las medias y desviaciones estandar de todos los datos, realizando
analisis de correlaciones para determinar posibles relaciones entre los valores de
los distintos parametros analizados en suelo y plantas, utilizando niveles de
significacién (p < 0.05) basados en el coeficiente de Person. Con el fin de establecer
si existen diferencias significativas entre los tratamientos se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) a los datos que cumplan con los supuestos del modelo para
realizar andlisis post hoc, mediante el test de Tukey. Los datos que no cumplieron
con los supuestos del modelo, fueron analizados mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal - Wallis. Todos los andlisis se hicieron utilizando el paquete estadistico

SPSS 17.0
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RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 SUELO

8.1.1 FISICOQUIMICOS

Para la adecuada utilizacion del bios6lido como enmienda biolégica se deben tener
en cuenta el cumplimiento a las especificaciones y limites maximos permisibles

la NOM-004-SEMARNAT-2002; los biosdlidos usados no

contemplados en

mostraron restricciones para uso en suelos agricolas (cuadro 7).

CUADRO 7 Caracteristicas fisicoquimicas del compost de biosélido y suelo de Natividad, Oaxaca
antes de la aplicacion de la enmienda.

VARIABLE Natividad Compost
Biosdlidos
Carbono orgénico % 3.82 13.7 *
Materia organica % 6.6 23.6 *
Nitrégeno total % 0.1 0.43 *
pH 6.87 5.6
Conductividad (dS m™) 0.008 0.012
CIC (meq 100 g™) 2.51 S.D.
% Limo 17.8 Orgénico
% Arena 69.5 Organico
% Arcillas 12.6 Organico
Clase textural Franco Organico
arenoso
Coliformes fecales ( NMP CF/g) S.D. 0.93 *
Huevos de helminto S.D. 0*
Cd,CryPb a < valores
cuadro Il *
Densidad real (g cm™) 1.38 S.D.
Capacidad retencion de agua 44.7 S.D.

a Los valores de metales se tratan en la seccién de elementos traza, * Valores de Peréz-Buceta, 2012,

S.D. sin determinar.
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Las caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas del suelo, se presentan en el cuadro
7y figuras 8 y 9. Mientras que el efecto de la adicién de compost de biosélidos en los
mismos parametros del suelo se presentan en cuadros 8 y 9, ademas de las figuras 8

y 9, los cuales se describen a continuacion.

El porcentaje de Materia Organica (% MO) present6 una disminucion con respecto
al valor inicial (3.8 % MO) en los tratamientos 1 (sin adiciéon de enmienda), 2 y
3(con enmienda 5% y 10% respectivamente y planta) y 5 (con enmienda en 5y 10%
, sin planta) a valores hasta un 75% menor (tratamiento 1) sin mostrar diferencias
significativas, excepto en el tratamiento 4 (15% enmienda y Simarouba glauca) y
tratamiento 5 (15% de enmienda sin Simarouba glauca) en la cual se increment6 12

y 15% el valor inicial respectivamente (Cuadro 8).

Los valores correspondientes al porcentaje de Carbono Organico (% CO) tuvieron
comportamientos relacionados al % MO, con una correlaciéon de 0.98 (p < 0.05)
respecto a % MO; derivada de la suposicion de que la MO contiene un 58% de

Carbono que se representa en el valor 1.724 de la ecuacién 10.

Las disminuciones en CO y MO se pueden atribuir principalmente a procesos de
mineralizacién 6 a procesos de lixiviacidn, considerando que la estructura inicial del
suelo presenta porosidad a simple vista y que las disminuciones son contrarias al
efecto relatado por Kim y Owens, (2010), y Guacaneme y Barrera-Catafio, (2007),
donde los incrementos de CO y MO son proporcionales a la adicién de biosélidos
ademas del incremento en las propiedades de retencion de humedad y estructura
del suelo. Cabe destacar que Kim y Owens, (2010) hicieron aplicaciones continuas,
en tanto que en el citado experimento y Guacaneme y Barrera-Catafio, (2007)
realizaron la aplicacion de biosélido estabilizado sin compostear a diferencia del
presente trabajo. El caso de los incrementos en T4 y T5 C puede atribuirse a la
presencia de una mayor cantidad de compost (15%); el menor incremento en T4 se
puede atribuir a procesos de transformaciéon y asimilacion de la planta y
microorganismos de la rizosfera, considerando la ganancia de biomasa que presento
Simarouba glauca en el experimento. Con el valor de T5 C como mayor incremento

con respecto a los demas tratamientos, se confirma el aporte de carbono y nitréogeno
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de la enmienda susceptible de mineralizacién, evidenciandose a través de la
disminucién de las cantidades iniciales y el consecuente crecimiento de S. glauca en
los demas tratamientos (cuadro 8). Por lo tanto resultara viable determinar la dosis
adecuada de compost de biosdlido a través del seguimiento a los consumos y
perdidas de carbono y nitréogeno en el suelo considerando que la presencia de
vegetacion incrementa la actividad rizosférica de microorganismos, asi como

aumento en la aireacién, degradacién y mineralizacion.

CUADRO 8 CIC, %N total, %CO y %MO en suelos de los distintos tratamientos después de 90 dias.
Los valores representan la media de tres replicados + desviacién estandar.

Variables
CIC (meq/100 g) % N total % C org. % Materia org.
1 22.7 £1.25 0.02 £0.05 2.310.0 4.0 £0.04
2 21.4£1.08 0.02 +0.0 2.8+0.01 4.8 +0.06
3 19.7 £1.80 0.02 +0.0 3.0+0.01 5.2 +0.07
Tratamientos 4 17.6 £1.87 0.03 +0.0 4.2 +0.01 7.3+0.0
5A 15.1 +£1.25 0.04 £0.01 2.5+0.0 4.4 +0.0
5B 17.1+1.25 0.04 £0.01 3.8 +0.01 6.5 0.0
5C 11.1+2.3 0.08 +0.0 4.4 +0.01 7.6 £0.0
Control 18 +0.0 0.004 0.0 2.7 £+0.01 4.6 +0.0

En la figura 8 se presentan los valores de pH, los cuales no muestra diferencias
significativas a los 90 dias en los tratamientos 1, 2 y 3 con un pH cercano a la
neutralidad (6.6-7.3). Sin embargo los tratamientos 2 y 3 con presencia de
Simarouba glauca y adicion de compost, mostraron el comportamiento mas
dinamico iniciando en valores moderadamente acidos (5.3 y 5.5) y llegar a los
valores neutros mencionados. Tanto los tratamientos control, 4 y 5 si mostraron
diferencias significativas con respecto a los demds tratamientos con presencia de
planta, teniendo valores finales en el rango de moderadamente acidos (5.1-6.5).
Comparativamente los tratamientos con enmienda y el control también presentaron
diferencias, mientras que el control oscilo entre 6.8 y 6.41 (valor inicial y final
respectivamente), los tratamientos 4 y 5 concluyeron con incrementos de hasta el
25% para el tratamiento 4 (figura 8). De acuerdo a los resultados obtenidos en pH se

puede confirmar lo mencionado en la literatura referente a la acciéon del compost de
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bios6lido como un elemento de ayuda en el incremento de pH, debido al aporte de
carbonatos contenidos en los bioso6lidos; ademas de a) adsorcion de los iones Al3+, b)
formando complejos solubles con los iones Al3*, y c¢) reemplazando los iones H* y
Al3+ de la solucidén del suelo por iones Ca2+ (Brady y Weil, 2002). Asimismo todos los
tratamientos con compost y planta tuvieron incrementos en el pH dentro del rango
de neutro (NOM-021-SEMARNAT-2000), y moderadamente acidos para
tratamientos sin planta, esto probablemente por la pérdida del efecto estabilizador
de los carbonatos debido al agotamiento la lixiviacion (Guacaneme y Barrera-
Catafio, 2007). Asimismo los incrementos presentados en tratamientos con planta
podria relacionarse con la capacidad de las raices para modificar el pH rizosférico
por la segregacion de iones H* debido a la absorcién de cationes provenientes de

procesos de mineralizacion del carbono organico que no se pudieron determinar.
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FIGURA 8 Efecto de la adicién de enmienda en el pH del experimento en T1 (A), T2 (O), T3 (O), T4
(¢), T5 A (m), B (®), C (#) y Control (A). Los valores representan la media basada en tres replicas
y las barras indican las desviaciones estandar.
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Con respecto a la capacidad de intercambio catiénico (CIC) del suelo, esta registro
un aumento significativo en todos los tratamientos (hasta 9 veces el valor inicial)
(cuadro 8). Estos incrementos no mostraron mayores diferencias entre los
tratamientos con uso de solo enmienda (T5 5%, 10% y 15%), enmienda con
presencia de Simarouba glauca (T2, T3 y T4) y con uso solo de Simarouba glauca
(T1). Con lo anterior se puede mencionar que: 1) la relacion que existe entre la CIC y
él % de materia organica, identificado por el aumento de cationes que favorecen el
almacenamiento de nutrientes. 2) La influencia del incremento de cationes en el
aumento de pH, con lo que se puede suponer una liberacién lenta de cationes,
preferentemente Ca, Mg, K y Na (Guacaneme y Barrera-Catafio, 2007). Con las dos
consideraciones anteriores se podria comprobar la influencia benéfica al adicionar
el compost. El valor de CIC en T1 podria indicar un adicional efecto inhibidor de
lixiviacion ocasionado por la presencia de Simarouba glauca, considerando el menor

contenido de materia organica (Cuadro 8).

Como se observa en el cuadro 9, todos los tratamientos tuvieron una disminucién
significativa en la conductividad eléctrica (p = 0.026) (T5 A > T3 > T1 > T2 > T4,
Control > T5 B > T5 C). Donde el tratamiento control presenté una mayor dindmica
en sus valores durante el experimento. Todos los valores del experimento se
encontraron en la categoria de efectos despreciables de salinidad (< 1 dS m-1). Tales
disminuciones pueden atribuirse al lavado de sales que sufrieron estos suelos a
causa de procesos de lixiviacién. Lo cual se confirmaria con las disminuciones de %
CO y %MO que se presentaron en T1, T2, T3 y T5 5%. En el caso del T4, T5 10%, T5
15% y probablemente el control, se puede encontrar una mayor influencia
posiblemente a la mineralizacion (Guacaneme y Barrera-Catafio, 2007)
considerando el incremento en % CO y a problemas de compactacion del suelo

derivado de la adiciéon de un mayor porcentaje de compost.
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CUADRO 9 Valores de conductividad eléctrica en ds m-! en los distintos tratamientos durante el
experimento. Los valores representan la media de tres replicados * desviacion estandar.

Tratamientos

Tiempo
(dias) 1 2 3 4 5A 5B 5C Control
0 0.008+0.0  0018:0.0 0012001 0.0180.001 0.0180.0 0.012+0.001  0.018 +0.0 S.D.
30  0.006+0.001 0.005+0.0  0.008+0.01 0.024 £0.048 S.D. S.D. S.D. 0.003 £0.0
60  0.005+0.001 0006%0.0  0.005%0.007 0.006 0.0 S.D. S.D. S.D. 0.008 +0.01

90 0.004 +0.0 0.010+0.005 0.005+0.040 0.008 +0.003 0.007 +0.0 0.014 +0.001 0.016 +0.0 0.004 +0.0

S.D. sin dato para la muestra.

8.1.2 3 - GLUCOSIDASA.

Los valores medios de actividad de 3-glucosidasa encontrados en este experimento
(figura 9) solo mostraron diferencias significativas (p > 0.001) entre los
tratamientos con uso del suelo de Natividad versus el suelo control, para él tiempo
inicial en el control, (0.18 p moles PNF/g de suelo seco h) el valor fue 150% mayor
con respecto a los otros tratamientos y en el tiempo final (0.32 p moles PNF/g de
suelo seco h ) 230% mas; con estos valores encontrados se verifica que el suelo
utilizado como control se encuentra menos perturbado (Cer6n y Melgarejo, 2005).
Sin embargo el tratamiento 4 uno de los que present6 mayores % de CO, parametro
relacionado con la actividad enzimatica (Pajares-Moreno et al., 2010) presentd una
de las menores actividades de [-glucosidasa a diferencia del T5 15%, que
correspondid a una de las mayores actividades enzimaticas con la presencia de un
alto % CO (4.43). A diferencia de lo encontrado por Morales-Chavez (2010) donde la
presencia de planta (leguminosas) y lodo signific6 una mayor actividad de [-
glucosidasa en suelos, en los tratamientos de este experimento no hubo diferencias
significativas entre la presencia y ausencia de Simarouba glauca, lo que nos puede
indicar que ante la perturbacion que presenta el suelo, la adicién de una enmienda
es de mas rapida respuesta. Con la consideracion que el suelo usado en el
experimento presenta cierto grado de perturbacion comparado con el suelo control,
se puede inferir que el suelo de Natividad se encuentra en una etapa inicial de

descomposicion de la materia organica (Navas et al.,, 2009) muy probablemente de

56




la adicionada con la enmienda bioldgica lo que representaria un efecto benéfico.
Con la finalidad de demostrar que las diferencias entre actividades del suelo control
(menos perturbado y menor contenido de materia organica) con respecto a los
demas tratamientos (suelo perturbado y mayor contenido de materia organica) se
deben a la presencia de elementos traza biodisponibles, seria necesario hacer
cuantificaciones del carbono organico disponible y del grado de mineralizacién, para
confirmar que el carbono organico disuelto se encuentra realizando funciones de
secuestramiento con elementos traza o que la materia organica disponible no se

encuentra labil para la enzima en estudio.
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FIGURA 9 Actividad f-glucosidasa al tiempo cero y 90 dias del experimento (tiempo 4) del
experimento. Se presentan valores medios de tres replicas, barras indican + desviacion estandar.

8.1.3 ELEMENTOS TRAZA

Los elementos traza totales en el suelo presentan un interesante campo de estudio
debido a que concentraciones elevadas (dependiendo el elemento traza) pueden
intervenir negativamente en la absorciéon y transporte de nutrientes basicos.
Kabata-Pendias y Pendias (2001) muestra que los principales pardmetros que

regulan los procesos de lixiviacion y complejacion de elementos traza son:

1. Valoresde pHyeH
2. Fraccion granulométrica fina (<0.02 mm)

3. Materia Organica

57




4. Oxidos e Hidréxidos principalmente de Fe, Mn y Al

5. Microorganismos.

Los elementos traza pseudo-totales presentes en el suelo de Natividad (cuadro 10)
no mostraron el efecto esperado con la adiciéon del compost de biosélidos, excepto
para el Pb y solo en el tratamiento 4. Dicho efecto consiste en incrementar la
movilizacidon y biodisponibilidad para probar a Simarouba glauca, como especie

acumuladora o estabilizadora de elementos traza.

CUADRO 10 Valores de concentracién de elementos traza pseudo-totales en mg kg1 de suelo base
seca, para suelo de natividad y suelo control en tiempo cero del experimento. Los valores

representan la media de tres replicas £ desviacién estadndar.

Metal Natividad Control
Ni 3.98 +0.02 1.80+0.01
Zn 157.15+0.85 | 13.36+0.07
Pb 68.86 + 0.11 1.89 £ 0.03
Cu 11.73 £ 0.08 3.37+0.01
cd 0.720 0.0 0.0
As 0.072 +0.0 0.0

Los incrementos en las concentraciones de todos los tratamientos excepto en
algunos elementos traza de T4, control y T1 (cuadro 11), mostraron incluso niveles
dentro del rango de fitotdéxicidad para Pb (100 - 400 mg kg1) y Zn (70 - 400 mg kg-
1). Los resultados muestran un comportamiento similar al encontrado por Pérez-de-
Mora et al, (2006) donde las concentraciones pseudo-totales de Cu y As se
incrementaron debido a la adicion de enmiendas provenientes de residuos,
mientras que para Cd, Pb y Zn el comportamiento es poco claro y se atribuye a la
heterogeneidad del muestreo. En el caso del Pb los niveles fitotdxicos en suelo se
presentaron a los 90 dias (tiempo 4) del experimento, en los tratamientos 2, 3 y 4,
en este ultimo rebasando el intervalo de fitotoxicidad en suelo. Para el caso del Zn

los niveles fitotéxicos se presentaron desde el inicio del experimento en los
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tratamientos que usan el suelo proveniente de Natividad, mostrando una ligera
disminucién en el valor final de T4, sin diferencias estadisticamente significativas
(cuadro 11). Las concentraciones de Ni, Cd y As fueron mas altas en los tratamientos
con suelo de Natividad (cuadro 11), excepto para el T4 y T1 en As a los 90 dias del
experimento y para el control en Cd y As. Los incrementos en Ni, Cd y As se dieron
sin llegar a niveles de fitotoxicidad, 10 - 100 mg kg'!, 3 - 8 mg kg! y 20 mg kg1
respectivamente. Se presentaron diferencias estadisticamente significativas solo con
el tratamiento control en As (p=0.036) y Cd (p=0.015). Al igual que el Pb, el Cu
mostré incrementos en todos los tratamientos sin diferencias estadisticamente
significativas, mas que las atribuibles a la variable tiempo (p =0.044), y sin alcanzar

concentraciones dentro del intervalo de fitotoxicidad (60 -125 mg kg1).

Los incrementos descritos anteriormente en T1 y en mayor medida en T2 y T3,
podrian estar relacionados con la presencia de materia organica y el incremento en
pH. Este ultimo parametro reviste un particular interés debido a lo encontrado por
Kabata-Pendias y Pendias (2001), donde el Cd, Cu, Ni, Pb y Zn presentan una alta
afinidad para reaccionar con carbonatos, co-precipitandose y pudiendo ser
adsorbidos por 6xidos principalmente de Fe y Mn, que para este caso tanto el
incremento de MO como de pH, estuvo relacionado con la adiciéon del compost de
bios6lido, que ademdas es una importante fuente de carbonatos. Debido a los
incrementos que se presentaron en el tratamiento control se puede atribuir un
efecto adicional a la presencia de Simarouba glauca, considerando los procesos en
los que se involucran las raices tales como: a) asimilacion/ producciéon de
cationes/aniones, b) liberacion de acidos organicos y consumo de COz y Og, c)
reacciones redox (Pérez-de-mora et al, 2006). A pesar del incremento en las
concentraciones de elementos traza, se considera un resultado ventajoso la
inhibiciéon de la movilidad de elementos traza en suelo, debido a la adicién de
compost de biosdlido. Sin embargo como lo describieron Madejon et al. (2006), la
solubilidad y biodisponibilidad de elementos traza puede ser mas importante que
las concentraciones pseudo-totales en los suelos contaminados para estudios de

fitorremediacion.
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Cuadro 11 Valores de concentracién de elementos traza pseudo-totales en los tratamientos (1=suelo +
planta; 2= suelo + planta + enmienda 5%; 3= suelo + planta + enmienda 10%; 4= suelo + planta + enmienda
15%; control = suelo control) después de 90 dias en mg kg-! de suelo base seca. Los valores representan la media
de 3 replicados * desviacion estandar.

Metales Tratamientos

1 2 3 4 Control
Ni 5.34 £ 0.009 6.11+0.021 7.19+£0.029 3.65+0.03 1.91+0.009
Zn 240.3+1.49 276.2+1.42 312.0+1.04 150.4+0.720 3.70+ 0.107
Pb 91.06 £ 0.108 110.9+0.44 124.7+0.115 558.4+ 1.82 2.21+0.023
Cu 19.41+ 0.064 20.6+ 0.06 25.26+ 0.029 16.65+ 0.109 3.62+0.017
Cd 0.84+0.015 1.01+ 0.009 1.08+ 0.0 0.62+ 0.0 0.12+ 0.0
As 0.066 £0.241 0.087 £0.414 0.094 £ 1.29 0.038 £ 0.315 0.00

Las concentraciones solubles de CaCl; de los elementos traza encontradas en el
experimento son los primeros resultados obtenidos para la zona de Natividad. Estos
resultados muestran una disminucién en la concentracién de los elementos traza
analizados excepto para el Cd, para el que todos los tratamientos mostraron un
incremento de la solubilidad. Estas concentraciones solubles por CaCl> son
ampliamente utilizadas debido a que simulan la fase de solucién del suelo para
estimar el contenido de elementos traza biodisponibles (Kabata-Pendias y Pendias,
2001). Asimismo las concentraciones solubles (CaClz) de los elementos traza
analizados en suelo, no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, salvo algunas excepciones para Cu, Cd y As. Sin embargo se aprecia al
control que mantuvo concentraciones solubles en cero excepto para el Cd (figura
12a), lo que nos podria indicar que durante la germinaciéon de las semillas de

Simarouba glauca hubo presencia de Cd.

En el caso de la concentracion soluble de Ni (figura 10 a), se encontré un incremento
de 316 %, en T5 C con respecto a T 4, efecto que puede atribuirse a la presencia de S.
glauca, ya sea por accion de inhibicion 6 incremento causado por la presencia de la
enmienda en un 15%. Tal efecto se puede relacionar a la presencia de acidos
organicos, que posiblemente muestra la correlaciéon encontrada entre MO del suelo

y concentracion soluble de Ni (cuadro 12).

60




035 7
0.30
0.25
0.20

0.15 -+

mg Ni /Kg de suelo

0.10 +

0.05 -+

0.00

a) tiempo (dias)

20.00 |
18.00
16.00
14.00
12.00
10.00

8.00 -+

mg Zn/Kg de suelo

6.00 -
4.00 +

2.00 -

0.00

tiempo (dias)
A—T1 -T2 ——T3 T4 —8—T55% —e—T510% —e—T515% —&—Control

FIGURA 10 Concentracion soluble (CaClz) de Ni y Zn en los distintos tratamientos. Se presentan
valores medios de tres replicas, barras indican desviacion estandar.
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Aunque las concentraciones solubles de Zn fueron las mas altas que se presentaron,
a los 90 dias todos los tratamientos disminuyeron a practicamente cero (figura 10
b), siendo mas notorio este comportamiento en el T2 posiblemente debido a su bajo

pH inicial (5.3). Mostrando el mismo efecto para Pb, Ni y Cu (figura 11 y 10 a).
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FIGURA 11 Concentracién soluble (CaCl2) DE Pby Cuen T1 (A), T2 (O), T3 (O), T4 (¢), TS5 A (m),
B (®), C (#) y Control (A). Se presentan valores medios de tres replicas, barras indican desviacién
estandar.
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FIGURA 12 Concentracién soluble (CaClz) de Cd y As en T1 (A), T2 (O), T3 (O), T4 (¢), TS A(m), B
(®), C (#) y Control (A). Se muestran valores medios de 3 replicas, barras indican desviacién
estandar.
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La correlacidon inversa entre la concentracion soluble de Cu y pH, queda de
manifiesto en la figura 11, donde las concentraciones solubles iniciales se presentan
en T5 A, B y C; los cuales son los pH mas bajos, y se incrementan en % del 10,5y 16
respectivamente, para disminuir a valores de cero, con una diferencia
estadisticamente significativa en los tratamientos con uso de enmienda (p=0.001).
De esta manera se comprueba que la concentracion soluble de Cu es fuertemente
influenciada por el pH (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Con respecto a las
concentraciones solubles de As y Cd, destacan las diferencias estadisticamente
significativas para As en tiempo 2 (30 dias) (p= 0.046), asi como para Cd (p=0.001)
en tiempo 4 (90 dias).

Debido a la dinamica observada en el experimento, se puede determinar que el
compost de biosélido utilizado resulto efectivo para reducir las concentraciones
solubles (CaClz) de Zn, Pb, Cu y As. Lo anterior se vincula con el comportamiento
descrito por Madejon et al. (2006), el cual consiste en que los incrementos de pH
disminuyen la movilidad de los elementos traza catidénicos, incrementando la
capacidad de adsorcién. En el presente experimento también se valido dicho

comportamiento (Cuadro 12), excepto para Cd y Ni.

En el caso del Cd, el incremento de solubilidad a pesar de los incrementos de pH
nos indicaria tal como lo menciona Kabata-Pendias y Pendias (2001) que la
solubilidad de este elemento traza en suelos con pH >5.5 esta mayoritariamente
influenciado por el contenido de Mn y Fe asi como la formaciéon de 6xidos e
hidréxidos de estos elementos. Con respecto a la concentracion soluble de Ni se
atribuye, a que su solubilidad esta inversamente relacionada con el pH del suelo, y
se ha encontrado mas relacionada con la materia organica en los horizontes

superficiales del suelo (Kabata-Pendias y Pendias, 2001).
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CUADRO 12 Correlaciones de pH y materia organica con la concentracién soluble de elementos
traza.

Ni Zn Pb Cu Cd As
pH 124 -.163 -.291 -592" 302 -.305
MO .369* 135 147 230 -.245 252

*p=0.01,*p=0.05
8.2 PLANTA

8.2.1 ELEMENTOS TRAZA

El estudio de los elementos traza en Simarouba glauca tenia especial interés debido
a la hipotesis planteada y el objetivo de evaluar a Simarouba glauca como especie
con posible potencial fitorremediador, ademdas de dar seguimiento al efecto de los
biosolidos en suelos que presentaron niveles fitotoxicos para Zn y Pb. La respuesta
de Simarouba glauca fue particularmente interesante para el Zn, Cu y Ni (figuras 13,
14 y 16) los cuales presentaron concentraciones dentro del intervalo considerado
como nivel normal en plantas superiores (15 - 150 mg kg1, 3 - 20 mg kg1, 0.1 -5
mg kg1) y sobre todo para el Pb (figura 15) que tuvo concentraciones sobre el

intervalo (2 - 5 mg kg'1) (Chaney, 1989).

De manera general este experimento mostrd diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre la absorcion de elementos traza por parte de

Simarouba glauca para los suelos con y sin adiciéon de enmienda.

Bajo las condiciones experimentales usadas se puede notar que el Tratamiento 1
(sin enmienda) presento en general las concentraciones mas altas en tejido (hoja,
tallo y raices) de Simarouba glauca, pero no present6 el pH mas bajo de los
tratamientos, con lo que podemos confirmar que la adicién de la enmienda de
compost de bioso6lidos disminuye la concentracion soluble (CaClz) de los elementos
traza presentes en el suelo del experimento. El mecanismo de absorcién de

elementos traza depende principalmente de la especie y edad de la planta, pH,
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concentracion de substancias organicas, concentracion de elementos traza, régimen
de humedad, contenido de arcilla, capacidad de intercambio catidnico,
concentracion de fosforo y de la constante de estabilidad del complejo 6rgano-
metalico (Alva et al, 2000). Un comentario especial merecen las condiciones
climaticas como la temperatura y fenémenos de flujo de agua, que han mostrado su
influencia en la absorcién de elementos traza; siendo generalizado una mayor
absorcion de elementos traza por plantas en ambientes con altas temperaturas (> a

25°C) (Kabata-Pendias y Pendias, 2001).

En el caso del Zn la concentraciéon en raiz fue significativamente mayor en
comparacién con hoja (p=0.031) y su reduccion fue gradual en tallo y hoja
respectivamente, encontrando también diferencias entre tallo y hoja (p=0.006) a los
90 dias del experimento (figura 13). No se rebaso el intervalo considerado normal
en plantas superiores (15 -150 mg kg1). Corresponde al T1 las concentraciones mas
altas en raiz, tallo y hoja, encontrando diferencias significativas, con el T4 (p=0.026)
y el control (p=0.040), para el T4 estas diferencias podrian estar relacionadas con la
disminucién en la movilidad que presento el Zn, y para el control se puede asumir
debido a las bajas concentraciones encontradas. Las concentraciones de Zn en tejido
de Simarouba glauca tuvieron diferencias entre el inicio y final del experimento
(p=0.039) en todos los tratamientos y se encontré que las concentraciones
mostraban el siguiente comportamiento: raiz > tallo > hoja. Asimismo para el Zn, se
observo a través del factor de translocaciéon (TF) (cuadro 14); que en todos los
tratamientos excepto el control se transloca efectivamente el Zn de raiz a la parte
aérea, y por el contrario para el factor de bioacumulaciéon (BAF) (cuadro 13) solo el
tratamiento control muestra a Simarouba glauca como una planta acumuladora de
Zn. Sin embargo el factor BAF debe tomarse con cautela, debido a los niveles tan

bajos encontrados en el control.
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FIGURA 13 Concentraciéon de Zn en tejidos de Simarouba glauca. Los valores representan la media
de tres repeticiones. Las barras indican desviacion estandar.

Las concentraciones de Cu en los tejidos de Simarouba glauca (figura 14) no
mostraron diferencias significativas entre tallo y hoja, pero si entre hoja y raiz
(p=0.019), donde la concentracidn fue superior sin exceder el nivel considerado
como normal en plantas superiores (3 - 20 mg kg1). Las mayores concentraciones
se presentaron en el T1 que solo presento diferencias significativas con respecto a
T4 (p=0.031) que no hubo deteccidon en la medicion al igual que en tratamiento
control para tallo y hoja; asumiendo este comportamiento como normal debido a la
reduccion de la concentracion soluble ocasionada por la adicién de la enmienda de
biosolido. En el caso de este elemento traza el factor de bioacumulaciéon mostro6 a
Simarouba glauca como una especie exclusora de Cu, asi como un interesante
comportamiento en T3 que mostré una buena capacidad para translocar Cu de raiz a
parte aérea (TF >1). El comportamiento encontrado en T3, sugiere realizar mayores
estudios considerando la actividad biolégica que presenta el Cu en los organismos y
lo descrito por Madejon y Murillo (2004) respecto a que el Cu se acumula
preferentemente en raices impidiendo su transporte masivo a la parte aérea.

Asimismo Kabata-Pendias y Pendias (2001) ha descrito que las altas
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concentraciones de Cu en partes areas se presentan Unicamente en las fases de

crecimiento intenso.
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FIGURA 14 Concentracién de Cu en tejidos de Simarouba glauca. Los valores representan la media
de tres repeticiones. Las barras indican desviacién estandar.

Para el caso del Pb se obtuvieron concentraciones mayores al intervalo considerado
normal en plantas superiores (2 - 5 mg kg1) sin alcanzar niveles de fitotoxicidad
(30 - 300 mg kg1) (Chaney, 1989). Las mayores concentraciones se presentaron en
raiz de Simarouba glauca (figura 15), mostrando diferencias con respecto a la
concentracion en tallo (p=0.028) y hoja (p=0.022) sin encontrar diferencias entre
tallo y hojas, con lo cual se puede visualizar el efecto descrito por Madejon et al,,
(2004) en el que las plantas suelen realizar una acumulacion preferencial de Pb en
sus raices evitando asi los niveles fitotéxicos que afectan los principales 6rganos
fotosintéticos. Asimismo, se observé una vez mas que la presencia del compost no
incremento las concentraciones en planta a pesar de que el suelo de T2, T3 y T4
mostré concentraciones dentro del intervalo de fitotoxicidad (100-400 mg kg1)

(Ross, 1994); sin embargo se encontré un TF > 1 en los tratamientos 3 y 4. También
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se presentd un factor BAF en el tratamiento control que ubica a Simarouba glauca
como especie acumuladora de Pb, en ciertas condiciones fisicoquimicas y biologicas
del suelo, asi como de concentracion de Pb. Razon que no hace posible declarar a

Simarouba glauca como especie acumuladora a pesar del valor BAF encontrado.
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FIGURA 15 Concentracién de Pb en tejidos de Simarouba glauca. Los valores representan la media
de tres repeticiones. Las barras indican desviacion estandar.

Las concentraciones de Ni en los tejidos de Simarouba Glauca (figura 16) solo
mostraron diferencias significativas entre raiz y tallo (p=0.007) encontrandose estas
concentraciones junto con las de hoja dentro del intervalo considerado como
normal en plantas superiores (0.1-5 mg kg1). Entre tratamientos Unicamente se
observaron diferencias significativas entre T1 y T4 (p=0.031). Considerando que las
concentraciones solubles de Ni fueron de las pocas que presentaron valores con
relevancia para ser discutidas desde el punto de vista de absorcién por la planta, el
efecto descrito para la concentracidn soluble (CaClz) en T4 y las correspondientes
bajas concentraciones encontradas en planta; se pueden atribuir a una posible

inhibicién ocasionada por la presencia de mas altas concentraciones pseudo-totales
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de Zn y Cu, y de Zn para el caso de planta; tal como lo menciona Kabata-Pendias y
Pendias, (2001) en donde Cu*?, Zn*2 y Fe*2 inhiben la translocacion de Ni de raices a
hojas. Dicha inhibiciéon se manifiesta de manera mas notable en el tratamiento
control donde el TF fue menor a 1. Con respecto al BAF se encontré un
comportamiento exclusor que también podria estar influenciado por la presencia de
Cu*? y Zn*2, Adicionalmente no podemos atribuir efectos téxicos en Simarouba

glauca por la concentracion presente de Ni.
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FIGURA 16 Concentracién de Ni en tejidos de Simarouba glauca. Los valores representan la media
de tres repeticiones. Las barras indican desviacion estandar.

El As y Cd, dos de los elementos potencialmente mas tdxicos, no alcanzaron
concentraciones de relevancia. Para el caso del As (figura 18) sus niveles estuvieron
muy por debajo del limite de fitotoxicidad (3 - 10 mg kg'1) sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos o sitios de alojamiento del
elemento traza, ademas de presentar valores detectables tinicamente en T1 y T3.

Asimismo, los valores de TF y BAF fueron para todos los tratamientos menores a 1.

En el caso del Cd (figura 17) las concentraciones en el tejido de Simarouba glauca
estuvieron en el intervalo considerado normal (0.1-1 mg kg?1), encontrando

diferencias significativas entre hoja y raiz (p=0.017). Coincidiendo con lo reportado
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por Kabata-Pedias y Pendias, (2001) referente a la relacion entre el Cd en planta
versus el Cd presente en el medio, podemos asumir que la Unica diferencia
significativa se presento debido a las concentraciones solubles que fueron mayores
entre los suelos provenientes de natividad y el control (p=0.047). En general se ha
reportado al Cd como un elemento traza efectivamente absorbido a pesar de no ser
considerado un elemento esencial en procesos metabdlicos. A pesar de un factor
BAF > 1 en el tratamiento control para Cd en Simarouba glauca no puede aseverarse
que se trata de una especie acumuladora, debido a los bajos valores de Cd en el
suelo control; por otra parte Simarouba glauca mostrdé ser efectiva en la

translocacion de Cd (TF > 1) en todos los tratamientos.
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FIGURA 17 Concentraciéon de Cd en tejidos de Simarouba glauca. Los valores representan la media
de tres repeticiones. Las barras indican desviacion estandar.
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FIGURA 18 Concentraciéon de Pb en tejidos de Simarouba glauca. Los valores representan la media
de tres repeticiones. Las barras indican desviacién estandar.

La nula presencia de efectos toxicos y las altas concentraciones de Zn y Pb, sin llegar
a niveles de fitotoxicidad, motivan a continuar con el andlisis de la planta a un nivel
mas especifico para identificar los procesos de descontaminacién de elementos
traza en suelos que pudieran estar relacionados con compuestos organicos
liberados por las raices de Simarouba glauca 6 por microorganismos asociados a las
raices. Ademas de poder confirmar el mecanismo de consumo del elemento traza,
donde Kabata-Pendias y Pendias (2001) menciona que el Zn es preferentemente
absorbido de manera activa (via metabdlica) y el Pb es preferentemente absorbido

de manera pasiva (no metabolica).
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CUADRO 13 Factor de bioacumulacién de los elementos traza analizados en los distintos

tratamientos. Los valores representan el valor medio de tres repeticiones. * desviacién estandar.

Factor de Bioacumulacion ( BAF) Ma et al., 2001
T1 T2 T3 T4 control

Ni |0.344+0.001 [ 0.255+0.001 | 0.259+0.003 | 0.259 +0.007 | 0.793 + 0.004
Zn (0.260+0.003( 0.130+0.0 | 0.122+0.001 | 0.089 +0.005 | 2.755+0.107
Pb 0.104+0.0 0.066 £ 0.0 0.097 +0.001 0.003+0.0 1.705 £ 0.037
Cu | 0.229+0.002 | 0.126+0.0 0.163+0.0 0.000 0.261 + 0.006
Cd | 0.476 +0.008 | 0.277+0.002 0.296 +0.0 0.452+0.0 2.333+0.0
As 0.000 0.000 0.018 £ 0.0 0.000 0.000

Al analizar el resultado conjunto de la adiciéon del compost con la presencia de

Simarouba glauca se encontraron interesantes efectos, debido a que los
tratamientos que incluyeron Simarouba glauca mostraron invariablemente un
aumento en la concentracion pseudo-total de elementos traza en suelo, excepto para
el As en tratamiento 1 (sin enmienda) y 4 (15% de enmienda), Zn en tratamiento
control y T4, ademas de Ni y Cd en T4. Tal comportamiento podriamos vincularlo
como un indicador del efecto estabilizador de Simarouba glauca en la rizosfera y al
efecto demostrado en este experimento, referente a la reduccién en la movilidad de
los elementos traza por adicion de la enmienda. Las anteriores aseveraciones se
fundamentan en que las concentraciones mas elevadas fueron encontradas en el
siguiente orden: raiz > tallo > hoja. Asimismo los casos que mostraron diferencias,
se pueden atribuir a: 1) la capacidad de la planta por absorber As en el tratamiento
1,y su lixiviacion en T4, aunque sin contar datos para respaldar esta ultima teoria, y
2) la elevada absorcion de Zn, considerando que es un elemento traza con funciones
bioldgicas conocidas, esta mayor absorcion de Zn la vemos reflejada en las altas
concentraciones (3 veces mayor que Pb y 30 veces mayor que Ni) encontradas en

raiz, tallo y hojas de Simarouba glauca, derivando en una posible interferencia en la

absorcion de Ni, Cuy en menor medida Pb y Cd.
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CUADRO 14 Factor de translocacion para los elementos traza analizados en los distintos
tratamientos. Los valores representan el valor medio de tres repeticiones. * desviacién estandar.

Factor de Translocacion ( TF ) Baker & Brooks, 1989

T1 T2 T3 T4 control
Ni 1.160 + 0.017 1.300+0.0 1.609 + 0.020 | 1.690 + 0.041 0.905+0.0
Zn 1.082 +0.007 | 1.295+0.007 | 1.148+0.10 | 1.891 +0.098 0.550 £ 0.013
Pb 0.471+ 0.001 | 0.754 £ 0.006 | 1.043+£0.012 | 1.079+£0.101 0.331 £ 0.008
Cu 0.627 £ 0.008 | 0.709 + 0.004 1.062 + 0.0 0.000 0.392 £+ 0.013
Cd 1.111+0.0 1.167 %+ 0.0 1.333+ 0.0 1.750£0.0 2.333+0.0
As 0.000 0.000 0.366 £ 0.067 0.000 0.000

Como se ha demostrado de acuerdo al factor de bioacumulacién usado por Ma et al.,
(2001) Simarouba glauca no es una planta hiperacumuladora (BAF >10), pero si
acumuladora (BAF > 1) de Zn, Pb, y Cd. Sin embargo al presentarse inicamente en el
control, el cual cuenta con bajos valores de elementos traza resulta pertinente no
dar la clasificacion de acumuladora a Simarouba glauca. Asimismo se puede
dilucidar un potencial efecto inmovilizador de Ni y Cu. Resulta especialmente
ventajoso lo encontrado para Pb, Cd y Ni ya que son elementos traza sin ninguna
funciéon biolégica conocida hasta el momento y no representaron efectos adversos

en S. glauca.

8.2.2 CRECIMIENTO Y NIVELES DE CLOROFILA

Los resultados de crecimiento (altura, longitud de raiz y peso seco) y niveles de
clorofila demostraron que las concentraciones de elementos traza en los tejidos de
Simarouba glauca no ocasionaron efectos por fitotoxicidad, asi como también se
demostré el efecto favorable de la adicion de una enmienda bioldgica sobre el
crecimiento vegetal. Con respecto a los valores de Clorofila “a”, “b” y total (cuadro
15) no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos,
aspecto que resulta positivo considerando la presencia de concentraciones por
encima del intervalo normal (Pb) y concentraciones cercanas al limite superior (Cu)
en los tratamientos que se uso suelo proveniente de Natividad, asi como

concentraciones de elementos traza solubles en valores igual a cero en el
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w_n”

tratamiento control. Los valores de clorofila total y “a” mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre tiempo cero y cuatro (p=0.017) para todos los

tratamientos, efecto que podemos atribuir al crecimiento de las plantas.

CUADRO 15 Concentracién de clorofila a, b y total en hojas de Simarouba glauca para los distintos

tratamientos. Los valores representan el valor medio de tres repeticiones. + desviacién estandar.

-, |tiempo Tratamientos
gL .
(dias) 1 2 3 4 Control

© O 0.0191+0.013 | 0.0191+0.013 | 0.0191+0.013 | 0.0191#0.013 | 0.0191 % 0.013

5w 30{ 0.0231+0.014 | 0.022+0.010 | 0.0254+0.007 | 0.0333+0.008 | 0.0289 +0.011

g ;9 60| 0.0283+0.011 | 0.0374+0.019 | 0.0364+0.011 | 0.0558+0.015 | 0.0342 +0.005

90| 0.0559+0.011 | 0.0611+0.006 | 0.0607 +0.008 | 0.0366 +0.005 | 0.0205 * 0.006

= O 0.0108+0.006 | 0.0108+0.006 | 0.0108+0.006 | 0.0108 +0.006 | 0.0108  0.006

}_2 30| 0.015:0.008 | 0.0127 +0.006 | 0.016+0.004 | 0.0202+0.005 | 0.016 +0.007

§ 60| 0.0178+0.006 | 0.0212+0.008 | 0.0225+0.006 | 0.0268+0.002 | 0.0203 + 0.003

O 90| 0.0282+0.002 | 0.0287+0.001 | 0.0302+0.001 | 0.023+0.002 | 0.0116 *0.005

* 0| 0.0102+0.007 | 0.0102+0.007 | 0.0102+0.007 | 0.0102+0.006 | 0.0102 *0.007

.=c_2 30| 0.0081+0.006 | 0.0099+0.004 | 0.0093+0.002 | 0.013+0.003 [ 0.0127 +0.004

§ 60| 0.0018+0.004 | 0.0157+0.012 | 0.0138+0.004 | 0.0278+0.013 | 0.0139 +0.002

o 90| 0.005+0.018 0.032 + 0.007 0.03 + 0.007 0.0135 +0.002 | 0.0084 +0.002

En el tratamiento 4 y en el control el contenido de clorofila a, b y total mostraron un
incremento en el tiempo 3 (60 dias) para disminuir en el tiempo 4 (90 dias), solo
para clorofila b en el tratamiento control la disminucion representé tener un menor
nivel de clorofila al registrado al inicio del experimento. Tal circunstancia la
podriamos atribuir a que las plantas del tratamiento control mostraron un mayor

crecimiento en la elongacion radical comparado con el crecimiento en la parte aérea.

Para el caso de altura, las plantas mostraron incrementos con diferencias
significativas entre el T2 y T1 (p=0.028), asi como T2 versus control (p=0.005),

ademas del T4 con respecto al control (p=0.010). Tales diferencias podrian estar
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relacionadas con un mejor aporte nutricional proporcionado por la enmienda
adicionada en T2 (10%), la cual presento las mayores alturas. Con respecto al
desarrollo de las alturas en todos los tratamientos durante el tiempo que duro el
experimento no se mostro6 una diferencia significativa (figura 19), teniendo una tasa
promedio de crecimiento de 1.4 cm por mes, sin encontrarse bibliografia sobre esta
variable. Caso inverso se presentd para longitud de raiz (figura 20) donde las
diferencias significativas Unicamente estuvieron dadas por la variable tiempo
(p=0.010), y los mayores incrementos se dieron en el control (150%) y los menores
en el tratamiento 4 (35%), efectos atribuibles en el caso del control (sin enmienda)
a la presencia de menor materia orgdnica asimilable en el suelo lo que repercute en
un aumento de la elongacién radical de Simarouba glauca y por consiguiente un
mayor peso fresco. El caso del tratamiento 4 que mostr6 una menor longitud de raiz
(figura 20) y una mayor altura, nos puede mostrar que la planta incrementa la
actividad bioldgica en procesos de crecimiento en area foliar por la disponibilidad
de nutrientes en la zona radical, disponibilidad derivada de la adicién de enmienda
en un 15% con respecto al peso total de las unidades experimentales usadas. En el
T1, Simarouba glauca mostré una disminuciéon del 5% en altura e incrementos
discretos para longitud de raiz y peso (15% y 10%, respectivamente) efecto que
podemos atribuir a la accion particular del Pb, el cual se encontré en mayor medida
para dicho tratamiento, aunque sin alguna afectacién aparente a los principales
organos fotosintéticos, como se menciono en la seccion correspondiente a niveles de
clorofila en planta. Los valores de peso seco y fresco no mostraron diferencia

estadisticamente significativa.
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FIGURA 19 Cinética de crecimiento en altura de Simarouba glauca para T1 (A), T2 (), T3 (O), T4
(¢) y Control (A). Los valores representan la media de tres repeticiones. Las barras indican
desviacién estandar.

Al igual que los efectos en los resultados de crecimiento, los niveles de clorofila (a, b
y total) (cuadro 15), demostraron que las concentraciones de elementos traza en los
tejidos de las hojas de Simarouba glauca no resultaron toxicas. El contenido de
clorofila no mostré diferencias significativas registrando aumentos (3.3 veces) en
todos los tratamientos excepto en las plantas del tratamiento 4 que mostré
incrementos mas discretos (2 veces) y las cuales tenian mayor presencia de
enmienda (15%), asi como en las plantas del tratamiento 1 y control que registré
disminucién (50% y 20% respectivamente) en los contenidos de clorofila b,
recordando que dichos tratamiento no tuvieron presencia de la enmienda.
Asimismo la disminucién podria estar relacionada con la presencia de elementos
traza en hoja, considerando que las concentraciones en hojas fueron
comparativamente mas altas en los tratamientos sin adicién de enmienda y con un

mayor porcentaje (15%) de la misma (T1>T4>control>T3>T2).
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FIGURA 20 Cinética de crecimiento en longitud de raiz de Simarouba glauca para T1 (A), T2 (0),
T3 (O), T4 (¢) y Control (A). Los valores representan la media de tres repeticiones. Las barras
indican desviacién estandar.

8.2.3 ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para el presente experimento se considerd la exposicion de Simarouba glauca al
estrés oxidativo provocado por la presencia de elementos traza en el suelo de
Natividad, poniendo especial énfasis en el Pb, Zn, Cd y Ni de acuerdo a lo expuesto
en la seccion 6.2.1. Todos los ensayos enzimaticos fueron realizados a partir del

extracto de proteina soluble sin purificar que se obtuvo de hojas y raiz.

La catalasa es una de las enzimas clave en la remocién del H202, ademas de ser la
principal 6xidorreductasa que elimina el H;0z a través de la transferencia de dos
electrones produciendo Oz y H20. Para nuestro experimento no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para los valores de
CAT en hoja y raiz, sin embargo en el caso de CAT en hoja (figura 21) se encontr6 un
incremento de actividad de catalasa para los tratamiento 2, 3 y 4 de 167%, 105% y

205% respectivamente, ninguno relacionado con la presencia de elementos traza;
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que en el caso del Pb estuvo por encima de la concentracion normal en plantas (2 -
5 mg kg1), nos indicaria que los incrementos estdn mas relacionados con la
presencia de sales provenientes de la aplicaciéon de la enmienda. Shah et al.,, (2001)
reportaron incrementos en la concentracion de CAT para concentraciones toxicas de
Cu, Pb y Zn, las cuales no se encontraron en nuestro experimento para hojas.
Asimismo relaciona la actividad de CAT con presencia de estrés por salinidad o un

exceso de luz solar, que nuestro caso existe la posibilidad de relacionarlo.
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FIGURA 21 Efecto de la adicién de enmienda y presencia de elementos traza en la actividad de
catalasa en hojas de Simarouba glauca para T1 (A), T2 (O), T3 (O), T4 (¢) y Control (A). Los
valores representan la media de tres repeticiones. Las barras indican desviacién estandar.

La actividad de CAT en las raices de Simarouba glauca mostré los mayores
incrementos de actividad en T1 (22.9%) seguido de T3 (12.8%), tratamientos que
presentaron las concentraciones mas altas de Pb en raiz en ese mismo orden. Dicho
incremento concuerda con lo reportado por Shah et al, (2001) y Chen et al., (2007)
referente al incremento en la actividad de CAT para ciertas especies de plantas

expuestas a concentraciones tdxicas de Cu, Zn y en especial Pb. En lo que respecta a
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T2, control y T4, los cuales mostraron disminucion en la actividad de 38%, 96% y
100% respectivamente, podriamos vincularlo con la accién conjunta de salinidad y
presencia de Pb para T2 y T4, y en el control al efecto sinérgico que pudieron haber

ocasionado el Pb y Ni en raiz de Simarouba glauca.

La actividad de CAT tanto en hojas como en raiz, mostraron un incremento a partir
del dia 30 con una correlacién de 0.840(>0.005), ademdas de una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al dia cero (p=0.04) y sesenta (p=0.014),
efecto que podemos relacionar con el funcionamiento del sistema de defensa

antioxidante.
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FIGURA 22 Efecto de la adicién de enmienda y presencia de elementos traza en la actividad de
catalasa en raiz de Simarouba glauca para T1 (A), T2 (O), T3 (O), T4 (¢) y Control (A). Los
valores representan la media de tres repeticiones. Las barras indican desviacién estandar.
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El rol de las peroxidasas como enzimas relacionadas con el estrés en plantas, ha sido
ampliamente aceptado como la actividad que puede usarse como un potencial
biomarcador para concentraciones sub-letales de metales (Shah et al, 2001).
Dentro del espectro de las peroxidasas la POD ha sido descrita como la principal
enzima encargada de trabajar contra el incremento y toxicidad de H202 en apoplasto

(Liu et al., 2009).
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FIGURA 23 Efecto de la adicién de enmienda y presencia de elementos traza en la actividad de
guayacol peroxidasa en hojas de Simarouba glauca para T1 (A), T2 (O), T3 (O), T4 (¢) y Control
(A). Los valores representan la media de tres repeticiones. Las barras indican desviacién estandar.

Nuestro experimento mostro un incremento de actividad de POD del 300% en hojas
de T1 a los 90 dias, lo cual nos confirma lo discutido por Shah et al., (2001) sobre los
incrementos en actividad de POD bajo concentraciones téxicas de Cu, Pb, Zn y Cd;

que en el caso de T1 tuvo las mayores concentraciones (seccién 6.2.1) para estos
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elementos traza sin llegar a niveles fitotéxicos, por lo que podriamos estar
visualizando un efecto sinérgico, atribuyéndolo principalmente al Pb. En el caso del
control se podria estar observando el efecto de bio-indicador por Pb en hojas. La
inhibicion encontrada en T3 (50%) no puede ser adjudicada a un efecto en especial,
pero si podria relacionarse con la presencia de As en las raices de la planta,
considerando que es la zona donde se llevan los procesos de absorciéon - adsorcion
de manera mas intensa para el As. Las diferencias entre tratamientos no fueron

estadisticamente significativas.
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FIGURA 24 Efecto de la adicién de enmienda y presencia de elementos traza en la actividad de
guayacol peroxidasa en raiz de Simarouba glauca para T1 (A), T2 (O), T3 (O), T4 (¢) y Control
(A). Los valores representan la media de tres repeticiones. Las barras indican desviacién estandar.

En raiz de Simarouba glauca los mayores incrementos fueron para T3 y T1 (>

500%), efecto que se puede relacionar con las concentraciones de Pb encontradas




en T1 y T3, ademas de un efecto adicional por la presencia de As en esos mismo
tratamientos que aunque no se encontrd en niveles normales de concentracién en
plantas, hubo translocacién al tallo en el caso de T3. Aunque este efecto se
contradice a lo encontrado por Sinha et al., (2010) referente al poco incremento que
ocasiona el As en la actividad de POD. Tanto en hojas como en raiz los incrementos
en la actividad de POD se presentaron a partir del dia 60 de nuestro experimento,
encontrando diferencias estadisticamente significativas del tiempo final con

respecto al dia 30 (p< 0.05) y 60 (p<0.05).
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CONCLUSIONES

La adicion de enmienda biolégica (compost de biosdlido) en el suelo de
Natividad, significo una mejora en el contenido de materia organica (12-15%
incremento), B-glucosidasa (descomposicion de MO) y CIC (incremento hasta
de 9 veces).

Los cambios mostrados en pH no produjeron incrementos en la
biodisponibilidad de todos los elementos traza; aunque representaron
efectos benéficos al reducir la movilidad de Cu, Zn, Pb y As.

Simarouba glauca es una especie capaz de tolerar concentraciones pseudo-
totales en el intervalo de fitotoxicidad de Pb y Zn bajo las condiciones
estudiadas.

No debe considerarse Simarouba glauca una especie acumuladora, a pesar de
los resultados obtenidos en el factor de bioacumulaciéon (BAF); ya que esto
solo es cierto a concentraciones por debajo del intervalo fitotéxico.

Con el seguimiento a la actividad enzimatica del sistema antioxidante de la
planta podemos afirmar que Simarouba glauca realiza una acumulacién
preferencial de elementos traza en raiz, y pudiera tratarse de una especie
estabilizadora.

En los elementos traza analizados en suelo se pudo determinar que los
valores base del suelo de Natividad no presentan concentraciones por
encima de la normativa vigente.

Los metales Cd y Ni no presentaron reducciéon de movilidad, por lo tanto
pueden ser un potencial riesgo de contaminacion en suelo y principalmente
en aguas superficiales.

En las condiciones estudiadas la hipdtesis pudo comprobarse como cierta
para favorecer mecanismos de fitoestabilizacion.

La activacion del sistema antioxidante y su funcién como biomarcador ante
concentraciones fitotoxicas de elementos traza permiti6 validar la hipdtesis

planteada.
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RECOMENDACIONES

El uso de compost de bios6lido en esta investigacién es un antecedente, para
determinar dosis adecuadas que permitan seguir contribuyendo a la mejora de las
propiedades fisicoquimicas, pero ademas encontrar cantidades viables de aplicacion
en campo que permitan el incremento en la movilidad de elementos traza a tasas
que no representen un riesgo para la lixiviacién y si favorezca las labores de

fitorremediacion.

Asimismo resultara importante escalar el experimento a plantas de mayor edad y en

sitios abiertos donde intervienen de manera importante fenémenos de flujo de agua.

Los casos de Zn, Cu y Ni, deben estudiarse desde el punto de vista metabdlico de
Simarouba glauca debido a que son elementos traza necesarios para las plantas
superiores y a pesar de que las concentraciones presentadas no significaron una
afectacion a los niveles de clorofila, si presentaron efectiva translocaciéon en la

planta.

Las concentraciones de Pb por arriba del intervalo normal, motivan a realizar
ensayos con concentraciones dentro del intervalo de fitotoxicidad para discutir la
clasificacion de Simarouba glauca como planta acumuladora de acuerdo al factor de

bioacumulacion planteado por Ma et al., (2001).
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