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P RESENTATCION

| libro contiene una amplia diversidad de trabajos y se

manifiesta como un didlogo entre los autores como reflejo

de la dindmica de colaboracién y apoyo mutuo que se genera
en el seno de la La Asociacién Mesoamericana de Ecotoxicologia y
Quimica Ambiental (AMEQA), también Capitulo México de la
Society of Environmental Toxicology and Chemistry (SETAC), para
fomentar el trabajo transdisciplinario e interinstitucional, el apoyo,
retroalimentacién y estimulo a los estudiantes, quienes participan
de la produccién de gran parte de las contribuciones de este libro, y
para incentivar el crecimiento de las lineas de trabajo que alimentan
las temdticas de interés para la asociacién ampliando sus alcances y
trascendencia en la toma de decisiones

El contenido refleja una creciente tendencia hacia la apertura y diversificacién de las
aplicaciones metodoldgicas antes cautivas de ciertos usos y ahora experimentadas
en diversas lineas de la investigacion con fines de evidenciar nuevos procesos para
discernir la compleja problemdtica que aqueja al ambiente, o promover desarrollos
tecnoldgicos que permitan atenderlos y resolverlos. Todas ellas, desde sus diversos
enfoques, contribuyen al desarrollo de la Ecotoxicologia y Quimica Ambiental; en
ocasiones con propuestas muy creativas y planteamientos que pretenden orientar la
atencién a los problemas ambientales de importancias para México y para la region
de Mesoamérica, con iniciativas innovadoras y aportando elementos de utilidad en
la toma de decisiones para el manejo ambiental.

El libro es insistente en la generacion de propuestas, en la busqueda de estrategias
para que los conocimientos logren una aplicacién objetiva que fomente la mejora,
tanto de la calidad del entorno natural, como del nivel de vida de las sociedades en
la regién de Mesoamérica.



BIOMONITOREO DE LA CONTAMINACION METALICA
ATMOSFERICA CON Tillandsia usneoides L.
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Palabras claves: Biomonitoreo, contaminacién métalica, Tillandsia usneoides.

RESUMEN

Tillandsia usneoides L. es una bromelia epifita aérea que cubre sus requerimientos
nutrimentales directamente del aire, por lo que ha mostrado ser muy util en el
biomonitoreo de contaminantes atmosféricos. Debido a lo anterior, se le seleccion6
para evaluar la depositacion metalica atmosférica en Tlaxcoapan, Hgo. Con la
finalidad de evaluar los contaminantes en el aire, se colocaron unidades de monitoreo
atmosférico (minivol, Arimetrics) y biomonitores ( T usneoides L.) durante los meses
de febrero a abril de 2008. Posteriormente, se analiz la concentracién de Ca, Cu,
Mn, Pb, Fe y Zn en los filtros de los minivols y en el biomonitor; en este dltimo
también se analizaron las concentraciones de clorofilas y malondialdehido (MDA;
indicador de dafio oxidativo) con el propésito de observar si existe correlacion
entre la absorcion metdlica y ambos pardmetros bioldgicos. El biomonitor mostré
preferencia por la bioacumulacién de Pb y Ca (concentraciones méximas de
51.2 y 20,566 mg/kg de peso seco, respectivamente), ademds los factores de
enriquecimiento calculados, tanto en los filtros como en el biomonitor, indican que
T. usneoides refleja en gran medida el Pb presente en el aire ambiente. Por otra parte,
se observo una correlacidn significativa entre las concentraciones de MDA, Ca,
Pb y Zn, y el contenido de clorofilas totales. T. usneoides mostré ser un biomonitor
adecuado para Pb y Ca y aunque a nivel macroscépico la planta no sufrié danos
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visibles debido a la depositacién atmosférica, la correlacién entre los pardmetros
biolégicos medidos podria indicar un posible estrés metalico.

Palabras clave: Biomonitor, contaminacion metélica atmosférica, estrés oxidativo,
clorofila.

INTRODUCCION

Los metales estdn clasificados entre los grupos de contaminantes antropogénicos
mas peligrosos debido a su toxicidad y persistencia en el ambiente, por lo que la
evaluacion de la depositacién metdlica atmosférica es de vital importancia. Desde
el 2004, el Consejo Estatal de Ecologia en el estado de Hidalgo se encarga de
monitorear contaminantes criterio (PM, SO,, CO, CO,, NOX) en Jaregion de Tula-
Tepeji y otros poblados cercanos mediante una red de monitoreo. Sin embargo, el
riesgo potencial que representan esos contaminantes, se calcula solamente como
una funcién de su concentracion en la fase del vapor, sin tomar en consideracién
el tiempo de exposicion, biodisponibilidad y, efectos antagénicos y/o sinérgicos
(Lowry, 1995). En contraste con los métodos fisicos y quimicos convencionales,
los métodos bioldgicos permiten la evaluacion directa del potencial toxico de los
contaminantes del aire, de manera que los datos bioldgicos pueden ser usados
para estimar el impacto ambiental sobre otros organismos incluyendo humanos
(Carreras et al., 2008). Por ello, el biomonitoreo es una alternativa competitiva, la
cual consiste en la observacién continua de un drea con la ayuda de biomonitores
(Kettrup y Marth, 1998; De Temmerman ef al,, 2004). Los biomonitores pueden
ser muy utiles debido a su alta sensibilidad a un amplio espectro de sustancias o a su
tolerancia a altos niveles de una sustancia acumulada en sus tejidos durante cierto
periodo de tiempo. Ademds, debido a su bajo costo de mantenimiento y cultivo, es
posible usarlos para monitorear grandes areas (De Temmerman ef al,, 2004). Entre
las especies cominmente empleadas como bioindicadores de los contaminantes
atmosféricos, se encuentra Tillandsia usneoides L. la cual es una bromelidcea epifita
aérea, que vive sobre drboles u otros tipos de estratos inertes, absorbiendo agua
y nutrientes directamente del aire y tiene la capacidad de acumular en sus tejidos
concentraciones relativamente altas de metales y otros elementos téxicos (Brighigna
et al, 1997; Pignata et al., 2002). El presente trabajo, pretende evaluar la relacién
entre la acumulacion de elementos metélicos atmosféricos y la respuesta fisioldgica
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en el biomonitor Tiillandsia usneoides L. expuesto en Tlaxcoapan ubicado dentro
del corredor industrial Tula-Vito-Apasco, el cual es considerado como zona critica
debido a que existe una intensa actividad industrial y comercial que continuamente
estd emitiendo desechos al ecosistema (NOM-043-SEMARNAT-1993).

METODOLOGIA

Sitio de muestreo

Tlaxcoapan (N 20° 05.509, O 99° 13. 671’) es un pequefio poblado (20,000
habitantes) ubicado al suroeste del estado de Hidalgo (figura 1). En sus cercanias
se encuentran diversas industrias, entre las que destacan una refineria, una

termoeléctrica, extractoras de materiales pétreos, cementeras, entre otras (Periédico
Oficial, 2002; INEGI 2005).

Muestreo y andlisis de materia particulada PM

Para el andlisis de la concentracion elemental en el material particulado de los
aerosoles, en Tlaxcoapan se colocé una unidad de monitoreo atmosférico (minivol)

Figura 1. Localizacion geogréfica del municipio de Tlaxcoapan
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durante la época de estiaje (febrero a abril) de 2008. La captacién del material
particulado se realizé en filtros de policarbonato de 47 mm, los cuales se analizaron
para determinar la concentracién de elementos traza utilizando el método del PIXE
(Proton Induced X-Ray) de acuerdo a la metodologia propuesta por la EPA, (1999),
el NIST, (2005) y Skov et al. (2006).

Muestreo y andlisis de plantas

De forma paralela al monitoreo de PM,  y empleando la técnica del biomonitoreo
activo se colocaron plantas de prueba de Tillandsia usneoides L. a una altura de 6
m utilizando soportes semejantes a los rboles (figura 2). El muestreo se realizé
semanalmente recolectando 3 muestras al azar durante 12 semanas.

Figura 2. Soporte empleado en el biomonitoreo con T. usneoides
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Andlisis de metales

Para el andlisis de metales, se colocaron aproximadamente 300 mg de planta (peso
seco) y 10 mL de HNO, en vasos de teflon. Posteriormente, las muestras se llevaron
a digestién en un horno de microondas (CEM, E.U.A.) de acuerdo al método
3052 de la EPA. La determinacion de cada uno de los metales se realizé en un
espectrofotémetro de absorcién atémica (VARIAN, Australia).

Determinacion de clorofilas

Se colocaron 200 mg de planta fresca, previamente lavada, en frascos de vidrio
y se adicionaron S mL de dimetilformamida (DMF) concentrada. Dichos
recipientes se taparon, se mantuvieron en oscuridad y se refrigeraron. Después de
48 h se determin la absorbancia de las muestras a tres longitudes de onda: 618,
647 y 665 nm empleando un espectrofotémetro (Thermo Scientific, E.U.A.). Las
concentraciones de las clorofilas (a, b y totales) se determinaron empleando las
ecuaciones de Lambert Beer descritas por Inskeep y Bloom (1985).

Determinacién de MDA

El contenido de MDA se determiné de acuerdo al método basado en Buege y Aust
(1978). Se obtuvo un extracto empleando 300 mg de planta fresca y 10 mL de
TCA (4cido tricloroacético) al 2.5%. El extracto se centrifugé a 4000 rpm durante
20 minutos. Se tomé 1 mL del sobrenadante y se le adicionaron 2 mL de TBA
(4cido tiobarbitdrico) al 0.5% y S uL de BHT (hidroxitolueno butilado) al 3.75%.
Posteriormente, la muestra se calenté durante 30 minutos a bafio Maria. Al final de
dicho tiempo,lamuestrase introdujo en hielo para detenerlareaccion. Laabsorbancia
de las muestras se determin6 a 532 y 600 nm empleando un espectrofotémetro
(Thermo Scientific, E.U.A.). La concentracién de MDA se calculé empleando el
coeficiente de extincién molar 155 mM™".cm™.

Factores de enriquecimiento

El célculo del factor de enriquecimiento se realiz6 de acuerdo a Szczepaniak y Bizuik
(2003), quienes indican que es necesario normalizar las concentraciones obtenidas
empleando uno de los elementos mayoritarios presentes en los suelos de la zona.
Los elementos més frecuentemente utilizados como referencia son Sc, Mn, Al, Fe,
Siy Ti (Loska et al., 1995; Sczepaniak y Biziuk, 2003; Zambrano et al,, 2009). Las
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concentraciones fueron normalizadas con base en la abundancia de Ca en el suelo y
de acuerdo con la siguiente ecuacion:

() w0

Biomonitor Suelo
donde: FE es el factor de enriquecimiento; X es la concentracién del elemento
se refiere a la cantidad del elemento en T. usneoides; ()

examinado; () suelo S
refiere a la cantidad del elemento en el suelo. Las concentraciones elementales en el

S

Biomonitor

suelo corresponden a las reportadas por Lozano y Bernal (2005).

REsuLTADOS

Enlatabla 1 se muestra un resumen de las concentraciones medidas en el biomonitor
(mg/kg de peso seco). C. corresponde ala concentracion del elemento en la muestra
no expuesta, mientras que C_ corresponde a la concentracién del elemento en
el biomonitor expuesto. T. usneoides mostrd preferencia por la bioacumulacién
de Ca y Pb, alcanzado valores maximos de 20,566 y 51.2 mg/kg de peso seco,
respectivamente. En el caso del Zn la tendencia observada fue decreciente, mientras
que para el Fe y el Mn, las tendencias fueron variables.

Por otra parte, empleando las concentraciones elementales obtenidas del monitoreo
de materia particulada (datos no mostrados), se calcularon los FE para cada elemento
en los filtros. De forma similar, empleando las concentraciones elementales en T.
usneoides, se calcularon los FE para cada elemento en el biomonitor (tabla 2).

En las figuras 3 y 4, se muestran las dindmicas de MDA, Pby clorofilas (a, by totales)
en T. usneoides expuesta en el poblado de Tlaxcoapan. Las concentraciones de Pb
y MDA (dafio oxidativo) incrementaron de forma simultdnea, al final del periodo
de estudio se observé el valor médximo de MDA (33.0 nmol de MDA/ kg de peso
fresco). Se observé que al mismo tiempo que incrementaba el periodo de exposicion,
la concentracién de Pb y de MDA, disminuian las concentraciones de clorofilas en
la planta.

Con el objetivo de encontrar relaciones estadisticamente significativas entre los
parametros bioldgicos medidos y la mayoria de los metales analizados, se calcularon
las correlaciones de Pearson para cada par de variables (tabla 3).
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Tabla 1. Concentraciones medidas en T. usneoides (mg/kg de peso seco) expuesta durante la

temporada de estiaje de 2008 en el municipio de Tlaxcoapan.

METAL | C tSD C,
Ca 8483 £ 467
Minima 14950 + 357
Promedio 17705 £ 1958
Mixima 20566 £293
Cu 7.5+ 04
Minima 14+0.1
Promedio 4015
Miéxima 75104
Fe 614322
Minima 503 £22.0
Promedio 598 £46.8
Mixima 679 + 31
Mn 369 +0.4
Minima 41.7+1.1
Promedio 48.3+49
Maxima 56.1+1.8
Pb_ | 930+ 8x10°
Minima 99+0.2
Promedio 36.5+12.9
Miéxima 512+1.1
Zn_ | 7816+0.54
Minima 6.0+0.2
Promedio 109+34
Miéxima 28.2%0.5
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Tabla 2. Factores de enriquecimiento (FE) para cada uno de los elementos analizados en T.
usneoides y en el material particulado (PM, ) durante la temporada de estiaje de 2008

en el municipio de Tlaxcoapan.

METAL FE
Biomonitor | Filtro
Esenciales
Ca 2.00 1.00
Cu 26.49 213.62
Fe 171.20 690.37
Mn 9.07 9.52
Zn 58.08 619.50
No esenciales
Pb 224.00 256.35

Tabla 3. Andlisis de correlaciones de Pearson entre las concentraciones de metales
encontradas en T. usneoides y los pardmetros bioldgicos medidos.

Cha Chb Cht MDA Pb Ca Mn Fe

Cha - - - - - - - -

Chb | 0.604 : : : : : : :

Cht 0.761 0.657 - - - - - -

MDA | -0.864 | -0.601 | -0.811 - - - - -

Pb -0.719 | -0.741 | -0.633 | 0.769 - - - -

Ca -0.797 | -0.778 | -0.759 | 0.781 0.829 - - -

Mn ns ns -0.613 ns ns ns - -
Zn 0.685 0.664 0.751 -0.811 | -0.804 | -0.873 ns ns
Cu ns ns ns ns ns ns ns 0.598

ns: no significativa
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Figura 3. Dindmicas de MDA, clorofilas a (cha), b (chb) y totales (cht) en T. usneoides expuesta en el

municipio de Tlaxcoapan durante la temporada de estiaje de 2008.

Figura 4. Dindmicas de Pb y clorofilas a (cha), b (chb) y totales (cht) en T. usneoides expuesta en el

municipio de Tlaxcoapan durante la temporada de estiaje de 2008.
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DiscusioN

Aunque las concentraciones de Pb medidas en T. usneoides fueron relativamente
altas, las muestras permanecieron verdes e incluso se observaron pequefios brotes
durante ambos periodos de estudio. Esto indica que la planta fue fisiologica y
metabolicamente habil para acumular los elementos presentes en la atmdsfera. Por
otra parte, ciertos estudios han mostrado que el Ca juega un papel muy importante
en la capacidad de las plantas para tolerar metales téxicos como el Pb y aunque
en la actualidad no se conoce del todo la ruta mediante la cual el Pb es absorbido
por las plantas, a nivel molecular no se espera que las células de las plantas posean
transportadores especificos para Pb y otros elementos no esenciales, mas bien se
presume el uso de unos ya existentes. Por lo tanto, es posible que el Pb** pueda ser
transportado a través de la ruta del Ca**. También, es posible que la ruta del Ca sea
usada por los iones de Pb para cruzar la membrana celular debido a la alta afinidad
del Pb a los sitios enlazantes del Ca en las estructuras biolégicas (Habermann et al,
1983; Vijverberg et al. 1994; Antosiewicz, 2005).

T. usneoides mostr6 ser un biomonitor adecuado para Pb y Ca, sobre todo para el
primero, ya que de acuerdo a los FE calculados, la planta refleja més del 80% del
Pb en el aire ambiente. Aunado a lo anterior, T. usneoides no sufrié danos visibles
debido a la depositaciéon atmosférica aun cuando hubo alcanzado las méximas
concentraciones de ambos elementos.

Ciertas investigaciones han relacionado el contenido de clorofilas con diversos
tipos de estrés en las plantas y la senescencia. Es bien conocido que el contenido
de clorofila en las plantas es un importante pardmetro para evaluar el estatus de las
mismas. Por ejemplo, el contenido de clorofilas, puede ser usado como un indice
del potencial fotosintético asi como de la productividad de una planta. Ademads,
la concentracion de clorofila proporciona una estimacién indirecta del estatus
nutrimental de la planta debido a que la mayor parte del N, sobre todo en las hojas,
se encuentra en las clorofilas (Goericke y Repeta, 1993). Con base en lo anterior y
los valores de las correlaciones altamente significativas entre las concentraciones de
MDA, Cha, Chb, Ca, Pby Zn, el dafio oxidativo generado en T. usneoides podria ser
atribuido a un posible estrés metalico.
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CONCLUSIONES

T. usneoides mostré ser un biomonitor adecuado para Ca y Pb. La depositacion
metdlica en T. usneoides no afecté el crecimiento de la planta, ya que se observaron
brotes, atin cuando se alcanz6 la concentraciéon maxima de Pb.

El incremento en la concentracion de MDA en el biomonitor expuesto, asi como la
disminucién en el contenido de clorofilas, puede ser atribuido a un posible estrés
metdlico por el aumento en las concentraciones de Pb y Ca en los tejidos de la
planta.

Aunque estos resultados son preliminares, proporcionan una idea del impacto que
puede tener la exposicién prolongada de un organismo en los sitios estudiados.
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