UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN

NICOLAS DE HIDALGO Bioldgicas

FACULTAD DE BIOLOGIA

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

OPCION: ECOLOGIA Y CONSERVACION

“EVALUACION DE LA TOLERANCIA Y CRECIMIENTO DE LA ESPECIE
Linum usitatissimum EN UN JAL DE MINA.”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
QFB. Martha Patricia Mendoza Nava.

ASESOR DE TESIS

Dra. Mariela Gomez Romero.

Co-asesor:

Dr. Alejandro Alarcon.

Morelia, Michoacan. Marzo 2024


Karla-Tesis
Texto escrito a máquina


Agradecimientos

Ala UMSNH y a la facultad de Biologia por haberme acogido en su seno, por brindarme la

guia y el conocimiento necesarios, asi como permitirme hacer uso de sus instalaciones.

A CONAHCYT por el apoyo otorgado en pro de esta investigacion mediante el Programa

Institucional de Maestria en Ciencias biologicas.

A mis padres, por su apoyo incondicional en todo momento y por el respeto a las decisiones
que he decidido tomar en mi desarrollo profesional. Han sabido guiarme con su ejemplo,

inculcando en mi, valores que me han llevado a convertirme en la persona que soy ahora.

A mi asesora, la Dra. Mariela, por su paciencia y guia. De ella aprendi que, sin importar la
cantidad de trabajo, siempre se pueden tener momentos de diversion. Por mostrarme
diferentes puntos de vista cuando se presenta un obstaculo y ensefiarme que hasta los errores
son importantes, pues nos generan experiencia. Pero, sobre todo, por la confianza puesta en

mi y mis capacidades.

A mis compaiieros de maestria, por su compafierismo, amistad y aceptacion, a pesar de ser
de una carrera diferente a la de ellos. Me ensefiaron con paciencia y aconsejaron en cada
momento de esta bonita etapa. Ampliaron mi vision desde su conocimiento, mostrandome
nuevas formas de aprender. Poder contar en los buenos y en los malos momentos con ellos,

fue de gran importancia para mi.

A mis compaiieros de laboratorio, por las risas, las bromas, el compafierismo, el apoyo
incondicional, el trabajo en equipo, por los detalles, las sorpresas, las largas platicas y sobre

todo por la hermosa amistad que me brindaron.




Dedicatoria

Esta investigacion esté dedicada, con mucho carifio y respeto

a mis padres...







INDICE

Contenido
INDICE.... . oottt e et e e e ettt e e e e eaeatee e e ssbeaeeesssaeeeeasssaeeansssaeeeenssseeeeanns 5
INDICE DE FIGURAS ....ccooovutiimiimriireiiesisessseesss sttt sssessns 7
INDICE DE TABLAS ..ottt 10
RESUIMGIL ...ttt ettt et e st sbteesbeeesaneees 11
Y 0] ¢ 1o TSRS 12
L INTRODUCCION ......oooiiimiiieeeeeeeeeeeeeeees e 13
1.1 JUSHTICACION ...ttt ettt e et e e s tae e e staeesssaeeaaeeesseeenseaennnes 15
II. ANTECEDENTES ...ttt ettt sttt 16
2.1 MIINETIA ettt et st et e st e be e st e bt e st e b e sareens 16
W\ S]] (S o TTY T [ 1RSSR 16
2.3 FIEOMINETIA ...ttt ettt ettt et sat e e bt e st e e bt e sat e e bt e sateebeesaneens 17
2.4 Estudios sobre hiperacumulacion de AU Y Ag....coccveeeviieeriieeiiieeiee e 18
2.5 Plantas hiperacumuladoras ...........c.ecciiriieriienieeiieeieeite et veeebe e eaneens 19
2.5.1 Procesos de fito@XIraCCiON. ......ccueeieruieiiiieniieieeie et 20
2.6 Fitoextraccion continua o natural y mecanismos moleculares ...........c.cocceeeeveenuvennnnnn. 21
2.6.1 Mecanismos moleculares en la absorcion de metales ...........cceceveeveeienceniennnnne. 21
2.6.2 Fitoquelatinas y Metalotioneinas ..........ccveeveerieeieeniieeiieeniieeieesieeereeseeesveesaee e 25
2.6.3 Limitantes en la fitoextraccion natural...........cccoecieviieiiienieiiiienieeieeee e 26
2.7 Fitoextraccion INAUCTAA. .........c.eoiiriiiiiiiiiieiereeee e 27
2.8 BrasinOEStETOIACS .....cuveuieiiriiiriieie ettt sttt et sttt 29
2.8.1 HISTOTIA 1.ttt sttt ettt sttt et b e s 29
2.8.2 DETINICION.....eeiiiiiieiieeiteteee ettt sttt ettt sttt sb et s 29
2.8.3 ESIIUCTULA ...eeiiieiiiiiieeie ettt ettt st 30
2.8.4 Receptores celulares y mecanismos moleculares..........c.ccoeveeeeveeeeiieeenieeseneeenne, 31
2.9 Linum USHTALISSIMUM L. ..ottt 32
ITL HIPOTESIS ..ot 35
3.1 HIPOTESIS .neveieiiieeeiiieeeieeeetee ettt ettt e et e e st e e st aeeeaaaeesssaeesssaeessseeesssaeesseeensseesnsseesnsneanns 35
IV OBIETIVOS ..ottt e e e e et e e e et e e e e sassaeeeesasaeeeensssaaeesnssseaeeanes 35
4.1 ODBJEtIVO ZENETAL......uiiiiiiieeiiieciie ettt et e et e e eeeer e e eeaeeenaeeesaaeeensaeeenneeas 35




4.2 ODbJetivOs PATTICUIATES .....cccviieeiiieeiieeciee et estee ettt e e e e e eeaeeesaeeeeaeeesaeeenneees 35

V. MATERIALES Y METODOS ........coouiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeesees s eseses s 36
5.1 Descripcion del Sitio de eSTUAIO ........eevieriieciieiie ettt e 36
5.2 Recolecta del residuo de mina y andlisis ........ceecveeerieeeeriiieniieeniie e eiee e 36
5.3 Colecta de la semilla de Linaza ..........c.coouiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 36
5.4 Fase experimental en iINVernadero ..........ccceeeveeerieeeiieeeiieeeieeeeieeeeieeevee e seeee s 36
5.5 DiSENio €XPEITMENLAL ....cccuviiiiiiiiiie ettt e e et ee e b e e eaaeesnaeeennes 38
5.6 Aplicacion del microorganismo y 1os agentes qUIMICOS. .....c.uverveeerveeerveeereveesireennes 39

VI RESUITAAOS ..ttt et ettt sbe ettt e et e b eanen 40
6.1. Andlisis de suelo y tejido vegetal ..........cccvieriieiieiiieiieeeeee e 49

VL DISCUSION. ...ttt ettt ettt ettt et et b ettt sbe et estesbee bt eaeesbeenneennens 55

VIIT CONCIUSIONES...c..ventienieeiiesttete ettt ettt ettt ettt ettt sbe et st sbe et et e sbeenbe et e saeenneennens 61

IX. REFERENCIAS ..ottt sttt ettt be et et 62

XU ATIEXOS .ttt ettt et ettt ettt b e et eea e et be e ettt e e e e e eaneen 71
ANIEXO L oot re e s en 71
ANEXO IL .ot s 72
ANEXO TIL ittt e 73
ANEXO TV ottt e 74




INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Procesos llevados a cabo en la fitorremediacion de metales pesados (modificado
de Parmar y Singh, 2015). ..o 14
Figura 2. Principales vias de transporte de metales y en células desde la raiz a los brotes
(Modificado de Clemens et al., 2002). El transporte de metales desde la raiz a los brotes: La
carga eléctrica de las membranas celulares lipofilicas, evita que los iones metalicos se
dispersen libremente hacia el citosol, por lo que el transporte de iones metélicos al interior
de la cé€lula estd mediado por proteinas de membrana, que funcionan como transportadores
(Jabeen et al., 2009). .....cccuieeiie ettt e e e e s e e ra e e e e e beeeaaaeeraeeaas 22
Figura 3.Transportadores de tonoplastos (MTP, CAX, MHX y NRAMP) y la bomba
primaria HMA3, que catalizan la captacion o liberacion de MP divalentes. También se
indica Z1F1 que transporta Nicotiamina a las vacuolas y facilita la acumulacion de Zn por
formacion de complejos (tomado de Gavrilescu, 2021)......cocvieviieriiieiiieiieeiieieeieesee s 24
Figura 4. Transportadores de tonoplastos (VIT, VTL, COPT, IREG, SALI Y ACR). Se
muestran también las bombas ABC, que trasladan los complejos fitoquelatina + metal al

interior de la vacuola (tomado de Gavrilescu, 2021)......cooueiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeee 24
Figura S. Estructura general de los brasinoesteroides (Modificado de Hernandez-Silva y
Garcia Martinez, 2016)........cecuiiiiiieiciie ettt e e e e e saee e are e e b e e eaaeeenreeenneeas 30
Figura 6. Estructura quimica del brasinolido (Modificado de Yuzhu et al., 2022)............. 31
Figura 7. Representa la accion de la proteina BIN2 en presencia y en ausencia de
brasinolido (Modificado de Carbonell et al., 2000). .........cccveeieriieciiiieieeieeeee e 32
Figura 8. Linum usSitatiSSIMUM L. .......ccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 33
Figura 9. Municipio de Tlalpujahua de Rayon, Michoacdn, México. Mapa elaborado por
Alejandro LOPez, 2023. ... ..ottt e eaae e e na e eaaeeennes 37
Figura 10. Unidad experimental, cada maceta contara con siete plantas de L. usitatissimum.
.............................................................................................................................................. 39

Figura 11. Altura (cm) de Linum usitatissimum (linaza) con los tratamientos de
Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y
combinados. Las barras indican el error estandar. Control (C), Brasinoesteroides (B),
Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense (BAb), Tiocianato (Tio),
Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense (TioAb), Tiocianato +
Brasinoesteroides + A. brasilense (TioBADb), Tiosulfato (Tios), Tiosulfato +
Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense (TiosAb), Tiosulfato +
Brasinoesteroides + A. brasilense (TIoSBAD). .....covivuieiuiiieeiieieceeeeeeeeeee e 40
Figura 12. Longitud de raiz (cm) de Linum usitatissimum, en base a los tratamientos de
Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y
combinados. Las barras indican el error estandar y las letras, grupos de acuerdo a la prueba
de comparaciones multiples por medio de Tukey. Control (C), Brasinoesteroides (B),
Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense (BAb), Tiocianato (Tio),
Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense (TioAb), Tiocianato +




Brasinoesteroides + A. brasilense (TioBAb), Tiosulfato (Tios), Tiosulfato +
Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense (TiosAb), Tiosulfato +

Brasinoesteroides + A. brasilense (TI0SBAD). ....cccvieeiiiiiiiieiiicee e 41
Figura 13. Longitud de raiz (cm), en presencia (B+) o ausencia (B-) de Brasinoesteroides
en plantas de Linum usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar................ 42
Figura 14. Longitud de raiz (cm), en presencia (Tio+) o ausencia (Tio-) de Tiocianato en
plantas de Linum usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar. ................... 42
Figura 15. Longitud de raiz (cm), en presencia (Tios+) o ausencia (Ti0s-) de Tiosulfato en
plantas de Linum usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar. ................... 43

Figura 16. Area de raiz (cm?) de Linum usitatissimum (linaza) con los tratamientos de
Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y
combinados. Las barras indican el error estandar y las letras, grupos de acuerdo a la prueba
de comparaciones multiples por medio de Tukey. Control (C), Brasinoesteroides (B),
Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense (BAb), Tiocianato (Tio),
Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense (TioAb), Tiocianato +
Brasinoesteroides + A. brasilense (TioBADb), Tiosulfato (Tios), Tiosulfato +
Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasOilense (TiosAb), Tiosulfato +
Brasinoesteroides + A. brasilense (TI0SBAD). .......ooocuiieiiiiieeiieeeeeeee e 44
Figura 17. Area de raiz (cm?), en presencia (B+) o ausencia (B-) de Brasinoesteroides en
plantas de Linum usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar. ................... 44
Figura 18. Area de raiz (cm?), en presencia (Tios+) o ausencia (Tios-) de Tiosulfato en
plantas de Linum usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar. ................... 45
Figura 19. Las barras negras, representan la biomasa fresca aérea (g) de Linum
usitatissimum (linaza) con los tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense,
Tiocianato y Tiosulfato, individual y combinados. Las barras indican el error estandar y las
letras, grupos de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey. Las
barras grises, representan la biomasa fresca raiz (g) de Linum usitatissimum (linaza) con los
tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato,
individual y combinados. Las barras indican el error estdndar y las letras, grupos de acuerdo
a la prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey. Control (C),
Brasinoesteroides (B), Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense
(BAD), Tiocianato (Tio), Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense
(TioAb), Tiocianato + Brasinoesteroides + A. brasilense (TioBADb), Tiosulfato (Tios),
Tiosulfato + Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense (TiosAb), Tiosulfato +

Brasinoesteroides + A. brasilense (TIoSBAD). .....ocvivuieiuieieciieieceeeeeee e 46
Figura 20. Biomasa fresca aérea (g), en presencia (Tios+) o ausencia (Tios-) de Tiosulfato
en plantas de Linum usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar................ 47

Figura 21. Las barras negras, representan la Biomasa seca aérea (g) de Linum
usitatissimum (linaza) con los tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense,
Tiocianato y Tiosulfato, individual y combinados. Las barras indican el error estandar. Las
barras grises, representan la biomasa seca raiz (g) de Linum usitatissimum (linaza) con los




tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato,
individual y combinados. Las barras indican el error estandar y las letras, grupos de acuerdo
a la prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey. Control (C),
Brasinoesteroides (B), Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense
(BAD), Tiocianato (Tio), Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense
(TioAb), Tiocianato + Brasinoesteroides + A. brasilense (TioBADb), Tiosulfato (Tios),
Tiosulfato + Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense (TiosAb), Tiosulfato +

Brasinoesteroides + A. brasilense (TI0SBAD). ....cc.ccviiuiiiiiiiicieeieceeeeeeeeeeee e 48
Figura 22. Biomasa seca de raiz (g), en presencia (Tios+) o ausencia (Tios-) de Tiosulfato
en plantas de Linum usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar................ 49




INDICE DE TABLAS
Tabla 1. Aplicacion de los agentes quimicos con y sin Azospirillum brasilense y

DIASTNOESIEIOIARS ...ueeiiniieiiieiie ettt ettt ettt e et e e bt e bt e eabeesaeesnbeenseeenseans 39
Tabla 2. Analisis factorial, aplicado a la altura (cm) en plantas de Linum usitatissimum
(LINAZA). 1ottt ettt ettt et st e et e e b e e taesabe e st e enbeensaeenbeenseeenbeeseeenseeneeenns 40
Tabla 3. Analisis factorial, aplicado a Longitud de raiz (cm), en plantas de Linum
USTEALISSIMUM (1INAZA). ....veevvieeieieeieceeeete ettt ettt ettt esae et e e s e s aeesseessasseennas 41
Tabla 4. Analisis factorial, aplicado al 4rea de raiz (cm?), en plantas de Linum
USTEALISSIMUM (1INAZA). ...ttt ettt ettt ettt eve e et eve s e teereeaseeaeennas 43
Tabla 5. Analisis factorial, aplicado a la biomasa fresca aérea en plantas de Linum
USIEAEISSIMUM (LINAZA). .....veeveieeiieiieere ettt ettt ee et e b e etaeeaveeeaeeenseeaeeenseeseeenns 46
Tabla 6. Analisis factorial, aplicado a la biomasa fresca de raiz (g), en plantas de Linum
USITAEISSIMUM (LINAZA). .....veeveeeereeeteeeee ettt ettt ettt et et e ete e teeeaaeeeneeeaseeeseeeaneeeseeenns 46
Tabla 7. Analisis factorial, aplicado a la biomasa seca aérea (g), en plantas de Linum
USTEALISSIMUM (1INAZA). .....eeevieeieiieiieeeeeie ettt ettt ettt esteebe e s e s aeeseessesaeennas 47
Tabla 8. Analisis factorial, aplicado a la biomasa seca de raiz, en plantas de Linum
USTEALISSIMUM (1INAZA). ...ttt ettt ettt ettt ve e e aeeeve s e e aeeseeaseeaeeanas 48
Tabla 9. Analisis fisicoquimicos del jal de mina de Tlalpujahua de Rayon, Michoacan,
IMEEXICO. vttt ettt ettt b ettt et b et eb e bt et e et b e et e at e bt et et na e et et 50

Tabla 10. Tabla 10. En la tabla se muestran los resultados de los andlisis de minerales del
jal de mina (T0), la absorcidon de minerales en el tejido vegetal de raiz del tratamiento
control (1R7), A. brasilense (3R7) y A. brasilense en combinacion con brasinoesteroides
(4R7), asi como el suelo de los tratamientos con A. brasilense (T3) y A. brasilense
combinada con brasinoesteroides (T4), después de la cosecha de las plantas. .................... 51
Tabla 11. Estudios sobre fitoextraccion de Auy Ag (modificado de Dinh et al., 2022)....71
Tabla 12. Principales especies hiperacumuladoras reportadas en 2012 (Modificado de
Bhargava et. @l., 2012). ....ooovioiieeeeeeeee ettt 72
Tabla 13. Principales genes transportadores de metales en diferentes plantas, también
involucrados en la tolerancia y acumulacién de metales pesados (Modificado de Bhargava

BL AL, 2012). ettt 73
Tabla 14. Algunos agentes quelantes utilizados en estudios de Fitorremediacion.
Modificado de ALKOTta €L al., 2004 ... ... e oo e a e 74

10

——
| —



EVALUACION DE LA TOLERANCIA Y CRECIMIENTO DE LA ESPECIE Linum
usitatissimum EN UN JAL DE MINA

Resumen
Debido a la mineria tradicional, ha habido un incremento de residuos de mina al aire libre.

Estos residuos (jales mineros), ocasionan un gran impacto ambiental debido a que estan
contaminados con MP (metales pesados), los cuales, no son degradados y pueden permanecer
en el sitio por largo tiempo, asi como ser arrastrados contaminando aire y suelo. Es dificil
que cualquier planta logre establecerse en estos sitios contaminados. Determinar alternativas
que ayuden a la supervivencia de la planta, es fundamental si se plantea su uso en una
tecnologia como la fitorremediacion. El presente trabajo evaluo la capacidad de Linum
usitatissimum L. (linaza), para establecerse en un jal de mina de Tlapujahua de Rayoén,
Michoacan, México, con la inoculacion de Azospirillum brasilense y brasinoesteroides, en
combinacion con tiocianato de amonio (NH4SCN), tiosulfato de amonio ([(NH4)2S203]). Esto
con la finalidad de proponerse como potencial hiperacumuladora en materia de fitoextraccion
de oro (Au) y plata (Ag). El NH4SCN y el (NH4)2S203, se aplicaron después de 19 semanas
de crecimiento de la planta (en presencia o ausencia del microorganismo y la hormona
vegetal), en condiciones de invernadero. Una semana después de la aplicacion de las
sustancias quimicas al residuo de mina, las plantas fueron cosechadas, se secaron a 70 °C por
dos dias, se molieron y finalmente, se determino la longitud y el area de raiz, la biomasa peso
fresco y la biomasa peso seco de la planta, asi como, la concentracion de Au y Ag en sus
organos vegetales por el método de Fluorescencia de rayos X. Los resultados mostraron que
L. usitatissimum desarroll6 alta tolerancia al jal de mina, teniendo una germinacion de
semillas del 90% y logrando establecerse en el jal. El adicionar brasinoesteroides y A.
brasilense promovi6 el desempefio de la planta de lino y modifico su estructura radical al
mostrar mayor longitud y 4rea de raiz. En cuanto a la fitoextraccion, se obtuvieron niveles
bajos de Auy Ag en raiz, sin embargo, mostr6 niveles mayores a 15,000 ppm de minerales
como Fe, K, S, Al. Gracias al desempefio de L. usitatissimum, esta especie tiene potencial

para la fitorremediacion.

Palabras clave: Residuo de mina, Hiperacumulacion, Azospirillum brasilense,
fitohormonas.
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Abstract

Due to traditional mining, there has been an increase in open-air mine waste. These wastes
(mining tailings) cause a great environmental impact because they are contaminated with MP
(heavy metals), which are not degraded and can remain on site for a long time, as well as
being carried away, contaminating air and soil. It is difficult for any plant to establish itself
in these contaminated sites. Determining alternatives that help the plant survival is essential
if its use in a technology such as phytoremediation is considered. The present study evaluated
Linum usitatissimum L. ability (linseed), to establish in a mine tailings of Tlapujahua de
Rayon, Michoacan, Mexico, with Azospirillum brasilense and brassinosteroids inoculation,
in combination with ammonium thiocyanate (NH4SCN), ammonium thiosulfate
([(NH4)2S203]). By proposing itself as a potential hyperaccumulator by gold (Au) and silver
(Ag) phytoextraction. NH4SCN and (NH4)2S203 were applied after 19 weeks plant growth
(in presence or absence of the microorganism and the plant hormone), under greenhouse
conditions. One week after  chemicals application to the mine waste, the plants were
harvested. They weredried at 70 °C for two days, ground and finally, the length and root area,
biomass, fresh weight and dry weight biomass of the plant, as well as the concentration of
Au and Ag in its plant organs by the X-ray Fluorescence method. The results showed that L.
usitatissimum developed high tolerance to mine tailings, having f 90% germination seeds and
managing to establish themselves in the jal. Adding brassinosteroids and A. brasilense
promoted performance of flax plant and modified its root structure by show greater length
and root area. Regarding phytoextraction, low levels of Au and Ag were obtained in root,
however, it showed levels greater than 15,000 ppm of minerals such as Fe, K, S, Al. Thanks

to the performance of L. usitatissimum, this species has the potential to phytoremediation.

Keywords: Mine tailings, Hyperaccumulation, Azospirillum brasilense, Phytohormones.
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I. INTRODUCCION

La mineria se denomina como una actividad econdémica importante a nivel mundial y México
es considerado una potencia en este sector. Sin embargo, esta actividad genera gran cantidad
de residuos conocidos como “jales mineros” (Blaylock et al., 1997; Rendina et al., 2014;
Gonzalez-Valdez et al., 2015). Los jales mineros son restos de roca molida de particulas
pequeiias, con un tamafo de 1-600 pm, altamente reactivos, contienen un pH extremo, alta
salinidad y casi nula capacidad para retener el agua, asi como escasa materia organica y
grandes concentraciones de metales pesados (MP) como cadmio (Cd), mercurio (Hg),
arsénico (As), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), niquel (Ni), cromo (Cr) y plomo
(Pb) (Ceniceros-Gomez et al., 2018; Wang et al., 2017). Los MP al no ser biodegradables,
pueden acumularse indefinidamente o dispersarse hasta contaminar suelo, aire o agua (Ali et
al., 2013; Alaboudi et al., 2018). Una alternativa econémica y viable para la restauracion de
estos sitios contaminados, es mediante el uso de plantas, con ayuda de la técnica conocida
como fitorremediacion, que aprovecha la capacidad que tienen algunas plantas conocidas
como hiperacumuladoras para estabilizar (fitoestabilizacion), absorber (fitoextraccion) o
acumular contaminantes en sus organos (Blaylock et al., 1997; Rendina et al., 2014;

Gonzalez-Valdez et al., 2015; Gonzalez-Valdez et al., 2019).

La fitorremediacion es una técnica bioldgica que se puede dividir en diferentes categorias,
de acuerdo a los mecanismos de eliminacidon de contaminantes, entre los que se encuentran:
1) Fitoestabilizacion: Permite mejorar las caracteristicas y propiedades del suelo
contaminado, reduciendo asi, en gran medida, la movilidad y biodisponibilidad de los
contaminantes inorganicos presentes en éste, evitando que bajen a aguas subterrdneas y
puedan ingresar a la cadena alimenticia (Rizzi, 2004; Lopez-Martinez et al., 2005;
Delgadillo-Lopez et al., 2011; Ali et al., 2013; Wang et al., 2017; Shah y Daverey 2020).
Este proceso, lo lleva a cabo la raiz de la planta, a través de mecanismos como la excrecion
de exudados con enzimas oxido-reductivas, que transforman la valencia de los metales
peligrosos a un estado menos reactivo y toxico, logrando la precipitacion de los metales o
inmovilizandolos con la formacion de complejos quelantes, con ello se disminuye el estrés y
el dafio que éstos puedan ocasionar (Rizzi, 2004; Ali et al., 2013; Shah y Daverey 2020). La
fitoestabilizacion es mas efectiva en suelos con una gran concentracion de materia organica

y de textura fina con contaminacion superficial principalmente, ademas de que, solo brinda
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una solucion temporal al problema con los MP, ya que éstos permanecen presentes en el
suelo pero su movilidad se encuentra reducida (Ali et al., 2013; Delgadillo-Lépez et al.,
2011; Yadav et al., 2018) (Figura 1); 2) Fitovolatilizacion: Es la absorcion del contaminante
inorganico por la planta y que es translocado hacia las hojas y de ahi, es liberado hacia la
atmosfera. Se cree que la fitovolatilizacion no es totalmente eficaz ya que no hay estudios
que demuestren que elimina el contaminante, solo lo transfiere de un lugar a otro (Lopez-
Martinez, 2005; Ali et al., 2013; Yadav et al., 2018); 3) Fitoextraccion: Es la absorcion o
concentracion de los MP en los 6rganos aéreos de la planta (tallo y hojas) (Yang et al., 2005;
Placek et al., 2016). La eficiencia de esta técnica, depende de las caracteristicas y propiedades
de los MP concentrados en el suelo y de la capacidad de la planta utilizada para la
fitoextraccion (Ali et al., 2013). Una vez realizado el proceso, el metal puede ser removido
de los organos aéreos de la planta al cosechar la biomasa seca después de su desarrollo
(Yadav et al., 2018). Sin embargo, muchos metales en el suelo se encuentran en formas no
disponibles, por lo que, deben ser solubilizados con la aplicacion de un agente solubilizante,
como tiocianato de amonio (NH4SCN), tiosulfato de amonio (NH4)2S203, o con la
inoculacion de algin microorganismo. En México, la fitorremediacion es un reto ain para su

implementacion, debido a los pocos estudios que se tienen sobre esta técnica.

Figura 1. Procesos llevados a cabo en la fitorremediacion de metales pesados (modificado de Parmar y Singh,
2015).




1.1 Justificacion
La localidad de Tlalpujahua de Rayon, Michoacan, México, tiene una historia de mas de 400
afnos de explotacion minera oro (Au) y plata (Ag), principalmente (Uribe-Salas, 2002; Osuna-
Vallejo et al., 2018). En esa época, se utilizaban diversos métodos para la separacion de estos
minerales, destacando la fundicion, patio-amalgamacion, la cianuracién, y el sistema
metalurgico de flotacion (Corona-Chavez et al., 2010; Corona-Chavez et al., 2017; Osuna-
Vallejo et al., 2020). Dichos métodos generaron gran cantidad de residuos mineros que, en
un inicio fueron arrojados a los rios, sin embargo, en 1902, se formaron las presas de jales
mineros, acumulando grandes cantidades de estos residuos a cielo abierto (Corona-Chavez
et al., 2010; Corona-Chavez et al., 2017). Se estima que de cada 22°343,740 mg de mineral
que era extraido, solo el 8% era de valor econdmico. Esto ocasion6 una grave contaminacion
ambiental, ya que estos residuos mineros se han regenerado de forma natural (Osuna-Vallejo

et al., 2020) lo que representan un peligro potencial para los ecosistemas.

Debido a esta problematica y a la incapacidad de la mineria tradicional para recuperar los
MP de jales contaminados, se propone investigar sobre la técnica de fitorremediacion
conocida como fitoextraccidon, ya que representa una alternativa mas amigable para el
ambiente, al utilizar plantas conocidas como hiperacumuladoras para absorber el metal y

posteriormente recuperarlo, al cosecharlas.

Debido a que el Auy la Ag son insolubles en su estado natural, no pueden ser absorbidos por
las plantas, por lo que se establecio la aplicacion de agentes quimicos como el tiocianato de
amonio (NH4SCN) y el tiosulfato de amonio (NH4)2S203, asi como la inoculacion de
microorganismos, con la finalidad de favorecer la biodisponibilidad del metal presente en el

residuo de mina y asi, poder absorberlo con mayor facilidad por la planta.

Para ello, se eligi6 trabajar con la especie L. usitatissimum ya que se ha observado que logra
crecer en sitios contaminados con MP, sin que se observe disminucion en la produccion de
biomasa, por lo que se sospecha que podria ser una potencial planta hiperacumuladora, sin
embargo, aun no se ha reportado ninglin estudio que utilice esta especie en materia de

fitorremediacion.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Mineria
La mineria es una de las principales actividades econdomicas a nivel mundial y México se ha
caracterizado como una potencia en este sector (Mejia et al., 1999; Mendoza-Hernandez et
al., 2019). Entre los principales productos de extraccion de la industria minera mexicana, se
encuentran metales como bismuto (Bi), plomo (Pb), cobre (Cu), zinc (Zn) y molibdeno (Mo).
Meéxico ocupa en primer lugar a nivel mundial en la produccién de plata (Ag), y el noveno
lugar en produccion de oro (Au). A nivel nacional, segiin datos del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, México tiene produccion de Mo (1.65%), Pb (2.76%), Zn (5.62%),
Cu (17.99%), Ag (27.19%) y Au (28.84%) siendo este ultimo, el de mayor importancia en
cuanto a extraccion (Gongora, 2013). Sin embargo, la mineria genera gran cantidad de jales
mineros, con una estimacion de 1150 millones de toneladas, contaminados con MP, los mas
comunes son cadmio (Cd), mercurio (Hg), arsénico (As), Cu, hierro (Fe), manganeso (Mn),
niquel (Ni), cromo (Cr) y Plomo (Pb), y en ocasiones metales preciosos como Ag y Au

(Alaboudi et al., 2018; Ceniceros-Gomez et al., 2018 Mendoza-Hernandez et al., 2019).

2.2 Metales pesados
Los MP se definen como elementos quimicos metalicos con numero atémico mayor a 20 y
una densidad superior a 5 g cm™ (Mendez et al., 2009; Herndndez-Caricio et al., 2022). Se
dividen en macroelementos, elementos traza y oligoelementos (Espinoza-Pinca y Vallejo-
Caicedo, 2019). Son elementos naturales, presentes en la corteza terrestre de forma natural o
como consecuencia de actividades antropogénicas (Hernandez-Caricio et al., 2022). Entre
los principales MP encontramos el Cd, Cr, Pb, Mn, Ni y Zn, algunos metaloides como As,
Sb y Se, asi como algunos metales preciosos como Auy Ag (Mendez et al., 2009; Hernandez-

Caricio et al., 2022).

Estos MP se caracterizan por ser toxicos a bajas concentraciones, tienden a bioacumularse
ya que no son degradados por procesos quimicos o microbiologicos en el suelo y suelen estar
por largos periodos indefinidos en el sitio (Leyva et al., 1997; Ali et al., 2013; Mendez et al.,
2009; Hernandez-Caricio et al., 2022). Esto ocasiona graves dafios al ambiente ya que se

acumulan en aire, agua y suelo, indefinidamente (Ali et al., 2013; Alaboudi et al., 2018).
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La contaminacion ambiental por MP es un problema a nivel mundial (Alvarado et al., 2011;
Gonzélez-Valdez et al., 2019). Por lo que han surgido alternativas bioldgicas como la
fitorremediacion para remediar sitios mineros contaminados con Pb, o para fitoextraer
(fitomineria) metales valiosos como Auy Ag (Alvarado et al., 2011; Gonzalez-Valdez et al.,
2019).

2.3 Fitomineria
En los ultimos afos, la incapacidad de la mineria tradicional para extraer Au y Ag residual,
asi como la acumulacion de millones de toneladas de jales mineros a cielo abierto y el precio
cada vez mas elevado de los metales preciosos (tan solo en enero del 2021 el costo de Ag fue
de 913.48 USD/kg, y de Au de 65,855.79 USD/kg), ha llevado al surgimiento de nuevas
tecnologias biologicas autosustentables de extraccion, usando plantas hiperacumuladoras,

como es el caso de la fitomineria (Agudelo et al., 2005; Novo et al., 2017; Dinh et al., 2022).

La fitomineria es una fitoextraccion inducida implementada para la recuperacion de metales
valiosos (Au y Ag), de suelos contaminados como jales mineros, mediante el uso de plantas
hiperacumuladoras con produccion de abundante biomasa (Anderson et al. 2005; Sheoran et
al., 2009; Maluckov, 2015; Gonzalez-Valdez et al., 2019). Esta técnica, brinda la posibilidad
de generar fuentes de energia renovables basandose en la quema de biomasa, asi como la
recuperacion de metales con suficiente valor econémico (Sheoran et al., 2009). Consiste, en
recolectar tejidos vegetales como hojas, tallos o raices de plantas hiperacumuladoras que han
extraido una gran cantidad de MP, asi como en la reutilizacion de estos metales (Sheoran et

al., 2009; Maluckov 2015; Gonzalez-Valdez et al., 2019).

Las plantas que son capaces de acumular mas de 1 mg kg™' de Au (este pardmetro estd basado
en la concentracién normal de Au en planta el cual es de 0.01 mg kg™), se les considera
hiperacumuladoras (Anderson et al., 2005; Dinh et al., 2022). Para Ag, se reporta que su
nivel de absorcién de forma natural es de alrededor de 1 mg kg™ (Harris y Bali, 2007).
Estudios realizados por Anderson et al. (2003) colaborando con la Companhia Valedo Rio
Doce, mencionan que para considerar viable la fitomineria de Au en campo, se debe cosechar
un cultivo con biomasa seca de 10 t en 1 ha de tierra, en inducir una concentracion de 100

mg kg!; lo que equivale a producir 1 kg de Au por hectéarea (Anderson et al., 2005).
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Las plantas no son hiperacumuladoras naturales de oro ya que se encuentra en formas no
disponibles en el suelo y es altamente insoluble, por lo que es necesaria la aplicacion de
agentes solubilizantes (Anderson et al., 2005; Sheoran et al., 2009; Maluckov 2015;
Gonzalez-Valdez et al., 2019). La aplicacion de agentes quimicos, como NH4SCN o
(NH4)2S203, asi como la inoculacion de microorganismos (hongos o bacterias), pueden
contribuir para aumentar la biodisponibilidad del MP en el suelo, ayudando a la
solubilizacion del Auy Ag, facilitando su absorcion por la raiz, y la translocacion de la raiz
a la parte aérea de la planta, permitiendo mayor acumulacion del MP en la planta (Blaylock

et al., 1997; Maluckov, 2015; Novo et al., 2017; Gonzalez-Valdez et al., 2018).

2.4 Estudios sobre hiperacumulacion de Au y Ag
La recuperacion de metales preciosos como el Au por las plantas, ha fascinado a los
cientificos desde la edad media (Wang et al., 2017; Cobarruvias y Pefna-Cabriales, 2017,
Gonzalez-Valdez et al., 2019; Afonso et al., 2020; Shah y Daverey, 2020), pero fue hasta el
siglo XX, cuando fue posible analizar los tejidos vegetales en busqueda de estos metales
(Sheoran et al., 2009; Gonzalez-Valdez et al., 2019). A principios del siglo XX, surgieron
los primeros informes sobre la acumulacion de Au en plantas (Wilson-Corral et al., 2012),
tiempo después, distintos investigadores comenzaron a reportar la presencia de este metal
precioso en diversas plantas en diferentes partes del mundo (Novo et al., 2017).
El Au y Ag son minerales que se encuentran de forma insoluble y no biodisponible en el
suelo, lo que hace que sea dificil su absorcion por las plantas. Se conoce que, en condiciones
naturales, las plantas solo pueden absorber aproximadamente 1mg kg' de Ag, mientras que,
de Au atn no se han reportado especies capaces de absorberlo (Harris y Bali, 2007; Wilson-
Corral et al., 2011; Gonzalez-Valdez et al., 2018; Dinh et al., 2022).
Las técnicas tradicionales utilizadas para recuperar Au y Ag son muy costosas y ocasionan
impactos negativos al ambiente, generando elementos potencialmente toéxicos como Pb, Cd,
As, T1, Hg y compuestos como el CN que, al no ser biodisponibles, persisten en suelos o son
lixiviados a los mantos acuiferos (Dinh et al., 2022; Gonzalez-Valdez et al., 2018).
La fitoextraccion inducida, ha ayudado a mejorar la absorcion de estos metales, como lo
muestra un estudio realizado por Harris y Bali (2007) (Anexo I), donde Brassica juncea

(mostaza india) fue capaz de absorber hasta 124 000 mg kg!' de Ag, y Medicago sativa
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(alfalfa) absorbié 136.000 g kg! de Ag, en un sustrato acuoso que contenia 500 -10.000 mg
kg! AgNO3 (Anexo IV). Por su parte, para la recuperacion de oro, el primer estudio reportado
fue el de Anderson et al. (1998), quienes utilizaron la especie B. juncea (mostaza india), en
arena como sustrato con oro diseminado (5 mg kg! Au); como tratamiento, adicionaron
tiocianato de amonio (NH4SCN: 0, 80, 160, 320 y 640 mg kg!), logrando una acumulacion
de 57 mg kg! Au en la parte aérea de la planta.

Uno de los estudios mas recientes, es el realizado por Gonzalez-Valdez et al. (2018), donde
llevé a cabo una hiperacumulacion inducida en relaves mineros con una concentracion de
0,5164 mg kg! Auy 22,1 mg kg Ag, en Brassica napus (Colza). El tratamiento, consistio
en la adicién de tiocianato de amonio (NH4SCN: 1 g kg') y tiosulfato de amonio
((NH4)28203: 2 g kg!) més la inoculacién del hongo Aspergillus niger. Como resultado,
obtuvieron una concentracioén de Au (tratado por NH4SCN): en tallos 1,5 mg kg'!; en raices
10 mg kg! y una concentracién de Ag (tratado por (NH4)2S203 e inoculados por el hongo A.
niger): alrededor de 50.000; 30.000; 15.000 mg kg 'en raices, tallos y hojas, respectivamente.
Existen pocos estudios sobre la fitoextraccion de estos metales valiosos por lo que aun es
necesario ahondar mas en investigaciones, ya que es dificil encontrar especies de plantas con
las caracteristicas necesarias, como abundante biomasa, rapido crecimiento y capaces de

absorber y acumular metales valiosos en sus brotes (Bhargava et al., 2012; Dinh et al., 2022).

2.5 Plantas hiperacumuladoras
Algunas plantas han desarrollado la capacidad de sobrevivir en suelos con gran cantidad de
metales (Baran, 2021). Las plantas capaces de crecer en suelos contaminados por MP, se
pueden agrupar en tres categorias: A) Excluyentes: Evitan la absorcion de metales toxicos en
la raiz; se pueden utilizar en la fitoestabilizacion, evitando la dispersion del metal y
concentrandolo alrededor de la raiz; B) Indicadoras: En éstas la concentracion interna de
metales, refleja la concentracion del metal en el suelo; C) Acumuladoras: En éstas el metal
se concentra en la parte aérea de las plantas en grandes cantidades (Bhargava et al., 2012).
Las plantas capaces de captar y acumular metales en niveles por encima de lo normal en sus

partes cosechables, son conocidas como hiperacumuladoras (Baran, 2021).

Las plantas hiperacumuladoras son un subgrupo de especies acumuladoras, se dividen en dos

tipos: 1. Las hiperacumuladoras obligadas o estrictas, que son endémicas de suelos con
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concentraciones elevadas de metales; y 2. Las hiperacumuladoras facultativas u opcionales,
en los cuales, de una poblacion, solo unas especies son hiperacumuladoras. También existen
especies que, aunque se adaptan a diferentes condiciones, solo en pocos de sitios se

manifiestan como hiperacumuladoras (Peng et al., 2020; Siromlya y Zagurskaya, 2022).

El término “hiperacumulador” fue utilizado por primera vez por Jaffré et al. (1976) para
intentar describir la acumulacion de Ni. Después, fue aplicado a plantas que acumulaban una
cantidad mayor a 1000 pg/g de Ni en sus hojas, el cual era de 100 a 1000 veces mayor que
otras plantas (Siromlya y Zagurskaya, 2022). Las plantas hiperacumuladoras naturales se
caracterizan por: A) Acumular en sus tejidos aéreos una cantidad por encima de lo normal de
metales o metaloides y, B) Tener una capacidad mejorada para llevar a cabo la
desintoxicacion de metales (Peng et al., 2020). En 2012 (Anexo II) se dan a conocer algunas
de las principales especies hiperacumuladoras, asi como el metal que acumulo,
encontrandose miembros de la familia Brassicacea, Asteracea, Poaceae, Fabaceae,
Lamiaceae, y Sapotaceae (Bhargava et al., 2012). Para que una planta sea considerada
hiperacumuladora, debe tener un umbral de hiperacumulacion para cada metal de: > 100 pg/g
de Cd; > 300 pg/g de Coy Cu; > 1000 ug/g Ni, As, y Pb, >3 000 png/g de Zn, > 10,000 pg/g
Mn (Jia-Shi et al., 2020).

Para 2020, segun la base global de hiperacumuladores (www. hiperacumuladores.org), se
reportaron alrededor de 721 hiperacumuladores, de los cuales, hay 532 especies
hiperacumuladoras de Ni, 7 de Cd, y 5 de As, y el numero sigue aumentando (Bhargava et

al., 2012; Jia-Shi et al., 2020).

2.5.1 Procesos de fitoextraccion
Existen dos procesos de fitoextraccion: A) Fitoextraccion natural o continua, la cual
aprovecha la capacidad natural de las plantas para acumular y traslocar grandes cantidades
de metales; y, B) Fitoextraccion inducida, en la cual hay una aplicacion de sustancias
quimicas, conocidas como quelantes al suelo, para mejorar la absorcién de metales por las
plantas (Alkorta et al.,, 2004). Actualmente, se esta explorando la adicion de
microorganismos (bacterias u hongos) que ayuden a mejorar la biodisponibilidad del metal
presente en el suelo y facilitando su absorcion por la planta (Gohre y Paszkowski, 2006;

Bhargava et al., 2012).
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2.6 Fitoextraccion continua o natural y mecanismos moleculares
Las plantas denominadas hiperacumuladores naturales, son capaces de remover MP del
suelo, mediante la exudacion de compuestos organicos de la raiz de la planta, como quelantes
o mediante la liberacion de protones, que cambian el pH del suelo y favorecen la absorcion
del metal (Alkorta et al., 2004; Bhargava et al., 2012; Gavrilescu, 2021). Esto, les permite
cambiar la biodisponibilidad de los metales presentes en el suelo, absorberlos mediante sus
raices y acumularlos en sus partes cosechables como hojas o tallos. A este proceso, se le
conoce como fitoextraccion continua o natural (Alkorta et al., 2004; Yabeen et al., 2009;

Bhargava et al., 2012).

Estas plantas, pueden resistir concentraciones altas de MP gracias a que contrarrestan el
estrés ocasionado por éstos, con mecanismos moleculares bien coordinados que incluyen la
induccion de proteinas de estrés, sintesis de transportadores para MP especificos, induccion
de ligandos de bajo peso molecular, inmovilizacion, quelacion y secuestro de minerales en
vacuolas que ayudan en la homeostasis de los metales (Seregin y Kozhevnikova, 2020;

Gavrilescu, 2021; Siromlya y Zagurskaya, 2022).

Uno de los mecanismos de defensa para evitar los danos ocasionados por la toxicidad de los
metales, es la capacidad de las plantas para catalizar reacciones redox, asi como, para alterar
su valencia, por ejemplo, la sintesis de glutation el cual, puede disminuir las especies
reactivas inducidas debido al estrés ocasionado por los MP, lo que permite que se acumulen
en formas no toxicas. También se promueve la unién del metal a ligandos orgéanicos de bajo
peso molecular; cuando el ligando forma complejos con los metales, se denomina quelacion
(Bhargava et al., 2012; Seregin y Kozhevnikova, 2020; Gavrilescu, 2021). Estos
mecanismos, evitan concentraciones toxicas de MP en zonas susceptibles dentro de la célula,
su funcionamiento depende de la estructura y de la composicion de la pared celular, asi como
de la membrana plasmatica, del sistema radical, de la participacion de enzimas especificas y
de la presencia de agentes quelantes, ademds de la estructura de las vacuolas (Gohre y

Paszkowski, 2006; Gavrilescu, 2021).

2.6.1 Mecanismos moleculares en la absorcion de metales
Se cree que hay cuatro procesos (Figura 2), por los cuales la planta realiza la fitoextraccion

y acumulacion del metal (Gavrilescu, 2021):
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A) La absorcion de metales a través del sistema radical: El sistema radical, tiene una
superficie muy grande que es capaz de desarrollar mecanismos de tolerancia al estrés
ocasionado por los MP (Bhargava et al., 2012; Seregin y Kozhevnikova, 2020;
Gavrilescu, 2021). Primero, ocurre la movilizacion de los metales, gracias a la
exudacion de quelantes por parte de la raiz y por acidificacion de la rizosfera
(Clemens et al., 2002; Yadav et al., 2018). La absorcion de los metales por parte de
la planta, consiste en interceptar estos iones metalicos que estdn unidos a moléculas
quelantes, por parte de la raiz. Su entrada es probablemente por paso apoplasico. En
este proceso de absorcidn, intervienen sistemas de captacion, ubicados en la
membrana plasmatica. Este paso depende mucho de la solubilidad del metal (Clemens

etal., 2002; Jabeen et al., 2009; Yadav et al., 2018).

) Tansporte y sacuestro
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Figura 2. Principales vias de transporte de metales y en células desde la raiz a los brotes (Modificado de
Clemens et al., 2002). El transporte de metales desde la raiz a los brotes: La carga eléctrica de las membranas
celulares lipofilicas, evita que los iones metalicos se dispersen libremente hacia el citosol, por lo que el
transporte de iones metalicos al interior de la célula estd mediado por proteinas de membrana, que funcionan
como transportadores (Jabeen et al., 2009).
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Los metales se mantienen en el citoplasma celular de la raiz por una quelacioén débil; se
unen primero a la pared celular, ya que es poco selectiva con los iones que intercambia,
posteriormente, los sitios de unién con mayor afinidad dentro de la célula, impulsan la
captacion del metal a través de transportadores especificos acoplados (Bhargava et al.,
2012; Gavrilescu, 2021); su traslocacion a las partes aéreas ocurre por transporte de flujo
y difusion. La mayor parte de los metales absorbidos son transportados a través del xilema
a los brotes (Clemens et al., 2002; Yadav et al., 2018), y se cree que llegan al xilema a
través del simplasto de la raiz como complejos de iones metalicos o iones hidratados. El
exceso de metales es secuestrado en las vacuolas (Clemens et al., 2002); puede ser que,
quelantes de bajo peso molecular como el citrato y la histidina libre, ayuden en la
translocacion del metal (Jabeen et al., 2009). Los transportadores de membrana, también

juegan un papel importante en el proceso de translocacion de MP (Jabeen et al., 2009).

Se han identificado algunas de las familias mas importantes de genes transportadores de
membrana (Anexo III), entre los que se encuentran los ZIP (Es una proteina similar a
IRT); NRAMP (Proteina macrdofaga asociada a la resistencia natural, encargada de la
homeostasis y la captacion de iones); YSL (Transportador de rayas amarillas); NA
(Nicotiamina sintasa) involucrado en la homeostasis del Fe, Ni, Zn, Cu'y Mn; SAM (S-
adenosil-metionina sintetasa), PARA (Union de ferritina Fe(Ill)); CDF (Facilitador de la
difusion de cationes); HMA (ATPasa de metales pesados); YIREG (Transportador
regulado de hierro); asi como proteinas involucradas en el transporte de metales como
las RAN1 (Figura 3) o proteinas involucradas en el transporte vacuolar como las
AtHMAS3 (Gohre y Paszkowski, 2006; Bhargava et al., 2012; Ijaz et al., 2021). El
transporte del metal, se realiza principalmente a través del xilema. El movimiento de la
savia que transporta el metal desde la raiz hasta los brotes, depende de la presion de la

raiz y la transpiracion de la planta (Bhargava et. al., 2012).
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Figura 3.Transportadores de tonoplastos (MTP, CAX, MHX y NRAMP) y la bomba primaria HMA3, que
catalizan la captacion o liberacion de MP divalentes. También se indica Z1F1 que transporta Nicotiamina a las
vacuolas y facilita la acumulacién de Zn por formaciéon de complejos (tomado de Gavrilescu, 2021).
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Figura 4. Transportadores de tonoplastos (VIT, VTL, COPT, IREG, SALI Y ACR). Se muestran también las
bombas ABC, que trasladan los complejos fitoquelatina + metal al interior de la vacuola (tomado de Gavrilescu,
2021).




B) Translocacién del metal a las hojas: El metal, llega al apoplasto de las hojas donde es
capturado por diferentes tipos de células y se mueve de célula en célula por medio de
los plasmodesmos, esto gracias a determinados transportadores especificos y son
almacenados principalmente en los tricomas, el exceso de metales, es secuestrado en
vacuolas (Clemens et al., 2002; Jabeen et al., 2009).

C) El almacenamiento en las vacuolas: El metal intracelular, se desintoxica uniéndose a
compuestos organicos de bajo peso molecular y se acumula en las vacuolas y
apoplastos de las hojas (Figura 3), formando un complejo acido-organico-metal
(Bhargava et al., 2012; Gavrilescu, 2021). Se ha demostrado que, son varios los
transportadores que participan en el secuestro de metales en la vacuola, incluidos los

tonoplastos (Jabeen et al., 2009).

Algunas proteinas que participan en el secuestro de metales son las antocianinas, asi como
los 4cidos organicos. Las fitoquelatinas (PC) y el glutation (GSH) también tienen un papel
importante en el transporte, secuestro y desintoxicacion de metales (Jabeen et al., 2009).
Aunque se cree que la vacuola es el principal sitio de acumulacion de MP, éstos también
pueden bioacumularse en paredes y vesiculas mucilaginosas en forma de 6xidos (Gavrilescu,
2021). Ademas de que se ha comprobado que el metal se puede desintoxicar en la epidermis,

la cuticula y los tricomas de la planta (Gavrilescu, 2021).

2.6.2 Fitoquelatinas y Metalotioneinas
Los dos compuestos involucrados en la acumulacion y desintoxicacion de los MP
acumulados por las plantas, mejor caracterizados hasta la fecha, son las fitoquelatinas (PC)
cuyo precursor es el glutation (GSH) y las metalotioneinas (MT) que son un grupo de
proteinas ricas en cisteina que proporcionan tioles, los cuales participan en la quelacion de
metales (Jabeen et al., 2009; Bhargava et al., 2012; Gavrilescu, 2021). La MT y las PC, son
péptidos de bajo peso molecular, ayudan a aumentar la resistencia a la toxicidad de los MP
formando complejos con ellos. Las MT participan en la homeostasis de metales esenciales y
protegen a la planta del estrés oxidativo (Shah y Nongkynrih, 2007; Gavrilescu, 2021). Las
PC se activan con la presencia del metal, formando complejos con iones metélicos estables,

que se envian fuera del citoplasma a través del tonoplasto (Figura 4) y quedan inméviles
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dentro de la vacuola, una vez alli, se estabilizan formando complejos con sulfuro o con acidos
organicos (Gohre y Paszkowski, 2006; Jabeen et al., 2009). Las PC y MT estan distribuidas
por toda la planta y muchos estudios indican que son compuestos criticos para la tolerancia

y acumulacion de metales en las plantas (Bhargava et al., 2012).

Aun con todas estas investigaciones, no se conocen atin todos los mecanismos por los cuales
la planta realiza la absorcion de metales y logra tener una alta tolerancia a grandes
concentraciones de éstos, las funciones exactas que lleva a cabo o los niveles de elementos
que ayudan en la supervivencia de las plantas hiperacumuladoras, por lo que todo esto atn

es objeto de estudio (Bhargava et al., 2012).

2.6.3 Limitantes en la fitoextraccion natural
Las plantas hiperacumuladoras naturales so6lo son capaces de crecer en su habitat natural,
suelen tener escasa formacidon biomasa, crecimiento lento y una fase de madurez larga, no
suelen ser selectivas para un solo metal y algunas especies son dificiles de cosechar. Los
metales también juegan un papel importante ya que la mayoria se encuentran generalmente
inmoviles en el suelo y su acumulacion depende de su solubilidad y de su difusion a la raiz

(Alkorta et al., 2004; Shah y Nongkynrih, 2007; Wei et al., 2008).

Una solucion una de estas limitantes es el uso de plantas no hiperacumuladoras con alta
produccion de biomasa, sin embargo, éstas presentan poca absorcion y poca translocacion de
MP desde la raiz al tallo y hojas (Alkorta et al., 2004; Bhargava et al., 2012). La necesidad
de encontrar alternativas, asi como acortar los largos tiempos de remediacion, regular
variaciones del pH en el suelo, la biodisponibilidad de iones, asi como el conocimiento
insuficiente de la capacidad de las plantas en materia de fitorremediacion, ha llevado a la
necesidad de desarrollar técnicas que mejoren el proceso de fitoextraccion, como es el uso
de agentes quimicos, que cambien la disponibilidad del metal. Actualmente, se explora
también el uso de microorganismos que promuevan el crecimiento vegetal (Gavrilescu,

2021).
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2.7 Fitoextraccion inducida
La fitoextraccion inducida es una técnica que ayuda a tener mayor absorcion de metales que
normalmente no pueden acumular las plantas (Wilson-Corral et al., 2011). Consiste en usar
agentes quimicos, quelantes o lixiviantes, como el EDTA (4cido etilendiaminotetraacético),
NH4SCN (tiocianato de amonio), o (NH4)2S203 (tiosulfato de amonio), que pueden aumentar
la biodisponibilidad de metales como el Cd, Cu, Pb, e incluso metales valiosos como Au 'y
Ag, en plantas que tengan una alta produccion de biomasa, un sistema radical extenso, una
alta transferencia de raiz a brote y resistencia a plagas y enfermedades, esto con la finalidad
de mejorar la capacidad de hiperacumulacion (Alkorta et al., 2004; Gohre y Paszkowski,
2006; Wilson-Corral et al., 2011; Bhargava et al., 2012; Gavrilescu, 2021; [jaz et al., 2021).
El metal absorbido es eliminado al momento de ser cosechada la planta y puede ser
reutilizado como energia, por combustion o almacenado como material seco (Gohre y
Paszkowski, 2006). De forma general, para llevar a cabo una fitoextraccion inducida, se debe:
A) Identificar el agente quimico ideal, que permita solubilizar el metal presente en el
suelo, ya que la biodisponibilidad de los MP es una de las principales limitantes para
su hiperacumulacién en las plantas. Diferentes quelatos sintéticos muestran una alta
afinidad por ciertos MP; por ejemplo, el EDTA por el Pb, As, o Zn; el tiocianato de
amonio (NH4SCN) y tiosulfato de amonio (NH4SCN) por el Au y el cianuro de
potasio (KCN) por ¢l Pd (Alkorta et al., 2004; Gohre y Paszkowski, 2006; Dinh et
al., 2022).
Un quelante, es una molécula grande y compleja que puede formar varios enlaces con
un solo ion metalico, formando una estructura de anillo, es decir, un ligando
multidentado. Es un agente quimico, que encapsula y mantiene la biodisponibilidad
del metal para su absorcion por la planta (Alkorta et al., 2004; Jabeen et al., 2009).
Se han probado diferentes agentes quelantes (Anexo IV) en el estudio de la
fitorremediacion y ha llevado a la conclusion de que, la eficiencia de la acumulacion
del metal esta relacionada directamente con la afinidad del agente quimico sintético
por el metal (Alkorta et al., 2004). Es por esto que se recomienda usar agentes
quimicos que tengan una alta afinidad por el metal que se desea extraer. Sin embargo,
muchos agentes quimicos realmente no son especificos y pueden tener interferencia

con otros metales presentes en el suelo en concentraciones mas altas. Esto quiere
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decir, que el aumento en la absorcion del metal por un quelato, puede ser especifico
para un metal y al mismo tiempo disminuir la absorcién del otro. Ademads, cada
quelato tiene una eficacia diferente para inducir la acumulacion de MP en las plantas
(Alkorta et al., 2004; Gohre y Paszkowski, 2006).

B) Preparar y sembrar la planta: Las plantas se siembran o se trasplantan en suelo
contaminado con MP, éstas se cultivan como lo indican las practicas agricolas
(Alkorta et al., 2004; Jabeen et al., 2009).

C) Una vez que se produce la cantidad 6ptima de biomasa, se aplica el agente quelante
seleccionado: El agente quelante, debe adicionarse por lo general antes de la cosecha,
ya que la induccion a absorber esta gran cantidad de metales, lleva a la muerte de la
planta. Los agentes quelantes, poseen una toxicidad potencial y pueden ocasionar
dafios al medio ambiente, por lo que es importante realizar la aplicacion de la
sustancia, tomando en cuenta la capacidad de absorcion de las plantas cultivadas o
incluyendo un sistema de contencion de agua, esto para evitar la contaminacion de
las aguas subterraneas debido a los metales movilizados en ellos (Alkorta et al., 2004;
Gohre y Paszkowski, 2006; Jabeen et al., 2009).

D) Permitir la absorcion del metal sin que muera la planta: Después se permite la
acumulacion del metal, esto puede llevar desde varios dias hasta semanas, todo esto
verificando que la planta no muera en el proceso (Alkorta et al., 2004).

E) Cosecha: Después de un crecimiento suficiente de la planta y de suficiente
acumulacion de MP en sus brotes, la planta se cosecha. La tasa de fitoextraccion
depende del crecimiento de la planta y del total del metal que la planta logra extraer
y ésta, se relaciona con la biomasa que produce la planta, la cual, estd dada por la
cantidad de metal que absorbe. El peso y el volumen de la planta se pueden reducir
por incineracion y los residuos pueden ser tratados como material peligroso o se
puede realizar una recuperacion del metal si es economicamente posible, reutilizarse
y posteriormente el desecho almacenarse como material seco (Alkorta et al., 2004;

Gohre y Paszkowski, 2006; Jabeen et al., 2009; Bhargava et al., 2012).

Actualmente se estd trabajando con el uso de bacterias o fitohormonas en la fitoextraccion
de contaminantes, esto como alternativa al uso o en combinacion con los agentes quimicos.

Estas bacterias habitan los tejidos vegetales sin causar dafio a la planta, pueden facilitar el
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crecimiento de la planta y su desarrollo, cambiar el estado de oxidacion de algunos metales,
favoreciendo la acumulacion de estos en sus brotes, le ayudan en la fijacion de Ni, alivian el
estrés de las plantas en ambientes contaminados, aumentan la resistencia a patogenos, a la
sequia y a herbivoros (Bhargava et al., 2012; Gavrilescu, 2021). Hasta ahora, su estudio en
cuanto a remediacion de MP ha sido lento, debido a que no se ha encontrado una cepa con
resistencia a los metales y con grandes capacidades de desintoxicacion (Bhargava et al.,
2012). Mientras que las fitohormonas, se ha demostrado su capacidad de disminuir el estrés

ocasionado por MP en las plantas (Nufez et al., 2010).

2.8 Brasinoesteroides

2.8.1 Historia

En 1970 Mitchell y colaboradores reportaron que algunos extractos de la planta Brassica
napus, producian un efecto de alargamiento en el tallo del frijol. Esta respuesta, era distinta
a la producida por otras hormonas vegetales como las giberelinas (Saenz-Carbonell et al.,
2006; Hernandez-Silva y Garcia Martinez et al., 2016). Estas sustancias fueron aisladas
posteriormente de Brassica napus y se les denomind brassinos (Nufiez y Mazorra, 2001;

Séaenz-Carbonell et al., 2006; Hernandez-Silva y Garcia Martinez et al., 2016).

Lamentablemente, se creia que su estructura era parecida a los dcidos grasos y no fue hasta
un experimento coordinado por laboratorios de EUA donde se extrajo de una planta piloto
de B. napus, 227 kg de polen del cual, se logré purificar 4 mg de una sustancia que fue
identificada por cristalografia de rayos X, descubriendo que su estructura era como una
lactona esteroidal, la cual denominaron brasinélido. En 1988, Mandava acuné el término de
brasinoesteroide (Saenz-Carbonell et al., 2006). Actualmente, existen diversos compuestos
sintéticos de brasinoesteroides, los cuales son estudiados para conocer sus diferentes efectos
en las plantas (Nufiez y Mazorra, 2001; Saenz-Carbonell et al., 2006; Hernandez-Silva y
Garcia Martinez et al., 2016).

2.8.2 Definicion

Los brasinoesteroides son considerados fitohormonas naturales, que se distribuyen en
pequenas cantidades en la planta, principalmente en polen, flores y semillas (Hernandez-

Silva y Garcia-Marquez, 2016); su estructura es esteroidal, e influyen en la division y
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expansion celular, estimulando el crecimiento y desarrollo de las plantas (Saenz-Carbonell
et al.,, 2006; Coll-Garcia et al., 2019). También juegan un papel importante en la
germinacion, rizogénesis, floracion, senescencia, abscision y en los procesos de maduracion,
asi como en la division y expansion celular (Nuiez et al., 2010; Hernandez-Silva y Garcia
Martinez et al., 2016), y se ha demostrado, que pueden brindar resistencia a las plantas frente

a estrés bidtico y abidtico (Hernandez-Silva y Garcia Martinez et al., 2016).

2.8.3 Estructura

Los brasinoesteroides estan conformados por cuatro anillos (A, B, C, D), un grupo cetona en
el anillo C6 del anillo B y una cadena lateral en el C17 del anillo D (Figura 5). Cuentan
generalmente con 27 a 28 atomos de carbono con diferentes sustituyentes en los anillos A y
B y en la cadena lateral (Saenz-Carbonell et al., 2006; Hernandez-Silva y Garcia Martinez et
al., 2016). Se ha descubierto 59 brasinoesteroides distintos, los principales brasinoesteroides
encontrados en plantas poseen 28 atomos de carbono, con sustituyentes en dos anillos y en
la cadena lateral (Hernandez-Silva y Garcia Martinez, 2016). El brasinoesteroide con mayor

actividad de todos es el brasinolido (Figura 6) (Saenz- Carbonell et al., 2006).
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Figura 5. Estructura general de los brasinoesteroides (Modificado de Hernandez-Silva y Garcia Martinez,
2016).
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Figura 6. Estructura quimica del brasindlido (Modificado de Yuzhu et al., 2022).

2.8.4 Receptores celulares y mecanismos moleculares

La proteina BRII es el receptor de brasinoesteroides en la célula (Carbonell et al., 2006;
Reyes-Guerrero et al., 2021). Esta proteina, para llevar a cabo su funcionamiento, debe
interactuar con otros componentes proteicos presentes (Figura 7), como el BIN2 (Carbonell
et al., 2006). Este componente, en ausencia de brasinolido, fosforila los compuestos
conocidos como BES/BRZ1, que después son degradados por un complejo proteosémico. En
presencia del brasinolido, el componente BRI1 no actaa, y de esta forma, los componentes
BES 1/BRZ1 pueden llegar al ntcleo para inducir respuestas fisiologicas especificas en la
planta (Carbonell et al., 2006). Los brasinoesteroides pueden proteger a la planta del estrés
ocasionado por MP, ya que inducen a la formacion de péptidos (fitoquelatinas) que participan

en la desintoxicacion de metales en las plantas (Nufez et al., 2010).
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Figura 7. Representa la accion de la proteina BIN2 en presencia y en ausencia de brasinolido (Modificado de
Carbonell et al., 2006).

2.9 Linum usitatissimum L.
La linaza (lino; familia Linaceae) (Figura 8) es una herbacea anual o en ocasiones bianual
(Rzedowski y Rzedowski, 1992; Chico-Ulcuango, 2017), originaria de la region oriental del
Mediterraneo (Chico-Ulcuango, 2017); puede alcanzar hasta 1 m de altura, su tallo es erecto,
estriado, puede ser simple o ramificado cerca de la base y también en la inflorescencia, las
ramas basales son erectas o ascendentes (Rzedowzki y Rzedowzki, 1992); sus raices son
cortas y superficiales (Chico-Ulcuango, 2017). Las hojas son lanceloladas o lineales alternas,
sésiles, acuminadas en el apice, 1 o 3 nervadas, de textura membrandcea, de 10 a 3.5 mm de

largo y de 1 a 3.5 mm de ancho (Rzedowzki y Rzedowzki, 1992; D" Ambrosio et al., 2018).

32

——
| —



Figura 8. Linum usitatissimum L.

Las flores son de color blanco o azul (Chico-Ulcuango, 2017), presentan forma de paniculas
laxas, estan provistas de numerosas hojas, mas o menos reducidas, con pedicelos de hasta 2.5
cm de largo; caliz con cinco sépalos libres de 7 a 9 mm de largo y de 2.4 a 4 mm de ancho,
los exteriores a menudo son mas angostos y mas cortos que los que se encuentran en el

interior (Rzedowzki y Rzedowzki, 1992; D’ Ambrosio et al., 2018).

El fruto tiene forma de capsula globosa, apiculada de 8 a 12 mm de largo. Contiene 10
semillas comprimidas, ovaladas, lanceloladas, de 4 a 6 mm de largo por 2.5 a 3 mm de ancho,
color café, negruzcas (Rzedowzki y Rzedowzki, 1992; Chico-Ulcuango, 2017; D" Ambrosio
etal., 2018).

La planta de lino es una maleza ruderal que, florece y fructifica casi todo el afio (Rzedowzki
y Rzedowzki, 1992). Los linos fibrosos prefieren climas humedos y suaves, por su parte los
linos oleaginosos prefieren climas templados y calidos (Chico-Ulcuango, 2017; D" Ambrosio

et al., 2018). La linaza se adapta mejor a terrenos de textura arcillo-arenosa, esto debido a lo




pequeiio de sus raices que no alcanzan grandes profundidades (Chico-Ulcuango, 2017). Es
una planta exigente en zinc, requiere de suficiente materia orgénica y requiere un buen
drenaje. Sus necesidades de agua pueden elevarse a los 400 a 450 L/m?, y es sensible a la

sequia (Chico-Ulcuango, 2017; D" Ambrosio et al., 2018).

No es una planta exigente en sus requerimientos nutricionales por lo que se espera pueda ser
capaz de crecer en sitios contaminados con MP, esta especie no tiene antecedentes en materia
de fitorremediacion, pero debido a sus caracteristicas adaptativas, podria ser una potencial

candidata.

34

——
| —



II1. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis
Las plantas de Linum usitatissimum L. inoculadas con Azospirillum brasilense y adicionadas
con Brasinoesteroides, tiocianato de amonio y/o tiosulfato de amonio, presentaran mayor

tolerancia a establecerse en un jal de mina de Tlapujahua de Rayon, Michoacan, México.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar la tolerancia de la especie Linum usitatissimum para el establecimiento en un jal de

mina de Tlalpujahua de Rayon, Michoacan, México, para la potencial fitoextraccion de oro

(Au) y plata (Ag).

4.2 Objetivos particulares

e Evaluar la tolerancia de Linum usitatissimum para la potencial fitoextraccion de Au
y Ag a partir de sustrato de un jal de mina, en combinacion con tiocianato de amonio
(NH4SCN) o tiosulfato de amonio (NH4)2S203, con la inoculacion de Azospirillum
brasilense.

e Evaluar la tolerancia de Linum usitatissimum para la potencial fitoextraccion de Au
y Ag a partir de sustrato de un jal de mina, en combinacion con tiocianato de amonio
(NH4SCN) o tiosulfato de amonio (NH4)2S203, con la adicion de brasinoesteroides.

e Evaluar el efecto de Azospirillum brasilense y brasinoesteroides en la supervivencia
y crecimiento de L. usitatissimum para la posible extraccion de Auy Ag a partir de
sustrato de un jal de mina.

e Identificar el tratamiento con mayor potencial para la fitoextraccion de oro y plata a

partir de un jal de mina utilizando la especie L. usitatissimum.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Descripcion del sitio de estudio
Tlalpujahua es un pueblo de origen prehispanico mazahua. Su nombre proviene de los
vocablos en nahuatl “tlali” y “poxohuac”, que significan “tierra” y “cosa fofa”, su traduccion
seria “Tierra fofa o esponjosa”, esto por su tipo de suelo. Estd ubicado en el estado Michoacan
y colinda con los municipios de Maravatio al noreste, con Contepec al norte, con Senguio al
oeste (Figura 9); al sur con San José del Rincon y al oeste con El Oro. Su poblacion es de
aproximadamente 26000 habitantes, en una superficie de 191088 km?. La cabecera
municipal, denominada Tlalpujahua de Rayon, concentra el 12.8% de la poblacién municipal
que es cerca de 3530 habitantes. En el municipio hay otras 64 localidades rurales con menos

de 500 habitantes segun el INEGI en 2010 (Aparicio y Poncela, 2019).

5.2 Recolecta del residuo de mina y analisis
Para la recoleccion del residuo de mina, se tom6 una muestra compuesta del residuo de mina
de Tlalpujahua (30 kg muestra), conformada por cinco muestras simples. La profundidad de
muestreo 0-30 cm de acuerdo con las recomendaciones de la NMX 2006. Posteriormente, en
el residuo se analizaron parametros fisicos y quimicos como pH (1:2 p/v suelo: agua),
contenido de materia organica, (1:2 p/v suelo: agua), por el laboratorio de suelos. Instituto
Tecnologico del Valle de Morelia basado en la NOM-RECNAT 021-2000. Se analiz6 en
suelo el contenido de Ag y Au, mediante Fluorescencia de Rayos X, asi como en los 6érganos

vegetales de L. usitatissimum

5.3 Colecta de la semilla de Linaza

La semilla de linaza comercial se obtuvo de una distribuidora local (Mercado de abastos en
Guadalajara, Jal).

5.4 Fase experimental en invernadero
El experimento, se llevo a cabo en condiciones de vivero con 35% de cobertura, con riego
cada 3er dia, durante un periodo de diecinueve semanas. Se homogeniz¢ el sustrato de jal de
mina obtenido de la Localidad de Tlalpujahua de Rayon, Michoacan, México. Se llenaron

contenedores de aproximadamente 350 cm® con el jal de mina.
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Figura 9. Municipio de Tlalpujahua de Rayon, Michoacan, México. Mapa elaborado por Alejandro Lopez,
2023.

Se sembraron inicialmente 30 semillas por contenedor (al obtener una germinacion del 90%,
se redujeron a 10 plantulas por réplica) (Figura 10). Las plantulas de L. usitatissimum fueron
adicionadas con dos dosis de Brasinoesteroides a una concentracion 0.007 mg L' por plantula
y con A, brasilense a una concentracion de 1.75x10® UFC por unidad experimental, separadas
por un mes entre cada adicion. Las fitohormonas y la bacteria A. brasilense se obtuvieron de

la distribuidora Biosustenta-Corporativo de Desarrollo Sustentable, S.A. de C.V.
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Se evaluo el crecimiento en altura de las plantas durante dieciséis semanas, después de la
adicion de los microorganismos y las fitohormonas

El tiocianato de amonio [(NH4SCN)] y tiosulfato de amonio [(NH4)2S:03] (1 y 2 g kg!,
respectivamente), se aplicd en un volumen de 100 mL de solucion, a una concentracion de
lg L' y 2g L', respectivamente, (basandonos en las concentraciones utilizadas por
Gonzalez-Valdez et al., 2018), al jal de mina después de 14 semanas de crecimiento de L.
usitatissimum (con o sin Azospirillum brasilense) en presencia/ausencia de brasinoesteroides
(Tabla 1). El tiocianato de amonio, fue obtenido de Reactivos Meyer y el tiosulfato de amonio

se obtuvo de Sigma-Aldrich Products.

Una semana después de la aplicacion de las sustancias quimicas al jal de mina, las plantas
fueron cosechadas (Alkorta et al., 2004). Se separo la parte aérea y la raiz de la planta. La
raiz fue lavada con agua destilada. Se pesaron por separado parte aérea y raiz, para obtener
la biomasa peso fresco, en una balanza semianalitica. Posteriormente, se secaron a 65 °C por
dos dias y se determind el peso seco de la raiz y de la parte aérea de la planta, con la finalidad
de conocer la biomasa producida por la planta.

Finalmente se determind la concentracion de Au y Ag en los organos vegetales por

Fluorescencia de Rayos X.

5.5 Disefio experimental
El experimento se establecié en un disefio completamente al azar durante las diecinueve
semanas. Para su evaluacion se consideraron cuatro factores de forma individual y combinada
mas un control. (brasinoesteroides, Azospirillum brasilense tiosulfato, tiocianato y un
control), contando con doce tratamientos y siete réplicas (n=7) de cada uno. Se consider6

como unidad experimental diez plantas por maceta (Figura 10, Tabla 1).
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Figura 10. Unidad experimental, cada maceta contara con siete plantas de L. usitatissimum.

5.6 Aplicacion del microorganismo y los agentes quimicos

Tabla 1. Aplicacion de los agentes quimicos con y sin Azospirillum brasilense y brasinoesteroides

Tratamientos Dosis

1.Control
2.Brasinoesteroides 5.0 mL
3.Azospirillum brasilense 1.0 mL

4 Brasinoesteroides + Azospirillum brasilense 5.0mL + 1.0 mL
5.Tiocianato [(NH4SCN)] 1.0 mL
6.Tiocianato [(NH4SCN)] + Brasinoesteroides 1.0 mL + 5.0 mL

7.Tiocianato [(NH4SCN)]+ Azospirillum brasilense
8.Tiocianato [(NH4SCN)] + Brasinoesteroides + Azospirillum brasilense

9.Tiosulfato [(NH4)2S,03]

10.Tiosulfato [(NHa4),S,03] + Brasinoesteroides

11.Tiosulfato [(NH4)2S,03]+ Azospirillum brasilense

1.0mL+1.0mL

1.0 mL + 5.0 mL+ 1.0 mL
2.0 mL

2.0mL + 5.0 mL
2.0mL+ 1.0 mL

12.Tiosulfato [(NH4),S20s] + Brasinoesteroides + Azospirillum brasilense 2.0 mL + 5.0 mL + 1.0 mL

5.7 Analisis de datos

Los resultados fueron sometidos a un andlisis factorial, a un analisis de varianza (ANOVA),

respetando los criterios de normalidad., Para las variables longitud de raiz y biomasa radical

en peso seco fueron transformadas mediante raiz cuadrara y logaritmo, respectivamente. Se

utilizé una prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey. Para los factores que

mostraron diferencias estadisticamente significativas, se realizd un analisis mediante una

prueba T Student. Se utilizaron los programas estadisticos JMP, S+ y Past.




VI Resultados
Los resultados del Analisis factorial y ANOVA, aplicado a la altura (cm) de las plantas de

Linum usitatissimum (linaza), muestra que no hay diferencias significativas entre los

tratamientos (Tabla 2, Figura 11).

Tabla 2. Analisis factorial, aplicado a la altura (cm) en plantas de Linum usitatissimum (linaza).

Factor G.L. S.C. Factor C.M. Valor F P

Brasinoesteroides 1 4.389 B 4.388 0.298 0.586

Azospirillum brasilense 1 33.189 Ab 33.188 2.261 0.136

Tiocianato 1 39.586 Tio 39.585 2.696 0.104

Tiosulfato 1 14.658 Tios 14.657 0.998 0.32
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Figura 11. Altura (cm) de Linum usitatissimum (linaza) con los tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum
brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y combinados. Las barras indican el error estandar. Control (C),
Brasinoesteroides (B), Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense (BADb), Tiocianato (Tio),
Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense (TioAb), Tiocianato + Brasinoesteroides +
A. brasilense (TioBAb), Tiosulfato (Tios), Tiosulfato + Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense
(TiosAb), Tiosulfato + Brasinoesteroides + A. brasilense (TiosBAb).

El andlisis factorial muestra efectos en la longitud de raiz por los tratamientos, excepto por
A. brasilense (Tabla 3). En el ANOVA se observan diferencias estadisticamente
significativas (F= 3.39, G.L.=11, P<0.0001). En la prueba de Tukey, se muestran valores

mayores en los tratamientos de brasinoesteroides de forma individual y en combinaciéon con
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A. Dbrasilense. Se observa un efecto negativo del Tiocianato en combinacion con
brasinoesteroides (Figura 12). En cuanto al factor brasinoesteroides, se muestra una
diferencia estadisticamente significativa con un valor de P=0.03 con un efecto positivo en
el crecimiento de las plantas de L. usitatissimum (Fig13), por otro lado, el Tiocianato (Figura
14) y el Tiosulfato (Figura 15) mostraron un efecto negativo en el crecimiento de las plantas,

con una diferencia estadisticamente significativa (P= <0.0001 y P= 0.18).

Tabla 3. Analisis factorial, aplicado a Longitud de raiz (cm), en plantas de Linum usitatissimum (linaza).

Factor G.L. S.C. C.M. Valor F P
Brasinoesteroides 1 50.36 50.36 4.37 0.03
Azospirillum brasilense 1 0.9474 0.9474 0.082 0.775
Tiocianato 1 132.266 132.266 11.481 0.001
Tiosulfato 1 98.603 98.603 8.559 0.004
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Figura 12. Longitud de raiz (cm) de Linum usitatissimum, en base a los tratamientos de Brasinoesteroides,
Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y combinados. Las barras indican el error estandar
y las letras, grupos de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey. Control (C),
Brasinoesteroides (B), Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense (BAb), Tiocianato (Tio),
Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense (TioAb), Tiocianato + Brasinoesteroides +
A. brasilense (TioBAb), Tiosulfato (Tios), Tiosulfato + Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense
(TiosAb), Tiosulfato + Brasinoesteroides + A. brasilense (TiosBAb).
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Figura 13. Longitud de raiz (cm), en presencia (B+) o ausencia (B-) de Brasinoesteroides en plantas de Linum
usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar.
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Figura 14. Longitud de raiz (cm), en presencia (Tio+) o ausencia (Tio-) de Tiocianato en plantas de Linum
usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar.
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Figura 15. Longitud de raiz (cm), en presencia (Tiost) o ausencia (Tios-) de Tiosulfato en plantas de Linum
usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar.

En cuanto a la variable area de raiz en las plantas de L. usitatissimum, el analisis factorial
(Tabla 4), muestra efectos por los tratamientos de Brasinoesteroides y Tiosulfato. En el
ANOVA existen diferencias estadisticamente significativas (F=2.93, G. L. = 11, P.0.003).
Muestra un mayor efecto los tratamientos A. brasilense (Ab) y Brasinoesteroides (B) (Figura
16). Teniendo un menor efecto el tratamiento Tiosulfato en combinaciéon con
Brasinoesteroides (TiosB) y Tiosulfato en combinacion con Brasinoesteroides y A.
brasilense (TiosBAb). En cuanto al factor Brasinoesteroides, muestra una diferencia
estadisticamente significativa con un valor de P= 0.01con un efecto positivo en el area de la
raiz de las plantas de linaza (Figura 17). Por otro lado, el factor Tiosulfato mostré una
diferencia estadisticamente significativa con un valor de P= 0.01, mostrando efectos

negativos en el area de raiz de las plantas de lino (Figura 18).

Tabla 4. Anilisis factorial, aplicado al 4rea de raiz (cm?), en plantas de Linum usitatissimum (linaza).

Factor G.L. S.C. C.M. Valor F P

Brasinoesteroides 1 328.652 328.651 4.335 0.04
Azospirillum brasilense 1 9.489 9.489 0.125 0.724
Tiocianato 1 64.938 64.938 0.856 0.357
Tiosulfato 1 729.067 729.066 9.617 0.002
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Figura 16. Area de raiz (cm?) de Linum usitatissimum (linaza) con los tratamientos de Brasinoesteroides,
Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y combinados. Las barras indican el error estandar
y las letras, grupos de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey. Control (C),
Brasinoesteroides (B), Azospirillum brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense (BADb), Tiocianato (Tio),
Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato + A. brasilense (TioAb), Tiocianato + Brasinoesteroides +
A. brasilense (TioBAb), Tiosulfato (Tios), Tiosulfato + Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasOilense
(TiosAb), Tiosulfato + Brasinoesteroides + A. brasilense (TiosBAD).
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Figura 17. Area de raiz (cm?), en presencia (B+) o ausencia (B-) de Brasinoesteroides en plantas de Linum
usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar.
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Figura 18. Area de raiz (cm?), en presencia (Tios+) o ausencia (Tios-) de Tiosulfato en plantas de Linum
usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar.

Los resultados de la variable biomasa en peso fresco aéreo de las plantas de L. usitatissimum,
muestran en el analisis factorial (Tabla 5), efecto por los tratamientos con A. brasilense y
Tiosulfato. En el ANOVA se muestran diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (F = 3.86, G.L.= 11, P=0.0002. La prueba de Tukey muestra un mayor efecto
en los tratamientos con TioB (Tiocianato + Brasinoesteroides) y Tios (Tiosulfato) (Figura
19, barras negras). El menor efecto lo presenta el tratamiento de Brasinoesteroides (B) y
Brasinoesteroides en combinacion con Tiocianato (TioB). La variable biomasa peso fresco
de raiz en las plantas de L. usitatissimum, no muestran efectos significativos en los
tratamientos aplicados en el andlisis factorial (Tabla 6). En cuanto al ANOVA, se observan
diferencias estadisticamente significativas (F= 2.5, G.L. =11, P. 0.009). De acuerdo con la
prueba de comparaciones multiples por Tukey, observa mayor efecto de los tratamientos de
A. brasilense (Ab), Brasinoesteroides (B), Tiosulfato (Tios) y la combinacion de A.
brasilense y Brasinoesteroides con Tiocianato y Tiosulfato (TioBAb y TiosBAb) (Figura 19,
barras grises). Mientras que los tratamientos con menos efecto, fueron los Brasinoesteroides
en combinacion con A. brasilense (BAb) y A. brasilense en combinacion con Tiocianato
(TioAb) (Figura 20, barras en gris).
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Tabla 5. Andlisis factorial, aplicado a la biomasa fresca aérea en plantas de Linum usitatissimum (linaza).

Factor G.L. S.C. C.M. Valor F P

Brasinoesteroides 1 0.114 0.114 0.664 0.417
Azospirillum brasilense 1 0.658 0.658 3.825 0.054
Tiocianato 1 0.172 0.172 1.003 0.319
Tiosulfato 1 1.561 1.561 9.062 0.003

Tabla 6. Analisis factorial, aplicado a la biomasa fresca de raiz (g), en plantas de Linum usitatissimum (linaza).

Factor G.L. S.C. C.M. Valor F P
Brasinoesteroides 1 0.291 0.291 0.43 0.53
Azospirillum brasilense 1 0.581 0.581 0.856 0.357
Tiocianato 1 0.789 0.789 1.164 0.283
Tiosulfato 1 0.449 0.449 0.662 0.418
35
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Figura 19. Las barras negras, representan la biomasa fresca aérea (g) de Linum usitatissimum (linaza) con los
tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y combinados.
Las barras indican el error estandar y las letras, grupos de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples por
medio de Tukey. Las barras grises, representan la biomasa fresca raiz (g) de Linum usitatissimum (linaza)
con los tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y
combinados. Las barras indican el error estandar y las letras, grupos de acuerdo a la prueba de comparaciones
multiples por medio de Tukey. Control (C), Brasinoesteroides (B), Azospirillum brasilense (Ab),
Brasinoesteroides + A. brasilense (BAb), Tiocianato (Tio), Tiocianato + Brasinoesteroides (TioB), Tiocianato
+ A. brasilense (TioAb), Tiocianato + Brasinoesteroides + A. brasilense (TioBAb), Tiosulfato (Tios), Tiosulfato
+ Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense (TiosAb), Tiosulfato + Brasinoesteroides + A.
brasilense (TiosBAb).
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Figura 20. Biomasa fresca aérea (g), en presencia (Tios+) o ausencia (Tios-) de Tiosulfato en plantas de Linum
usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar.

Los resultados del Analisis factorial y ANOVA aplicado a la biomasa en peso seco aéreo de
las plantas de Linum usitatissimum (linaza), muestra que no hay diferencias significativas
entre los tratamientos (Tabla 7, Figura 21). Los resultados del anélisis factorial de la variable
biomasa en peso seco de raiz de las plantas de L. usitatissimum, muestran que hay diferencias
significativas en el tratamiento Tiosulfato (Tabla 8). El ANOVA muestra diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes tratamientos (F= 7.04, G.L.=11,
P<0.0001). De acuerdo con la prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey, se
observa mayor efecto en el tratamiento con Brasinoesteroides (B) (Figura 21). Se muestra un
menor efecto en los tratamientos de Tiosulfato combinado con Brasinoesteroides (TiosB) y
Tiosulfato con A. brasilense (TiosAb). En cuanto al factor Tiosulfato, muestra una diferencia
estadisticamente significativa con un valor de P=0.0001, observandose un efecto negativo

en las plantas de linaza (Figura 22).

Tabla 7. Analisis factorial, aplicado a la biomasa seca aérea (g), en plantas de Linum usitatissimum (linaza).

Factor G.L. S.C. C.M. Valor F P

Brasinoesteroides 1 0.017 0.017 1.788 0.184
Azospirillum brasilense 1 0.005 0.005 0.54 0.464
Tiocianato 1 0.002 0.002 0.305 0.582
Tiosulfato 1 0.006 0.006 0.626 0.43
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Tabla 8. Andlisis factorial, aplicado a la biomasa seca de raiz, en plantas de Linum usitatissimum (linaza).

Factor G.L. S.C. C.M. Valor F P
Brasinoesteroides 1 0.132 0.132 1.137 0.289
Azospirillum brasilense 1 0.038 0.038 0.328 0.528
Tiocianato 1 0.129 0.129 1.118 0.293
Tiosulfato 1 2.423 2.423 20.89 0.00001
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Figura 21. Las barras negras, representan la Biomasa seca aérea (g) de Linum usitatissimum (linaza) con los
tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y Tiosulfato, individual y combinados.
Las barras indican el error estindar. Las barras grises, representan la biomasa seca raiz (g) de Linum
usitatissimum (linaza) con los tratamientos de Brasinoesteroides, Azospirillum brasilense, Tiocianato y
Tiosulfato, individual y combinados. Las barras indican el error estandar y las letras, grupos de acuerdo a la
prueba de comparaciones multiples por medio de Tukey. Control (C), Brasinoesteroides (B), Azospirillum
brasilense (Ab), Brasinoesteroides + A. brasilense (BAb), Tiocianato (Tio), Tiocianato + Brasinoesteroides
(TioB), Tiocianato + A. brasilense (TioAb), Tiocianato + Brasinoesteroides + A. brasilense (TioBAb),
Tiosulfato (Tios), Tiosulfato + Brasinoesteroides (TiosB), Tiosulfato + A. brasilense (TiosAb), Tiosulfato +
Brasinoesteroides + A. brasilense (TiosBAb).
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Figura 22. Biomasa seca de raiz (g), en presencia (Tios+) o ausencia (Tios-) de Tiosulfato en plantas de Linum
usitatissimum (linaza). Las barras indican el error estandar.

6.1. Analisis de suelo y tejido vegetal
Se realizaron los analisis fisicoquimicos correspondientes al jal de mina de Tlalpujahua de
Rayon, México, Michoacan (Tabla 9), con la finalidad de conocer su composicion y tener un
punto de partida en comparacion con lo extraido por el tejido vegetal de la especie L.
usitatissimum. En los analisis, el residuo de mina, muestra un pH neutro, escasa materia
organica, baja concentracion de Nitrogeno y macroelementos insuficientes. Los analisis
fueron realizados por el Laboratorio de suelos del Instituto Tecnoldgico del Valle de Morelia,

basado en la NOM-RECNAT 021-2000.

Se realizo el analisis del tejido vegetal de la raiz de la especie L. usitatissimum por
Fluorescencia de rayos X, con la finalidad, de determinar los minerales que logré extraer
(Tabla 10). Mostrando niveles bajos en cuanto a extraccion de Au y Ag, sin embargo, se
muestran niveles altos en extraccion de Sr, Fe, Ti, Ca, K, Al, Si, Cl, Mg y P. También se
realiz6 el andlisis del jal de mina antes de la siembra de las plantas de linaza y después de la
cosecha, con la finalidad de conocer la composicion del suelo y determinar el establecimiento
de la especie L. usitatissimum, asi como, comparar los residuos de mineral con la absorcion
que logro6 la planta. Se puede observar que se detectaron bajas concentraciones de Auy Ag

en el jal de mina (TO), pero concentraciones altas de Sr, Fe, Ca, Al, Si, Cl, Mgy P.
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Tabla 9. Analisis fisicoquimicos del jal de mina de Tlalpujahua de Rayon, Michoacan, México.

Analisis de suelo

Granulometria (%)

——

Arcilla 17

Limo 21

Arena 61

Clase textural Franco Arenoso

Interpretacion Mediano

Constantes de humedad (%)
2 | Humedad a saturacion 25
E Capacidad de campo 14
% | Punto de marchitez permanente
:T;‘ Humedad aprovechable 6
< Lamina de riego (Profundidad. 20 cm) 3.8
Color
En seco Gris claro
En humedo Café grisaceo oscuro
Densidad (g cm™)

D. aparente 1.36

D. real 2.5

Porosidad (%) 45.5

Elementos menores ppm Interpretacion

Aluminio 0.0

Hierro 0.0

Magnesio 0.0

Cobre 0.0

Boro 0.0

pH en agua 7.0 Neutro

Ligeramente
€ | pH en solucion CaCl2 6.5 Acido
E |C.E. (dS/m) 1.0 No salino
5‘ Materia organica (%) 0.7 Muy bajo
:2 Nitrogeno. Organ. (Kg/ha) 17.0 Muy bajo
E Nitrégeno. Amoniaco. (ppm) 1.3 Muy bajo
Elementos ppm kg/ha Interpretacion

Fosforo 21

Potasio 154

Calcio 2,250

Magnesio 900

Carbonatos 620

Nitrégeno. Mineral 25

Intercambio cationico. (meq/100g) % Interpretacion
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Potasio 0.4 1.9 Insuficiente

Calcio 11.3 53.1 Insuficiente
Magnesio 7.5 354 Insuficiente
C.I.C. 4.9 Media

Tabla 10. Tabla 10. En la tabla se muestran los resultados de los analisis de minerales del jal de mina (T0), la
absorcion de minerales en el tejido vegetal de raiz del tratamiento control (1R7), A. brasilense (3R7) y A.
brasilense en combinacién con brasinoesteroides (4R7), asi como el suelo de los tratamientos con A. brasilense

(T3) y A. brasilense combinada con brasinoesteroides (T4), después de la cosecha de las plantas.

SUELO RAIZ
ELEMENTOS Tratamiento  py E. estdndar Tratamiento  py E. estdndar
Mo TO T+2.39 1R7 7.15+1.11
Zr TO 40.39 +1.77 IR7 38.95+1.78
Sr TO 100.88 £2.14 1R7 117.36 £2.29
U TO T+4.09 IR7 T+3.92
Rb TO 59.38 £ 1.98 1R7 4827 +£1.82
Th TO T+2.46 IR7 T+2.45
Pb TO 84.38 +4.82 1R7 76.62 +4.74
Au TO T+3.95 IR7 T +4.08
Se TO 452+ 1.6 1R7 11.31+1.81
As TO 42.39 +4.29 IR7 50.1+4.32
Hg TO T+541 1R7 T+5.28
Zn TO 167.1 +7.25 IR7 213.79 +£8.01
W TO T+23.06 1R7 T+22.23
Cu TO 1493 +£7.11 IR7 46.29 +7.86
Ni TO T+18.93 1R7 T=+18.9
Co TO T+ 5847 IR7 T=+64.4
Fe TO 15531.94 +209.26 1R7 18599.86 + 212.86
Mn TO 369.03 +32.07 IR7 650.1 £37.25
Cr TO T £12.85 1R7 T+ 14.56
v TO 56.08 = 8.81 IR7 60.86 =9.39
Ti TO 932.6 + 28.98 IR7 830.73 £ 30.46
Sc TO T+29.39 IR7 T+ 38.37
Ca TO 31955.57 + 697.17 1R7 46155.88 +796.68
TO 15029.64 +260.72 IR7 23426.33 + 326.84
S TO 2368.62 + 77.45 1R7 17968.55 + 198.62
Ba TO T+32.18 IR7 T +28.04
Cs TO T+11.24 1R7 T=+10.02
Te TO T+21.64 IR7 T+18.5
Sb TO T+ 8.61 1R7 T+6.97
Sn TO T+6.16 IR7 T+5.16
Cd TO T+6.71 1R7 T+5.71

51

——
| —



Ag TO 46.77 +3.41 IR7 34.69 +3.07

Pd TO T+6.2 IR7 T+5.27

Nd TO T +70.05 IR7 T+ 64.83

Pr TO T+45.44 IR7 T+419

Ce TO T+38.46 IR7 T +35.34

La TO T+36.78 IR7 T+33.93

Bal TO 525222.25+ IR7 626829.88 = 1205.92
1341.62

Nb TO 1.82+1 1R7 4.08+ 1

Y TO T+1.5 1R7 T+1.5

Bi TO T+7.73 IR7 T +7.89

Al TO 21288.61 £ 577.07 IR7 15861.87 + 572.96

P TO T +564.81 IR7 826.36 £211.97

Si TO 384799.84 + IR7 243612.84 + 1404.53
1715.89

Cl TO T+ 57.63 IR7 2274.25 + 61.66

Mg TO 2136.81 + 1314.61 1R7 2891.39 + 1589.77

Mo T3 T+2.25 3R7 1152+ 1.3

Zr T3 29.4 +1.57 3R7 18.3 £1.51

Sr T3 88.62 + 1.94 3R7 91.23+£1.97

U T3 T+3.68 3R7 T+1.82

Rb T3 489+ 1.75 3R7 28.23 £ 1.05

Th T3 T+2.33 3R7 25.23+£3.96

Pb T3 64.97 £ 4.24 3R7 83.71£5.59

Au T3 T+3.86 3R7 T £+ 300000

Se T3 4.45+1.52 3R7 T+14.15

As T3 36.32 +£3.54 3R7 63.85+5.2

Hg T3 T+5.07 3R7 T + 300000

Zn T3 11493 £ 6 3R7 411.33 +£13.81

w T3 T+20.61 3R7 T+48.3

Cu T3 13.35+6.7 3R7 91.59 +13.32

Ni T3 T+18.35 3R7 T + 300000

Co T3 T+52.84 3R7 T £+ 300000

Fe T3 13426.74 + 202.82 3R7 20514.51 £245.48

Mn T3 325.95+29.97 3R7 T £+ 300000

Cr T3 T+12.5 3R7 20.42 + 8.86

A% T3 43.92 + 8.64 3R7 56.97 + 8.49

Ti T3 1132.3 £29.71 3R7 701.84 +£27.42

Sc T3 T+30.93 3R7 T+ 35.62

Ca T3 32982.98 + 638.48 3R7 61858.53 £1011.3

K T3 12368.97 + 227.66 3R7 33378.18 £445.02

S T3 1863.39 = 70.94 3R7 38160.66 + 385.21

Ba T3 T+33.19 3R7 T+29.74

Cs T3 T+11.52 3R7 T+ 10.69
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Te T3 T+22.6 3R7 T+19.15

Sb T3 63.14+£6.5 3R7 T+7.04

Sn T3 T+6.45 3R7 T+52

Cd T3 T+7.05 3R7 T+5.89

Ag T3 47.46 +3.33 3R7 T+4.28

Pd T3 T+6.39 3R7 T+5.33

Nd T3 T+70.18 3R7 T+71.44

Pr T3 T+45.12 3R7 T +46.15

Ce T3 T+38.7 3R7 T+39.02

La T3 T +36.66 3R7 T+37.76

Bal T3 566142.81 £ 3R7 555960.94 £ 1507.88
1235.33

Nb T3 T+1.5 3R7 6.63 £1.15

Y T3 T+1.5 3R7 T+1.5

Bi T3 T+7.09 3R7 T+9.74

Al T3 13460.81 + 481.03 3R7 19804.14 + 786.49

P T3 T+328.14 3R7 1661.4 +278.04

Si T3 355348.84 + 3R7 264670.16 = 1723.12
1627.58

Cl T3 T+53.54 3R7 3014.78 = 84.4

Mg T3 2690.5 £ 1257.38 3R7 T +3238.73

Mo T4 T+231 4R7 7.02+1.12

Zr T4 29.9+1.63 4R7 49.73 £ 1.89

Sr T4 104.63 £2.13 4R7 112.94 £2.25

U T4 T+3.83 4R7 4.66 +2.82

Rb T4 4897+ 1.79 4R7 3041 +1

Th T4 T+232 4R7 T+2.47

Pb T4 70.6 £4.43 4R7 64.09 +4.49

Au T4 T+3.82 4R7 T+4.24

Se T4 3.72+£1.51 4R7 13.67+1.9

As T4 28.55+3.58 4R7 41.94 +3.77

Hg T4 T+5.12 4R7 T+5.39

Zn T4 124.64 £ 6.31 4R7 266.1 + 8.82

w T4 T+21.08 4R7 T+22.86

Cu T4 15.62 £ 6.89 4R7 43.16 +7.84

Ni T4 T+18.72 4R7 T+18.97

Co T4 T+ 50.18 4R7 T + 68.69

Fe T4 11424.96 + 201.99 4R7 20864.84 +216.67

Mn T4 330.32 +£30.57 4R7 469.37 +£34.33

Cr T4 T+11.94 4R7 21.48+9.83

A% T4 48.03 £8.2 4R7 63.1+£9.73

Ti T4 1002.38 +£27.63 4R7 1090.75 +32.34

Sc T4 T +28.58 4R7 T+ 34.26

Ca T4 30363.71 £ 618.02 4R7 39371.5 + 805.46
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T4 12754.21 £225.92 4R7 22189.09 + 324.58
S T4 1542.62 + 66.95 4R7 13507.02 £ 169.99
Ba T4 T +£32.69 4R7 T +28.86
Cs T4 T+11.33 4R7 T+10.28
Te T4 T £22.08 4R7 T+19.02
Sb T4 62.19 £6.42 4R7 T£7.19
Sn T4 T+6.35 4R7 T+5.36
Cd T4 T=+6.83 4R7 T+6
Ag T4 4321+3.2 4R7 30.1+£2.99
Pd T4 T+6.16 4R7 T=+5.19
Nd T4 T+69.41 4R7 T+652
Pr T4 T +£44.75 4R7 T +42.36
Ce T4 T +£38.22 4R7 T +35.66
La T4 T +36.32 4R7 T £ 34.45
Bal T4 555207.44 + 4R7 589512.31 +£1273.35
1273.91
Nb T4 T+1.5 4R7 4.66+1
Y T4 Tx1.5 4R7 Tx1.5
Bi T4 T+7.32 4R7 T+8.1
Al T4 14677.29 + 486.57 4R7 22657.27 £ 649.63
P T4 T+331.2 4R7 433.53 £222.46
Si T4 370817.06 + 4R7 288637 + 1536.89
1667.37
Cl T4 T£52.91 4R7 1110.67 £+ 53.64
Mg T4 T+1810.09 4R7 T +2966.53
*T(trazas).

*Bal (Conjunto de elementos de concentracion baja no detectadas por el equipo).
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VII Discusion

Las plantas de Linum usitatissimum, mostraron una germinacién del 90% en el jal minero.
Rzedowski y Rzedowski (1992), describen a L. usitatissimum, como una especie herbacea
anual, perteneciente a la familia de las lindceas y originaria de la region oriental del

mediterraneo, llegando su distribucion hasta la India.

Chico-Ulcuango (2017), menciona que, en cuanto al tipo de suelo, la planta de lino no se
desarrolla de manera Optima en aquellos suelos que se compactan con la humedad, ya que
impiden la germinacién de la semilla. El mismo autor resalta que, tampoco es bueno para la
planta tener suelos muy sueltos y permeables, esto debido a lo pequefio de sus raices, mismas

que no son capaces de alcanzar suelos profundos.

Por otro lado, D" Ambrosio et al. (2018), mencionan que la planta de linaza se adapta mejor

a suelos arcillo-arenosos, con suficiente materia organica, un buen drenaje y poco calizo.

El INTA (Instituto Nicaragiiense de Tecnologia Agropecuaria) en 2018, difiere de las
declaraciones anteriores, ya que menciona que la planta de lino puede adaptarse a cualquier
tipo de suelo. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, concuerdan con este tltimo, ya
que la semilla fue sembrada en suelo contaminado con MP, con escasa materia organica y
compacto al contacto con la humedad, en estas condiciones, se logro obtener el 90% de
germinacion. Lo anterior demuestra la tolerancia de la semilla de lino a un sustrato

contaminado, como son los jales mineros.

Los tratamientos con Brasinoesteroides y la bacteria A. brasilense, tanto de forma individual
como combinada, presentaron efectos positivos en las variables area de raiz y biomasa seca
de raiz de las plantas. Duarte et al. (2020), menciona, que A. brasilense es una bacteria

promotora de crecimiento vegetal, la cual se distribuye en suelos tropicales y subtropicales.

Canto-Martin (2004), afirma que los cultivos con Azospirillum, producen en las plantas
compuestos conocidos como auxinas y citocininas, estas tienen funciones parecidas a las
giberelinas, que son hormonas de crecimiento vegetal, las cuales estimulan el desarrollo

vegetal y aumentan la produccién de la planta.
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Duarte et al. (2020), mencionan que A. brasilense se asocia a la raiz de la planta,
promoviendo la productividad de la planta aumentando su parte aérea y su sistema radical.
Licea-Herrera et al. (2020), concuerdan con lo anterior, mencionando que esta bacteria ejerce
efectos benéficos en los cultivos, destacando el crecimiento vegetal, aumentando el
rendimiento de cultivos de cereales en un 30%. Esto derivado de cambios fisioldgicos en la

raiz de la planta que le permite lograr una mayor absorcion de agua y nutrientes.

En cuanto a los brasinoesteroides, Hernandez-Silva y Garcia-Marquez (2016), definen a los
brasinoesteroides como compuestos esteroidales, considerados como fitohormonas, que se

distribuyen en pequefias cantidades en la planta, principalmente en polen, flores y semillas.

Saenz-Carbonell et al. (2006); Nufiez et al. (2010) y Coll-Garcia et al. (2019), mencionan
que estos compuestos influyen en la expansion celular, estimulando la rizogénesis y el
crecimiento de las plantas, pueden brindar resistencia a distintos tipos de estrés bidtico y
abiotico, asi como a estrés ocasionado por metales pesados (MP). Lo anterior concuerda con
los resultados obtenidos en la presente investigacion, ya que la adicion de Brasinoesteroides
o de A. brasilense tanto de forma individual como combinada, produjo efectos positivos en
el area de raiz y en la biomasa seca de raiz de las plantas de L. usitatissimum. Esto indica que
hubo una modificacion en la estructura de la raiz de la planta la cual, de forma natural, suele
ser pequefia y superficial. De igual forma, la planta tuvo mayor produccion de biomasa en
comparacion con los demds tratamientos, lo que significa que tanto los brasinoesteroides,

como A. brasilense tuvieron un efecto positivo en el desempefio de la planta de lino.

Por otro lado, el tiosulfato mostrd efectos negativos en las variables area de raiz y biomasa
en peso seco de raiz de las plantas de L. usitatissimum. En este sentido, en la hoja de
Seguridad sobre Sustancias Peligrosas del Departamento de Salud y Servicios para Personas
Mayores del estado de New Jersey, se clasifica al tiocianato de amonio (NH4SCN), como
una sustancia quimica peligrosa. El mismo autos y Reactivos Meyer (2018), mencionan que
puede afectar al ser humano por via inhalada o absorberse facilmente a través de la piel. La
exposicion repetida a esta sustancia quimica, puede ocasionar dolor de cabeza, nauseas y
pérdida del apetito. La exposicion prolongada puede ocasionar dafio a la glandula tiroides,

dafio reproductivo e incluso, la muerte.
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En cuanto al tiosulfato de amonio [(NH4)2S203], la comercializadora ISAOSA, lo define
como un fertilizante liquido que contiene 12% de nitrogeno en forma de amonio (NH4) y
26% de azufre (S), y menciona que puede ayudar a acondicionar los suelos, ya que al bajar
el pH y reducir las sales, favorece la liberacion de nutrientes presentes. En la hoja de
seguridad del tiosulfato de amonio, Sigma-Aldrich 2024 y en la ficha de seguridad de
Manufacturas Quimicas San Juan (2005), se menciona que el riesgo para el ser humano es
bajo, sin embargo, debido a su alta solubilidad, es muy movil en el suelo, puede lixiviarse
facilmente a mantos acuiferos y ocasionar efectos adversos sobre los microorganismos

acuaticos.

Tanto el tiocianato como el tiosulfato, han sido ampliamente utilizados en materia de
fitoextraccion. Anderson et al. (1998), fueron de los primeros investigadores en realizar una
fitoextraccion inducida de Au, utilizando la especie Brassica juncea a la cual, le adicionaron

tiocianato de amonio, obteniendo una concentracién de 57 mg Au kg™! en la parte aérea.

Krisnayanti et al. (2016), también realizaron una fitoextraccion inducida en campo,
utilizando plantas de tabaco sembradas en una parcela de jal minero, a la cual adicionaron
cianuro de potasio, cianuro de sodio y tiosulfato de amonio, con lo que obtuvieron en general,

concentraciones de 1.2 mg Aukg'y de 54.3 mg Ag k..

Por ultimo, una de las investigaciones mas recientes fue la realizada por Gonzalez-Valdez et
al. (2018), quienes realizaron la fitoextraccion inducida en condiciones de invernadero, con
Brassica napus y aplicacion de tiosulfato de amonio o el tiocianato de amonio y con la
inoculacion del hongo Aspergillus niger, obteniendo una concentracién de 1.5 mg Au kg™! en
tallos y 10 mg kg™! en raiz, esto con la adicion de tiocianato de amonio. En cuanto a la adicién
de tiosulfato de amonio con la inoculacion de A. niger, se obtuvieron concentraciones de Au

de 50 000 mg kg! en raiz, 30 000 mg kg ! en tallos, y 15 000 mg kg™ en hojas.

Cabe destacar que la mayoria de los trabajos sobre fitoextraccion inducida estdn basados en
la mayor concentracion del metal en la planta, sin embargo, un aporte importante que se
puede destacar, es el establecimiento de la planta en el sitio contaminado, ya que, en la
fitorremediacion, es uno de los puntos importantes para poder llevarse a cabo. Asi, es

necesario que una planta sea tolerante a condiciones de estrés ocasionado por MP, pH
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extremo, y escasa materia organica. En el presente estudio, uno de los principales aspectos a

destacar, es la capacidad de L. usitatissimum para tolerar y crecer en un jal minero.

Todos los estudios anteriores utilizaron ya sea tiocianato de amonio, tiosulfato de amonio de
forma individual o combinada. Todos concordaron en que finalmente, la adicion de la
sustancia quimica (cualquiera de las dos), conduce a la muerte de la planta. Por eso ese hace
la recomendacion de agregarlo unas semanas antes de la cosecha, para evitar la pérdida de
biomasa y asegurar una mayor hiperacumulacion del metal. En los presentes resultados, se
concuerda con los investigadores mencionados, ya que el tiosulfato tuvo efectos negativos
en el area de raiz y en la biomasa seca de raiz de L. usitatissimum. Esto, a pesar de que en las
plantas se veia buen crecimiento demostrado en la variable de altura final donde, no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, recordemos que, estos
compuestos quimicos fueron adicionados una semana antes de la cosecha, por lo que, el
crecimiento de la planta, podria explicarse debido a la adicion de A. brasilense y

brasinoesteroides.

En el caso de la biomasa fresca de la parte aérea, el tratamiento con tiosulfato es el que mostro
tener mayor cantidad, sin embargo, al momento de determinar el peso seco, se mostrd que
fue el que mas efectos negativos ocasiono en la planta. Esta diferencia puede deberse solo a
una acumulacion hidrica en la planta. Sin embargo, aun cuando haya retenido una gran
cantidad de agua, no demostré que aumentara su productividad. Finalmente, se observé que
el tratamiento con tiosulfato de amonio, fue el que tuvo mayor efecto negativo en el

desempenio de las plantas de L. usitatissimum.

En cuanto a la fitoextraccion, el analisis muestra que L. usitatissimum puede considerarse
como una potencial planta hiperacumuladora. De acuerdo con Baker (1981) las plantas
hiperacumuladoras pueden superar en 100 o mas veces los valores normales de acumulacion
de metales en sus tejidos. El mismo autor menciona que estas plantas son especies tolerantes
a uno o mas metales pesados y que su distribucion suele estar restringida a suelos
contaminados por estos minerales, ya que no son competitivas en zonas no contaminadas.
Segtin Jia-Shi et al. (2020), para que una planta sea considerada como hiperacumuladora,
debe ser capaz de acumular en su tejido las siguientes cantidades de metales: > 100 pg Cd g

1:>300 ug Coo Cug';>1000ugNi, AsoPb g';>3000pgZng';>10000 ug Mn g’',
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de lo cual, Bhargava (2012) concuerda con este autor. Peng et al. (2020), también menciona
que para 2020, segun la base global de plantas hiperacumuladoras (www.
hiperacumuladores.org), se han reportado alrededor de 721 especies hiperacumuladoras, y

este niimero sigue en aumento.

Pérez-Leal (2017), menciona que las concentraciones normales de macroelementos y
microelementos en plantas, es de: Py Mg 2 ppm; Sy Si 1 ppm; Ca 5 ppm; K 10 ppm; Zn 20
ppm, Fe y CI 100 ppm, por cada 100 g de materia seca.

En el resultado de nuestros analisis, las muestras de tejido vegetal, mostraron una baja
acumulacion de los elementos Au, Ag, Cd, Co, Cu, Ni, As, Pb, Zn, Mn, lo cual se explica
con la baja concentracion de estos mismos metales en el jal de mina, en el que fueron
sembradas las plantas de lino. Sin embargo, hubo resultados interesantes en cuanto a la

acumulacién de otros elementos.

En cuanto al tejido vegetal de raiz del tratamiento control, hubo una absorcion de Sr, Fe, Ti,
Ca, K, S, Bal, Al, Si, Cl, Mg por encima de lo normal. El tejido de la raiz del tratamiento con
A. brasilense, dio los mismos resultados, a excepcion del Mg, ya que la acumulacion es baja,
sin embargo, hay un incremento del P. Finalmente, en el tejido de raiz, del tratamiento de A.
brasilense en combinacion con brasinoesteroides, es igual a los anteriores, a excepcion del P
y el Mg, ya que, en este tratamiento, su concentracion es baja. Esto indica que la planta fue
capaz de tolerar concentraciones arriba de lo normal de estos elementos y que puede ser un
prospecto para la fitorremediacion de sitios contaminados. En el caso del Fe, L. usitatissimum
logré una concentracion >18 000 ppm; en condiciones normales, se ha reportado una
absorcion promedio de 20 ppm de este metal en tejido vegetal. Esto puede catalogar a la
planta de linaza como candidata para remediar suelos contaminados con grandes cantidades
de Fe, ya que esta demostrando una buena tolerancia a la hiperacumulacion de este mineral.

Para la fitorremediacion, esto es un aporte importante.

Queda demostrado que en cuanto al establecimiento de la planta modelo (linaza), la adicion
de los Brasinoesteroides y la inoculacion de A. brasilense, disminuyeron el estrés ocasionado
por el sustrato contaminado. Se esclarece también que en materia de supervivencia de la

planta en un sitio contaminado con MP, tanto brasinoesteroides como A. brasilense brindan

59

——
| —



proteccion y mejoran su desempeiio. Es dificil, que cualquier planta logre establecerse en un
sitio contaminado con las caracteristicas de un sustrato de jal de mina. Por ello, el determinar
alternativas que ayuden a la supervivencia de la planta, es fundamental si se plantea la

aplicacion en una tecnologia como la fitorremediacion de suelos contaminados.

Aun falta mucho por investigar, la estrategia a seguir es utilizar tratamientos amigables con
el ambiente, que permita extraer contaminantes del suelo de forma eficiente sin dafiarlo mas,
que sea de facil manejo y autosustentable. Sin embargo, encontrar plantas que logren
establecerse, es un gran avance en este proceso y determinar sustancias bioldgicas que
ayuden en su desempefio; lo anterior, asegura una fitoextraccion inducida menos agresiva y

mas manejable.
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VIII Conclusiones
Las plantas de Linum usitatissimum, presentan tolerancia para establecerse en un jal de mina
contaminado con MP, lo que la convierte en una especie potencial como planta

hiperacumuladora, que puede ser usada como planta modelo para la fitoextraccion.

Los Brasinoesteroides y Azospirillum brasilense tanto de forma individual como combinada,

presentan efectos positivos en el area de raiz y en la biomasa seca de raiz de las plantas.

Azospirillum brasilense y los brasinoesteroides tienen efectos positivos en el desempefio de
L. usitatissimum.

El tiosulfato tiene efectos negativos en el area de raiz y en la biomasa seca de raiz de las
plantas de L. usitatissimum.

El tiosulfato tiene un efecto negativo en el desempefio de las plantas de L. usitatissimum
(excepto en la variable biomasa fresca de la parte aérea).

La inoculacion de A. brasilense y la adicion de brasinoesteroides, de forma individual o
combinada, ayudan al establecimiento y al desempefio de L. usitatissimum en jales mineros
contaminados con MP, lo cual la coloca como una planta potencial para la fitorremediacion.

El tejido de raiz del control, A. brasilense y A. brasilense combinado con Brasinoesteroides,
mostraron baja absorcion de Au, Ag, Cd, Zn, Cu, Ni, As, Pb 'y Mn.

El tejido de raiz del tratamiento control, mostré mayor absorcion de los elementos Sr, Fe, Ti,
Ca, K, Al, Si, CI, Mg.

El tejido de raiz, el tratamiento con A. brasilense en combinacion con brasinoesteroides,
mostré mayor absorcion en los mismos elementos del tratamiento control (excepto el Mg).

El tratamiento de A. brasilense de forma individual, mostré mayor absorcion en los elementos
Sr, Fe, Ti, Ca, K, Al, Si, Cl y P.

La inoculacién de microorganismos y hormonas vegetales pueden ser una estrategia para el
establecimiento de la especie L. usitatissimum en un jal de mina, lo que puede favorecer para
su uso futuro en fitoextraccion de MP.
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X Anexos

Anexo I

Tabla 11. Estudios sobre fitoextraccion de Auy Ag (modificado de Dinh et al., 2022).

Elementos Plantas Sustrato Concentracién obtenida Referencias
Au -B. juncea (mostaza india) - Oro diseminado en arena: 5 mg Au - Au en partes aéreas de las (Anderson et
kg plantas: hasta 57 mg kg™ al., 1998)
- Tratamiento: NH4SCN 0, 80, 160,
320 y 640 mg kg!
Au - Brassica juncea (mostaza - Monton de mineral oxidado: 0,6 mg Au en la planta (tratado por (Anderson et
india) y Zea mays Aukg! NaCN): al., 2005)
(maiz) - Tratamiento: NaCN, KCN - Brassica juncea: 39 mg kg !
- Hiperacumulacion - Zea mays: 20 mg kg !
inducida
Auy Ag - Suelo artificial: 48 mg - Suelo artificial: 48 mg kg 'Auy 31 Concentracion en planta: (Haverkamp
kg-1 Auy 31 mg mg kg ! Agricultura - Au: 760 mg kg™ etal., 2007)
kg-1Agricultura - Tratamiento: KCN - Ag: 730 mg kg™
- Tratamiento: KCN
Ag, Au - Acumulacion inducida - Tratamiento: (NH4)2S,03(2 g Concentracion en planta: (Krisnayanti
- Tabaco kg™"), NaCN (1 gkg™!, - Au: 1,2 mg kg™ etal., 2016)
- Hiperacumulacion - Relaves de cianuracion: 1.03 mgkg! - Ag: 54,3 mgkg™!
inducido Auy 18,2 mg kg—1Agricultura
- Tratamiento: NaCN (0,05 g kg 'de
relaves)
Au, Ag - Brassica napus (Colza) - Relaves mineros: 0,5164 mg kg™ Au  Concentracion: (Gonzalez-
- Hiperacumulacion y - Au (tratado por NH4SCN): en Valdez
inducida 22,1 mg kg™ 'Agricultura tallos 1,5 mg kg™!; en raices 10 etal., 2018)
- Tratamiento: NH4SCN (1 g kg™, mg kg!
(NH4)2S,03(2 g kg™); inoculacion de - Ag (tratado por (NH4)>S,0ze
Aspergillus niger (hongo) inoculados por el hongo
Aspergillus niger): alrededor de
50.000; 30.000; 15.000 mg kg'en
raices, tallos y hojas
respectivamente
Ag - Plantas terrestres: - Zona minera contaminada Concentracion maxima de Agen  (Sagiroglu et
Euphorbia macroclada la planta Spurge: al., 2006)
(euforbia), Verbascum - Ramita: 0,97 mg kg™
cheiranthifolium Boiss - Raiz: 3,12 mg kg™!
(planta con flor de
gordolobo), Astragalus
gummifer (leguminosa)
- Acumulacion natural
Au, Ag - Acumulacion natural - Relaves mineros de metales base - Mayor concentracion de Ag: (Anderson et
- Lupinus sp. (altramuz - Tratamiento quimico 1253 mg kg ! al., 2003)
azul) - Concentracion de Au: 6,3 mg
- Hiperacumulacion kg™
inducida - Concentracion Ag: 126 mg kg
Ag - Brassica juncea (mostaza - Sustrato acuoso: 500—10.000mmg Ag en planta: (Harris y
india) y Medicago sativa kg! AgNO3 - Brassica juncea: hasta 124.000 g  Bali 2008)

(alfalfa)
- Acumulacién artificial

kg '(12,4%)
- Medicago sativa: hasta 136.000
g kg '(13,6%)
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Tabla 12. Principales especies hiperacumuladoras reportadas en 2012 (Modificado de Bhargava et. al., 2012).

Anexo I1

Metal Hiperacumulador  Especies de plantas que acumulan Familia
as reportadas metales especificos

Ni 320 Berkheya coddii Asteraceae
Alyssum serpyllifolium, A. Bertolonii ~ Brassicaceae
Sebertia acuminata Sapotaceae
Phidiasia lindavil Acanthaceae
Bornmuellera kiyakii Brassicaceae

Cu 34 Ipomea alpina Convolvulaceae
Crassula helmsii Crassuaceae
Commelina communis Commelinaceae

Co 34 Haumaniastrum robertii Lamiaceae
Crotalaraia cobalticola Fabaceae

Se 20 Astragalus bisulcatus Fabaceae
Stanleya pinnata Brassicaceae

Zn 18 Thlaspi caerulescens Brassicaceae
Arabis gemmifera, A. paniculata Brassicaceae
Sedum alfredii Crassuaceae
Arabidopsis halleri Brassicaceae
Picris divaricata Asteraceae

Pb 14 Sesbania drummondii Fabaceae
Hemidesmus indicus Apocynaceae
Arabis paniculata Brassicaceae
Plantago orbignyana Plantaginaceae

Mn 9 Austromyrtus bidwillii Myrtaceae
Phytolacca americana Phytolaccaceae
Virotia neurophylla Proteaceae
Gossia bidwillii Myrtaceae
Maytenus founieri Celastraceae

Cd 04 Thlaspi caerulescens Brassicaceae
Arabidopsis halleri Brassicaceae
Bidens pilosa Asteraceae

Cr - Salsola kali Amaranthaceae
Leersia hexandra Poaceae
Gynura pseudochina Asteraceae

Tl - Iberis intermedia Brassicaceae
Brassica oleracea Brassicaceae

——
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Anexo II1

Tabla 13. Principales genes transportadores de metales en diferentes plantas, también involucrados en la
tolerancia y acumulacion de metales pesados (Modificado de Bhargava et al., 2012).

Familia Gen planta Metal
transportado

Transportador regulado por Zn (ZRT) zipl-12 Arabidopsis thaliana Zn

zZipd Oryza sativa Zn

zip Medicago truncatula Zn

znt1-2 T. caerulescens Zn
Transportador regulado por Fe (IRT) irt Arabidopsis thaliana Fe

iri-2 Lycopersicon esculentum Fe

iri-2 T. caerulescens Fe
Resistencia natural- proteinas asociadas a macrofagos | nrampl- 3 Lycopersicon esculentum Fe
(NRAMP) nramp4 Thlaspi japonicum Fe

nramp3 Malus baccata Fe
Facilitador de difusion de cationes (CDF) mtpl Arabidopsis thaliana Zn

mtpl Arabidopsis halleri Zn

mtpl Thlaspi goesingense Zn, Ni

mtpl Nicotiana tabacum Zn, Co
Transportador de malato activado por Al (ALMT) almtl Triticum sp. Al

almtl Secale cereale Al
Tipo P, ATPasa (Asociada a metales pesados) hma8 Glycine max Cu

hma9 Oryza sativa Cu, Zn, Cd

hma4 Arabidopsis halleri Cd

hma3 Arabidopsis thaliana Co, Zn, Cd, Pb
Nicotiamina sintasa (NAS) nas2, nas3 Arabidopsis halleri Zn
Transportador de cobre coptl Arabidopsis thaliana Cu
Yellow Stripe Like (YSL) ysl2 Arabidopsis thaliana Fe, Cu

ysl3 T. caerulescens Fe, Ni
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Anexo IV

Tabla 14. Algunos agentes quelantes utilizados en estudios de Fitorremediaciéon. Modificado de Alkorta et al.,
2004.
Acrénimo: nombre completo
EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético
NH4SCN: tiocianato de amonio
(NH4)2S,05 :tiosulfato de amonio
HEDTA: acido N-hidroxietiletilendiamino triacético
DTPA: acido dietilentriamino pentaacético
CDTA: trans-1,2-diaminociclohexano-N,N,N¢, norte¢-tetraacidoacético
EGTA: etilenbis(oxietilentrinitrilo)- N,N,N¢ norte¢-tetacido acético
EDDHA: etilendiamina-di (o-acido hidroxifenilacético)
HEIDA: acido N-(2-hidroxietil)iminodiacético
EDDS: etilendiaminosuccinato
NTA: acido nitrilotriacético
HBED: N,N-di(2-hidroxibencil)etilenamida N,N¢-diacidoacético
Acido citrico
Acido mélico
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