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RESUMEN GENERAL

Durante la produccion de papel se pueden emitir diferentes sustancias quimicas a la
atmosfera que afectan la salud humana y el medio ambiente lo cual motiva su evaluacion.
En este trabajo, los liquenes Flavopunctelia praesignis y Usnea ceratina fueron utilizados
como biomonitores de la contaminacion del aire en las inmediaciones de una industria
papelera en Morelia (Michoacan, México). Para ello, muestras de ambas especies fueron
recolectadas y trasplantadas a diferentes sitios alrededor de la industria, analizandose el
efecto de la contaminacion sobre: a) el contenido de clorofila total y la presencia de
sintomas de dafios y b) la acumulacion de elementos. Los resultados fueron comparados
con dos sitios control. Después de cuatro meses de exposicion, las dos especies de
liqguenes mostraron una diferente respuesta a la contaminacién ambiental. Los trasplantes
de F. praesignis expuestos en el area industrial presentaron un incremento en su contenido
de clorofila, asi como menores sintomas de dafio. En cambio, U. ceratina mostr6 una
menor vitalidad, la cual se vio reflejada en una disminucién en su contenido de clorofila
y la presencia de sintomas de dafio sobre el talo. Trazas de 11 elementos (Al, As, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, V y Zn) fueron encontradas en los trasplantes de ambas especies de
liguenes; sin embargo, mayores niveles de acumulacion fueron observados en F.
praesignis. Las diferencias en la vitalidad de las especies y su capacidad para acumular
elementos fueron relacionadas con las caracteristicas morfoldgicas del talo, asi como con
su tolerancia a la contaminacion. Un efecto importante de variables como la distancia,
orientacion y direccion de los vientos sobre los patrones de distribucion de los diferentes
pardmetros analizados fue observado. En general, las zonas con menores valores de
vitalidad correspondieron con aquellas con mayor contaminacidn, mientras que, mayores
valores de vitalidad se observaron en los sitios con menores niveles de acumulacion.
Estrechas correlaciones entre los elementos estudiados indican que, ademas de la
industria papelera, existen otras fuentes de elementos en el area de estudio como son: el

suelo, actividades agricolas, el trafico vehicular y la zona urbana.

Palabras clave: trasplantes, vitalidad, tolerancia, bioacumulacion, elementos.



ABSTRACT

During the production of paper different chemical substances can be emitted into the
atmosphere that affect human health and the environment, which motivates their
evaluation. In this study, the lichens Flavopunctelia praesignis and Usnea ceratina were
used as biomonitors of air pollution in the vicinity of a paper industry in Morelia
(Michoacan, Mexico). For this samples of both species were collected and transplanted
to different sites around the industry for analyze the effect of contamination on: a) the
total chlorophyll content and the presence of damage symptoms and b) the accumulation
of elements. The results were compared with two control sites. After four months of
exposure the two species of lichens showed a different response to environmental
pollution. The transplants of F. praesignis exposed in the industrial area showed an
increase in their chlorophyll content, as well as lower symptoms of damage. Moreover,
U. ceratina showed a lower vitality which was reflected in a decrease in its chlorophyll
content and the presence of symptoms of damage on the thallus. Traces of 11 elements
(Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, V and Zn) were found in the transplants of both
species of lichens, however, higher levels of accumulation were observed in F.
praesignis. The differences in the vitality of the species and their ability to accumulate
elements were related to the morphological characteristics of the thallus as well as their
tolerance to contamination. An important effect of variables such as distance, orientation
and direction of winds on the distribution patterns of the different parameters analyzed
was observed. In general, the areas with lower vitality values corresponded to those in
which the contamination was highest while higher vitality values were observed in sites
with lower levels of accumulation. Close correlations between the elements studied
indicate that other sources of elements could exists in the study area apart of paper

industry such as soil, agricultural activities, vehicular traffic and urban zones.

Keywords: transplants, vitality, tolerance, bioacumulation, elements.



1. INTRODUCCION GENERAL

Actualmente, la contaminacion del aire es un problema que afecta a distintas areas
urbanas, rurales e industriales, esto debido al incremento de las emisiones a la atmosfera
de distintos contaminantes los cuales tienen efectos importantes sobre la salud humana y
el medio ambiente (Kampa y Castanas, 2008; Gerdol et al., 2014). La industria del papel
es considerada una de las mas contaminantes del mundo, debido a su enorme consumo de
recursos naturales y energia (Thompson et al., 2001). Especificamente, durante la
obtencion de pulpa de celulosa mediante procesos quimicos pueden liberarse diferentes
sustancias quimicas a la atmdésfera como materia particulada, diéxido de carbono, diéxido

de azufre, 6xidos de nitrogeno, COV’s, sulfuro de hidrogeno y mercaptanos (EPA, 2002).

El monitoreo de la calidad del aire, en ocasiones, resulta ser complejo, debido a la
presencia de un gran nimero de sustancias en la atmosfera y, a las variaciones espaciales
y temporales que éstas pueden llegar presentar (Gerdol et al., 2014). Asi mismo, los
métodos convencionales fisicos o quimicos, implican el uso y mantenimiento de equipos
de medicién costosos y el desarrollo de protocolos de muestreo demasiado extensos
(Conti et al., 2009). EI biomonitoreo representa una alternativa rapida y de bajo costo,
que no solo nos provee de informacidn sobre los niveles de contaminacion, sino también
nos permite evaluar sus efectos sobre organismos vivos y, a partir de ellos, hacer
inferencias sobre la calidad del ambiente que les rodea (Garty, 2001; Sujetoviene y
Sliumpaite, 2013). De esta manera, el biomonitoreo puede ayudar a complementar los
métodos quimicos y fisicos y, a la implementacion de politicas ambientales relacionadas
con el control de la contaminacién del aire (Pirintsos y Loppi, 2008; Kularatne y Freitas,
2013; Paoli et al., 2018).

Los liguenes son organismos formados de la asociacion simbidtica entre un hongo
(micobionte) y un alga o una cianobacteria (fotobionte), o0 ambos (Brodo et al., 2001).
Estos organismos en conjunto forman una unidad biolégica con caracteristicas
morfologicas, fisiologicas y ecoldgicas muy especificas, conocida como talo (Barreno y
Pérez-Ortega, 2003).

Los liquenes pueden encontrarse en una gran diversidad de ecosistemas terrestres de
climas frios y calidos, incluidos habitats extremos como desiertos o las regiones polares
y alpinas, donde a las plantas vasculares tienen dificultades para desarrollarse (Barreno y

Pérez-Ortega, 2003). La resistencia de los liquenes a ambientes extremos esta



estrechamente relacionada con su naturaleza poiquilohidrica la cual les permite soportar
condiciones adversas cuando se encuentran inactivos a causa de la desecacion (Vivas et
al., 2013). De esta manera, su distribucion es muy amplia y actualmente, es comdn

observarlos en diferentes ambientes antropizados (Hawkworth et al., 2005).

Los liquenes tienen caracteristicas particulares que los hacen especialmente sensibles a la
contaminacion del aire, por lo que son ampliamente utilizados como biomonitores (Nimis
et al., 2002). Ellos dependen principalmente de la atmosfera para la obtencidon de
nutrientes, y al carecer de -cuticula o estomas, son capaces de absorber
indiscriminadamente una amplia variedad de contaminantes a través de toda su superficie
(Loppi y Pirintsos, 2003). Asi mismo, los liquenes se caracterizan por ser organismos
longevos de lento crecimiento, pudiendo permanecer expuestos a la contaminacién por
largos periodos de tiempo e incluso ser muestreados durante todo el afio, proporcionando
una imagen de estados cronicos y no de variaciones puntuales del medioambiente
(Hawksworth et al., 2005; Conti et al., 2009).

No obstante, la sensibilidad de los liquenes esta relacionada principalmente con su
naturaleza simbidtica, ya que cualquier alteracion en el equilibrio que existe entre el

fotobionte y micobionte, puede llevar a la muerte de ambos organismos (Gries, 1996).

De acuerdo con Conti y Ceccehetti (2001) los liquenes en estudios de biomonitoreo
pueden ser usados principalmente de dos formas:

1) Mediante el mapeo de la diversidad de especies de liquenes presentes en una
determinada area; es decir, el analisis la presencia o ausencia de especies indicadoras y
de los cambios en sus patrones distribucion y abundancia en sitios con diferentes niveles

de contaminacién atmosférica.

2) A través del trasplante de liquenes nativos de un area no contaminada hacia otra con
problemas de contaminacion, lo que permite analizar cambios en la morfologia de las
especies (sintomas), evaluar parametros fisioldgicos o estudiar la bioacumulacion y los

patrones de deposicién de uno o varios contaminantes.

En el presente trabajo se realiz6 un estudio de biomonitoreo en los alrededores de una
industria papelera en la ciudad de Morelia. El objetivo fue evaluar el efecto de sus

emisiones sobre la vitalidad y la bioacumulacion de elementos en trasplantes de los



liquenes epifitos Flavopunctelia praesignis (Nyl.) Hale y Usnea ceratina Ach. expuestos

en el area de estudio.
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2. HIPOTESIS

+« La sensibilidad de los liquenes a diferentes contaminantes atmosféricos y su
capacidad para acumularlos en su talo, nos permitiran determinar la manera en
que las emisiones de una industria papelera contribuyen a la contaminacion del

aire de sus alrededores.

e Las caracteristicas morfologicas del talo influyen sobre la capacidad de los
liquenes para atrapar elementos desde el aire. Por ello se espera que la sensibilidad
a la contaminacion varie entre las dos especies de liquenes estudiadas, las cuales

muestran diferente tipo de talo.

e Ladistancia de la fuente de contaminacion, asi como los vientos dominantes, son
variables que influyen sobre los patrones con los que se distribuyen los
contaminantes, por lo que se espera observar una mayor concentracion de
contaminantes y una disminucion en la vitalidad conforme la distancia hacia la
industria disminuya, y en la direccion de los vientos dominantes en el area de

estudio.

12



3. OBJETIVOS
3.1. General

Realizar un estudio de biomonitoreo de la contaminacion del aire en los alrededores de
una industria papelera en Morelia, Michoacan, mediante la utilizacion de trasplantes de

dos especies liquenes epifitos: Flavopunctelia praesignis y Usnea ceratina.
3.2. Particulares

e Evaluar en qué medida es afectada la vitalidad de los trasplantes de F. praesignis
y U. ceratina en los alrededores de la papelera, mediante el analisis del contenido

de clorofila total y la presencia de sintomas de dafios sobre el talo (CAPITULO I)

e Evaluar la bioacumulacion de trazas de elementos en el talo de ambas especies de
liquenes, asi como determinar sus patrones de acumulacién y distribucion en el
area de estudio (CAPITULO I1I)

e Determinar si existen diferencias interespecificas entre los trasplantes en relacion

a su sensibilidad y capacidad para acumular elementos.

e Determinar zonas con diferente grado de perturbacién, mediante el mapeo de

zonas de isocontaminacién y de dafios fisioldgicos en los trasplantes.

13



4. CAPITULO I

Contenido de clorofila y sintomas de dafios en trasplantes de liquenes alrededor de

una industria papelera en Morelia (Michoacan, Meéxico).

Resumen

Los liquenes Flavopunctelia praesignis y Usnea ceratina se utilizaron como
biomonitores de la contaminacion del aire en las inmediaciones de una industria papelera
en Morelia (Michoacan, México). El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
contaminacion del aire en el area sobre la vitalidad de los liquenes, medida a través del
contenido de clorofila y la presencia de sintomas de dafios en el talo. Para ello, muestras
de ambas especies fueron trasplantadas a diferentes sitios de monitoreo alrededor de la
industria y expuestas cuatro meses. De igual manera, se colocaron trasplantes en dos sitios
control. Tras el periodo de exposicion, se registré un incremento significativo en el
contenido de clorofila en los trasplantes de F. praesignis ubicados alrededor de la
papelera. Esta misma respuesta fue observada en los sitios control, lo cual sugiere posibles
variaciones estacionales en el contenido de pigmentos fotosintéticos. Los talos de U.
ceratina trasplantados cerca del &rea industrial y en la direccion de los vientos dominantes
exhibieron claros sintomas de estrés, al presentar mayores dafios sobre el talo y menores
contenidos de clorofila. La diferente sensibilidad mostrada por ambas especies de
liquenes puede ser explicada en funcion de sus caracteristicas morfolégicas. Los cambios
observados sobre la vitalidad de los liquenes parecen estar relacionados con la presencia
de contaminantes toxicos como SO2 en los alrededores de la industria papelera.

Palabras clave: trasplantes, biomonitoreo, vitalidad, tolerancia, contaminacion del aire.
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Abstract

The lichens Flavopunctelia praesignis and Usnea ceratina were used as biomonitors of
air pollution in the vicinity of a paper industry in Morelia (Michoacan, Mexico). The aim
of this study was evaluate the effect of air pollution in the area on the vitality of lichens,
measured through the total chlorophyll content and the presence of damaged symptoms
on the thallus. For this, samples of both species were transplanted to different monitoring
sites around the industry and exposed for four months. In the same way, transplants were
placed in two control sites. After the exposure period, there was a significant increase in
the chlorophyll content in the F. praesignis transplants located around the paper industry.
The same response was observed in the control sites which suggests possible seasonal
variations in the content of photosynthetic pigments. The tallus of U. ceratina
transplanted near the industrial area and in the direction of the prevailing winds exhibited
clear symptoms of stress, presenting greater damage on the thallus and lower chlorophyl|
contents. The different sensitivity shown by both species of lichens could be explain by
their morphological traits. Changes observed on the vitality of lichens appear to be related

to the presence of toxic contaminants such as SOz in the vicinity of the paper industry.

Keywords: transplants, biomonitoring, vitality, tolerance, air pollution.
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1. Introduccidn

La industria del papel es considerada una fuente importante de contaminacion ambiental
debido a su enorme consumo de recursos y energia (Thompson et al., 2001).
Particularmente, el proceso quimico para la obtencién de pulpa de celulosa al sulfato o
Kraft es responsable de la emision de diferentes contaminantes a la atmosfera, entre ellos,
materia particulada, mondxido y didxido de carbono, 6xidos de nitrogeno, didxido de
azufre y compuestos reducidos de azufre, los cuales pueden tener efectos sobre la salud
humana y el medio ambiente (Bordado y Gomes, 1997; EPA, 2002; Cheremisinoff y
Rosenfeld, 2010).

Los liquenes han sido ampliamente reconocidos por su sensibilidad a la contaminacién
atmosfeérica, siendo cominmente utilizados como bioindicadores o biomonitores de la
calidad del aire (Conti y Cecchetti, 2001; Nimis et al., 2002). La sensibilidad de los
liquenes estéa relacionada principalmente con su naturaleza simbidtica, ya que cualquier
alteracion en el equilibrio que existe entre el fotobionte y micobionte, puede llevar a la
muerte del organismo (Hawksworth et al., 2005). De los dos simbiontes, el fotobionte es
reconocido por ser el més sensible a los contaminantes atmosféricos, como el SO;
(Hawksworth y Rose, 1976; Richardson y Nieboer, 1981; Gries, 1996).

La exposicion a un ambiente contaminado puede llevar a dafios fisiologicos sobre
especies de liquenes sensibles, como resultado de la intensidad de contaminacién
(Vannini et al., 2017). Una de las principales funciones afectadas por la contaminacion
del aire es la actividad fotosintética del liquen, provocando su disminucién (Garty, 2001),
lo cual a su vez esté relacionado con la degradacion de las moléculas de clorofila y una
reduccion de su contenido en las células del fotobionte (Ronen y Galun, 1984; Sanz et
al., 1992; Calatayud et al., 1996; Gonzalez et al., 1996; Garty et al., 2001; Bajpai et al.,
2010). Asimismo, pueden producirse dafios en la morfologia del talo que pueden afectar
la vitalidad de ambos simbiontes (Leblanc y Rao, 1973; Hawksworth y Rose, 1976;
Fernandez-Salegui et al., 2002; Estrabou et al., 2004). No obstante, la respuesta de los

liquenes a la contaminacion puede variar de una especie a otra (Gries, 1996).

El uso de liquenes como biomonitores de la contaminacion del aire proveniente de las
fabricas de celulosa y papel ha sido también estudiado, observandose un efecto negativo
de sus emisiones sobre la actividad fotosintética de estos organismos (Sheridan et al.,
1976; Holopainen, 1983; Azevedo et al., 2012).
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En la ciudad de Morelia, se encuentra ubicada una industria papelera Kraft la cual, de
acuerdo con reportes en 2013, constituia una de las principales fuentes de emisiones de
dioxido de azufre y materia particulada (SUMA, 2015). Sin embargo, hoy en dia, no se
cuenta con un monitoreo continuo de la calidad del aire en los alrededores de dicha

industria.

El principal objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de las emisiones de la industria
papelera sobre la vitalidad de trasplantes de los liquenes epifitos Flavopunctelia
praesignis (Nyl.) Hale y Usnea ceratina Ach. Para ello, se evaluaron el contenido de
clorofila total y los sintomas de dafios sobre el talo de ambas especies de liquenes tras

cuatro meses de exposicion.

2. Materiales y Métodos
2.1. Area de estudio

El area de estudio se ubica al suroeste de la ciudad de Morelia, Michoacan, entre las
coordenadas 19.65°N y 19.64°S de latitud, y 101.27°W y 101.26°E de longitud, a una
altitud de 1896 m (Figura 1). El clima es templado subhiimedo con lluvias en verano
(Figura 2 A-C). La temperatura media anual es de 17.8 °C, con minima de 13.7°C en
invierno y maxima de 20.8 °C en verano; la precipitaciéon anual oscila entre 600-800 mm
y se distribuye entre mayo y septiembre (SMN, 2011). Los vientos dominantes soplan
desde el sureste (OOAPAS, 2019).
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio y sitios de monitoreo. Se muestra detalle del relieve
(INEGI, 2013).
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Dicha area comprende las instalaciones de dos plantas de pulpa de celulosa y papel Kraft.
De acuerdo con reportes previos de estaciones automaticas de monitoreo, en 2013 esta
industria era responsable del 43.8% de las emisiones atmosféricas de SO (2,954.1
Gg/afo), asi como del 18% (431.2 Gg/afio) y 23% (370.1 Gg/afio) de las correspondientes
a PM1o y PMz2 s respectivamente (SUMA, 2015).
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Figura 2. Datos climéticos provenientes de la estacion meteorolégica cercana al &rea de estudio
(Mintzita). A) Temperatura media mensual °C, B) Precipitacién mensual (mm) y no. de dias de
lluvia, C) Direccidn y porcentaje de vientos dominantes (SMN, 2011; OOAPAS, 2019).

2.2. Disefio de muestreo

En el &rea de estudio se seleccionaron 20 sitios de monitoreo alrededor de la papelera. En
un principio, se pretendio separar estos sitios por una determinada distancia y ubicarlos
en las cuatro direcciones cardinales (N, S, E y W); sin embargo, debido a las condiciones
de uso de suelo (agricolas o de pastoreo) y la topografia del area de estudio se presentaron

variaciones. Los sitios de monitoreo fueron ubicados lo mas uniformemente posible, de
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tal manera que la distancia a la fuente de contaminacién incrementara (Figura 1). En cada
sitio se seleccionaron tres arboles de las especies Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh. y
Salix babylonica L. que sirvieron de sustrato para los trasplantes.

2.3. Recoleccion de material y trasplante

El liquen folioso Flavopunctelia praesignis y el liquen fruticoso Usnea ceratina son
especies comunes en zonas montafiosas de bosques templados de coniferas (Pinus sp.) y
de encino (Quercus sp.) en México (Nash et al., 2002; Herrera-Campos et al., 2016).
Ambas especies fueron seleccionadas por su fécil recoleccion, identificacion y por
distribuirse en bosques de pino-encino de los alrededores de Morelia y municipios
cercanos (Gregorio-Cipriano et al., 2016). Otros estudios en areas contaminadas de
México han empleado especies del género Usnea y Flavopunctelia como biomonitores
(Gbmez-Peralta y Chéavez-Carmona, 1995; Zambrano y Nash, 2000; Cervantes et al.,
2008).

Los talos de ambas especies de liquenes fueron recolectados principalmente de dos
localidades control en marzo del 2018. Las muestras de F. praesignis se recolectaron en
el Area Voluntaria para la Conservacién (AVC) “El Tocuz” (19.48°N, 101.35°W),
mientras que las de U. ceratina en la localidad de Ichaqueo (19.58°N, 101.13°W),
ubicadas a 32 y 16.5 km del area de estudio, respectivamente (Figura 1). Ambas
localidades presentan un clima templado, con temperaturas medias anuales de 15°C y
precipitaciones >1000 mm anuales, y son dominadas por bosques de pino y encino (SMN,
2011; INEGI, 2017).

Las recolectas se hicieron principalmente en arboles de encino, y para evitar la variacion
dada por las diferencias de sustrato en el area de estudio, los liquenes fueron recolectados
con parte de la corteza o de la rama que los sostuviera (Mikhailova, 2002). En el area de
estudio, sobre cada arbol se colocaron cinco trasplantes de cada especie, en total 15 por
sitio. Los trasplantes fueron colocados dentro de pequefas redes de fibra de plastico (20
x 20 cm) a manera de sobres, a una altura de 2 m del suelo y orientados en direccion a la

papelera.

Como control, también se colocaron trasplantes (n=15) en los sitios donde fueron
recolectados los liquenes, siendo F. praesignis retrasplantada en el AVC “El Tocuz”,
mientras que U. ceratina en la localidad de Ichaqueo. La informacion obtenida en dichos

sitios fue utilizada como referencia para determinar posibles cambios en el contenido de
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clorofila total y la morfologia del talo. Los liquenes fueron expuestos durante un periodo

de 127 dias, en concreto de abril a agosto de 2018.

2.4. Andlisis de clorofila

La vitalidad de los trasplantes se evalué mediante un anélisis del contenido de clorofila
total del talo. El andlisis del contenido de clorofila nos permite estudiar el efecto de la

contaminacion del aire sobre la integridad del fotobionte (Garty et al., 2001).

El contenido de clorofila en el talo fue medido con la ayuda de un fluorémetro modulado
CCM-300 (Opti-Sciences, Inc.). La medicién modulada de la fluorescencia de la clorofila
es considerada una técnica no intrusiva que permite analizar parametros fotosintéticos en
liquenes (Garty et al., 2001). Para la medicidn, el sensor se coloco sobre los 16bulos de la
periferia en el caso de F. praesignis, y sobre las ramillas del talo en U. ceratina. Las
mediciones se realizaron para cada sitio de trasplante por triplicado, antes y después del
periodo de exposicion, Los resultados correspondieron al contenido de clorofila total y

fueron expresados en unidades de masa por area mg m2 (Gitelson et al., 1999).

2.5. Sintomas de dafios

Para determinar la presencia sintomas en los liquenes, se realizaron fotografias de los
trasplantes de F. praesignis y U. ceratina, antes y después del periodo de exposicion.
Posteriormente, los sintomas observados (cambios de coloracion, blanqueamiento,
necrosis, etc.) fueron analizados y descritos tomando en cuenta su localizacion, frecuencia
y el porcentaje de cobertura en el talo (Fernandez-Salegui et al., 2002). A partir de dicha
informacidn se elabor6 una escala de sintomas de dafios para las dos especies en el area
de estudio, la cual constd de tres categorias: 1) Talo sin dafios 1) Talo moderadamente
dafado y I11) Talo muy dafiado.

2.6. Andalisis de datos

La distribucion normal de los datos se analizé con una prueba de Shapiro-Wilk. Cuando
fue necesario, los datos fueron transformados a normales utilizando la funcion de

logaritmo.

El contenido de clorofila en talo fue comparado entre: a) sitios de trasplante (area de
estudio y sitios control), b) especies de liquenes (F. praesignis y U. ceratina) y c) antes y

después del periodo de exposicion. Las diferencias significativas (p<0.05) entre grupos

20



fueron evaluadas mediante Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, o0 bien, con
Modelos Lineares Generalizados (MLG), en el caso de las variables que no presentaran

una distribucién normal.

El efecto de la orientacion y la distancia de los sitios de monitoreo sobre el contenido de
clorofila total se evalué mediante un Analisis de Covarianza (ANCOVA), en el que
también se analizd la interaccion entre los factores. De haber diferencias significativas
(p<0.05) se realizaron pruebas posteriori paramétricas (Tukey test) 0 no paramétricas
(Duncan Test), segun fuera el caso. Todos los analisis estadisticos fueron realizados en el

programa estadistico R (R Core Team, 2018).

Para determinar cuantitativamente los cambios en el contenido de clorofila, se calcul6é un

porcentaje de variacion (P.V.).

Con la finalidad de identificar zonas con diferente grado de alteracién fisioldgica en el
area de estudio, la distribucion del contenido de clorofila total fue representada mediante
la elaboracion de mapas, utilizando el programa SURFER (Golden Sofware Inc.) y como
método de interpolacion se selecciono kriging (Paoli et al., 2011).
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3. Resultados
3.1. Contenido de clorofila total en talo

Los valores de contenido de clorofila total en F. praesignis y U. ceratina, antes y después
del periodo de exposicion se muestran en el Tabla 1. Previo al trasplante, el contenido de
clorofila total en F. praesignis oscil6 entre 614 y 771 mg m%; mientras que, en el sitio
control fue de 679.1 + 14.2 mg m. Los trasplantes de U. ceratina presentaron valores de
clorofila entre 625 y 746 mg my en el sitio control de 698.2 + 34.3 mg m™.

Tabla 1. Contenido de clorofila total (mg m) en los trasplantes de F. praesignis y U. ceratina,
alrededor de la industria papelera y en los sitios control, antes y después del periodo de
exposicion. Los valores de porcentaje de variacion (P.V.) también son mostrados. Para cada

columna, las diferencias significativas (Tukey o Duncan test, p<0.05) son indicadas con una letra
minuscula diferente. P.V. = porcentaje de variacion.

Flavopunctelia praesignis Usnea ceratina
Sitio Antes Después P.V. Antes Después P.V.
N 674.0+35.0  753.1+81.1%° 11.7 692.6+383  679.8+46.2°° -1.8
2N 664.3+17.7  782.8+96.9° 17.8 656.0421.8  734.1+51.4°° 11.9
3N 682.6+1.2 635.7 + 64.5° -6.9 662.3+37.9  659.1+71.2°° -0.5
4N 666.0+23.4  830.6+64.6™ 24.0 684.8+50.7  751.0+63.4°° 9.7
5N 673.4+31.4  706.4+45.7°" 4.0 664.8+47.3  644.5+29.4°° -3.0
1S 655.5+27.5  777.5+106.9°°  18.0 674.84359  622.0+52.5° -7.5
25 666.8+35.1 898.2+40.5° 34.0 663.5+21.4  761.2+33.5%° 14.0
3s 654.8+18.2  751.2+85.6% 14.0 667.0£20.8  728.2+73.5%° 9.1
45 664.8+40.6  827.0+59.2° 24.0 674.8+17.0  702.6+30.0°° 41
55 633.0+10.3  800.7+109.6°  26.0 693.5+40.2  726.8+58.0°" 4.8
1E 695.0422.6  714.0+127.4% 2.7 669.8+43.1  691.4+44.0° 3.2
2E 665.5+32.7 723.7 £50°° 8.7 653.0+22.0  646.3 +47.5%° 1.0
3E 692.4+47.5  751.0+82.1%° 8.5 660.8+30.7  697.6+68.1°° 5.6
4E 671.8+10.9 699.3 +69.2° 41 686.6+53.0  710.0+54.6°° 3.4
5E 669.6+27.6  744.6+46.3" 6.7 658.5+36.5  706.2+49.6° 7.3
1w 662.0+31.2  790.2+123.6°°  19.0 665.6+22.7  690.0+ 106.1°° 3.7
2W 673.6+24.7  823.0+162.6°°  22.0 656.1+24.3  709.8 +85.1°° 8.1
3w 691.0+32.1  740.8+113.2° 7.2 680.3+44.1  623.0+22.5 -8.4
aw 667.2+11.3  838.4+92.4® 250 695.0£32.4  632.8+70.8%° -8.9
5W 673.1+43.5 662.3+67.8° -1.6 667.2+22.9  667.0+51.4%° -0.02
min. 614.0 562.0 625.0 543.0
méx. 771.0 999.0 746.0 873.0
X 669.7+29.2  764.4+100.1 671.1+33.3  687.7+67.6
Control 679.1+14.2  819.0+76.6®° 205 698.2+34.3 771.0+5.3° 10.0

Media + desviacion estandar. N=Norte, S=Sur, E=Este, W=0este, 1-5=no. de sitio.
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Después de cuatro meses de exposicion, los trasplantes de F. praesignis presentaron
valores de clorofila entre 562 a 999 mg m2. En el sitio control, el contenido de clorofila
fue de 819 *+ 76.6 mg m2. En el caso de U. ceratina, el contenido de clorofila oscilé entre

543 y 873 mg/m?, mientras que en el control registré un valor de 771 + 5.4 mg/m?.

En F. praesignis, el contenido de clorofila total vario de manera significativa (F2o,85=2.65,
p<0.01) entre los sitios de monitoreo alrededor de la papelera, sin embargo, no se
observaron diferencias significativas (p>0.05) con respecto al control (Tabla 1). Por su
parte en U. ceratina, los valores de contenido de clorofila total de algunos sitios de

monitoreo variaron significativamente (p<0.05) del control (Tabla 1).

En ambas especies de liquenes el contenido de clorofila total vario significativamente (F.
praesignis: x?1,210=98.80, p<0.0000; U. ceratina: x%1,200=6.22, p=0.01) entre las muestras
antes y después del periodo de exposicion. Los trasplantes de F. praesignis mostraron un
incremento en su contenido de clorofila después de cuatro meses de exposicion alrededor
de la industria papelera. Esta tendencia también fue observada en el sitio control (Figura
3A). Asimismo, la mayoria de los sitios de monitoreo presentaron valores de porcentaje

de variacion positivos (Tabla 1).

Los trasplantes de U. ceratina expuestos en el area industrial, no mostraron variaciones
significativas en su contenido de clorofila después de cuatro meses de exposicion.
Mientras que, en el sitio control el cambio si fue significativo (Figura 3B). Ocho de los
sitios de monitoreo en los que estuvo expuesta U. ceratina presentaron porcentajes de

variacion negativos.
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Figura 3. Variacion del contenido de clorofila total (mg m) en: A) F. praesignis y B) U. ceratina
entre antes y después del periodo de exposicion. Se muestran los valores de las diferentes
orientaciones donde se expusieron los trasplantes alrededor de la papelera, incluyendo a los sitios
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control. Las barras con letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
entre las muestras antes del trasplante y después de cuatro meses de exposicion.

El contenido de clorofila total vario significativamente (F118:1=41.02, p<0.0000) entre
ambas especies de liquenes después del periodo de exposicion, observandose mayores
niveles de clorofila en los trasplantes F. praesignis expuestos alrededor de la papelera
(Figura 4).
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Figura 4. Comparacion del contenido de clorofila total (mg m-) entre F. praesignis y U. ceratina
A) antes y B) después del periodo de exposicion alrededor de la fuente de emision (industria
papelera). Las barras con letras mindsculas diferentes indican variaciones significativas (p<0.05)
entre las especies.

El efecto de la orientacion y la distancia de los sitios de monitoreo sobre el contenido de
clorofila de ambas especies de liquenes se muestra en el Tabla 2. En F. praesignis, el
contenido de clorofila Gnicamente vario entre orientaciones, observandose diferencias
entre los trasplantes expuestos al este y sur (Figura 5 A y B). Ni la orientacion ni la
distancia tuvieron un efecto significativo sobre el contenido de clorofila en los trasplantes
de U. ceratina (Figura 5 C y D). Asimismo, se muestra una comparacion entre los
trasplantes expuestos en el area de estudio y los sitios control (Figura5 Ay C). Se observa
que los trasplantes de U. ceratina expuestos al oeste presentaron menores contenidos de
clorofila que el control (Figura 5C).
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Tabla 2. Resultados del andlisis de covarianza (ANCOVA) para probar el efecto de la distancia y
la orientacion de los sitios de monitoreo sobre el contenido de clorofila total (mg m2) en los
trasplantes de F. praesignis y U. ceratina después de cuatro meses de exposicion. Los valores en
negrita y con * indican diferencias significativas (p<0.05). g.l.=grados de libertad.

F. praesignis U. ceratina
Factores F g.l. p F g.l. p
Distancia (Dist) 2.46 1,92 0.11 0.008 1,89 0.92
Orientacion (Orient) 3.15 3,92 0.02* 1.61 1,89 0.19
Dist: Orient 0.65 3,92 0.28 1.62 1,89 0.18
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Figura 5. Contenido de clorofila (mg m) en trasplantes de F. praesignis (A'y B) y U. ceratina
(C y D) después de cuatro meses de exposicion, considerando la orientacion de los sitios de
monitoreo (izquierda) y su distancia respecto a la industria papelera (derecha). En el grafico de la
izquierda se representan los resultados de dos andlisis estadisticos: las barras con letras en
minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los trasplantes expuestos
en las diferentes orientaciones, mientras que letras mayusculas indican diferencias incluyendo el
sitio control.
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3.2. Distribucion espacial del contenido de clorofila

Los patrones de distribucion del contenido de clorofila total en ambas especies de liquenes
en el area de estudio se muestran en la Figura 6 A-D. Después de cuatro meses de
exposicion, los trasplantes de F. praesignis tendieron a mostrar bajos niveles de clorofila
hacia el noreste y este del area de estudio, y cerca de la papelera (Figura 6 Ay B). Mayores
concentraciones de pigmento se registraron en los sitios de monitoreo ubicados al sur y
al oeste (Figura 6B). U. ceratina presenté menores contenidos de clorofila total en los
trasplantes expuestos en sitios mas proximos a la papelera, y en la direccion oeste (Figura
6 Cy D). Al igual que F. praesignis, los valores mas altos de clorofila se registraron hacia

el sur del &rea industrial (Figura 6D).
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Figura 6. Distribucion espacial del contenido de clorofila total (mg m2) en F. praesignis (A y B)
y U. ceratina (C y D) trasplantados en el area de estudio. Se representa la concentracion de
clorofila antes (izquierda) y después (derecha) del periodo de exposicion. La escala indica los
valores de clorofila en mg m=.

3.3. Sintomas de dafios

Los sintomas variaron en su frecuencia y cobertura entre las dos especies de liquenes

estudiadas (Figura 7 A-F). Los trasplantes de ambas especies expuestos en los sitios
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control no mostraron sintomas de dafios después de cuatro meses de exposicion (Figura
7AyD).

Considerando la escala de sintomas propuesta para el area de estudio, los trasplantes de
F. praesignis se caracterizaron por no mostrar dafios sobre el talo (1), o bien, por mostrar
talos moderadamente dafiados (Il). Los sintomas mas frecuentemente observados en F.
praesignis fueron: la aparicion de pequefias manchas marrones-rojizas en diferentes
partes del talo, asi como la perdida de cortex y capa algal (Figura 7 A-C). Los trasplantes
de F. praesignis sin sintomas se registraron en sitios de monitoreo mas alejados (>1500

m) de la papelera. Los sintomas de dafios tendieron a aparecer conforme la distancia al

area industrial disminuia.

Figura 7. A) y D) Talo sin sintomas (control). B) Manchas marrones rojizas sobre el talo de F.
praesignis. E) Talo de U. ceratina completamente necrosado y degradado. C) y F) Pérdida de
capas del talo (cortex superior y capa algal) en ambas especies.

En el area de estudio, los trasplantes U. ceratina presentaron talos moderadamente
danados (I1) a muy dafiados (Il1). Los trasplantes con dafios moderados presentaron
pequefias manchas marrén-rojizas muy localizadas en diferentes partes del talo; mientras
que en los talos muy dafiados se observaron manchas méas extendidas, decoloracion del
talo, retorcimiento de ramillas, perdida de cértex y capa algal, necrosis y desprendimiento
de partes del talo (Figura 7 D-F). Para U. ceratina, la zona con mas sintomas de dafios se

registrd hacia el centro del area de estudio, en los sitios de monitoreo méas proximos a la
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industria papelera. Los sintomas fueron disminuyendo su frecuencia y cobertura

conforme la distancia a la fuente de contaminacion incrementaba.

4. Discusion

La determinacion de la integridad del contenido de clorofila en las células del fotobionte,
es una manera eficaz de poder monitorear los efectos de la contaminacion del aire sobre
los liquenes (Garty, 2001). En el presente estudio, se observo un incremento en el
contenido de clorofila en los trasplantes de F. praesignis ubicados en los alrededores de
la papelera, lo que indicaria a primera vista que la calidad del aire en el area de estudio

no afecta la clorofila del fotobionte de esta especie.

De manera similar el contenido de clorofila incrementd en los liquenes trasplantados en
los sitios control. Tanto el Area Voluntaria para la Conservaciéon “El Tocuz” como la
localidad de Ichaqueo, son consideradas sitios con buena calidad de aire debido a que
corresponden a zonas de bosque poco manejadas y alejadas de diferentes fuentes de

contaminacion urbana e industrial.

La concentracidn de pigmentos fotosintéticos puede variar por efecto de otros factores
diferentes a la contaminacion ambiental como: el tipo de micobionte y fotobionte, la
especie, el habitat, las condiciones ambientales y la estacion (Boonpragob y Nash, 1991,
Chettri et al., 1998; Paoli et al., 2010). Boonpragob y Nash (1991) determinaron que
cambios estacionales en el contenido de clorofila son comunes y que su concentracion
tiende a incrementar después de la precipitacion, en comparacion con las estaciones de
clima més seco y célido. En nuestro caso, los liquenes fueron trasplantados antes del
comienzo de la época de lluvias, en el mes de abril, por lo que el incremento en el

contenido de clorofila pudiera relacionarse con una variacion estacional (Ver Figura 2B).

Un incremento en la sintesis de clorofila, paralelo a su degradacion, ha sido demostrado
como una respuesta en liquenes al estrés causado por la contaminacion (Carreras et al.,
1998; 2005). Carreras et al. (1998) observaron que el contenido de clorofila total (a + b)
en los liquenes incrementaba junto con los niveles de contaminantes emitidos por el
trafico vehicular, lo cual a su vez se relacion6 con un incremento en la degradacion de la
clorofila a. Estos resultados demuestran que, como un mecanismo para compensar el

efecto nocivo de los contaminantes, el liguen aumenta la sintesis de pigmentos
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fotosintéticos. En nuestro caso, esta respuesta se observa en F. praesignis, la cual mostré
incrementos y disminuciones en el contenido de clorofila después de su exposicién en el

area de estudio.

Por otra parte, varios estudios sefialan que cambios en la capacidad de intercambio de
CO., la tasa neta de fotosintesis y la fluorescencia de la clorofila pueden ser detectados
mas tempranamente que los que ocurren en cuanto al contenido de pigmentos
fotosintéeticos (Hawksworth y Rose, 1976; Sanz et al., 1992; Gries et al., 1995; Catalayud
et al., 1996; Zambrano y Nash, 2000). Asi también se ha mostrado que la feofitinizacion
(la degradacion de clorofila a feofitina) y cambios en la proporcion de clorofila a y
clorofila b son parametros mas sensibles a la contaminacién (Ronen y Galun, 1984;
Gonzélez et al., 1996; Chettri et al., 1998; Garty et al., 2001; Carreras et al., 2005;
Sujetoviene y Sliumpaite, 2013).

El tiempo de exposicion también puede tener efectos sobre la respuesta de los liquenes a
la contaminacién del aire (Paoli et al., 2011). En nuestro caso, el periodo de exposicion
(cuatro meses) pudo no ser suficiente para ver un efecto significativo sobre el contenido
de clorofila de F. praesignis. Por lo que no se descarta la idea de que esta especie pueda
ser utilizada como biomonitor por un periodo de tiempo mas prolongado en el area de

estudio.

En el caso de U. ceratina, si bien mostré un ligero incremento en su contenido de
clorofila, en la mayoria de los sitios alrededor de la papelera se determinaron valores
bajos de clorofila después del periodo de exposicién en comparacion con F. praesignis.
Lo anterior concuerda con estudios previos en los que se ha reportado reducciones en el
contenido de clorofila en liquenes expuestos a contaminantes bajo condiciones de campo
(Levin y Pignata, 1995; Gonzalez et al., 1996; Carreras et al., 1998; Catalayud et al.,
1996; Garty et al., 2001; Bajpai et al., 2010).

Variaciones en el contenido de clorofila han sido correlacionadas inversamente con la
acumulacién de metales en el talo como: Al, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn (Chettri et al.,
1998; Garty et al., 2001; Bajpai et al., 2010). La mayoria de estos metales puede llevar a
la desintegracion de las moléculas de clorofila o interferir en su sintesis (Garty, 2001). En
nuestro caso, la disminucion en el contenido de clorofila en los liquenes podria estar
relacionada con la contaminacion por metales proveniente de diferentes fuentes como la

guema de combustibles fésiles, la industria, el trafico vehicular, el uso de fertilizantes y
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plaguicidas, etc. De acuerdo con lo observado en el area de estudio, las zonas que mas
afectadas por este de tipo de contaminacién corresponderian a las ubicadas en las
direcciones este, norte y oeste, al encontrarse més influenciadas por la actividad industrial

y agricola, el trafico vehicular y la zona urbana de Morelia.

Después del trasplante al &rea de estudio, fue posible observar sintomas de dafio en los
talos de ambas especies de liquenes; sin embargo, estos fueron mas evidentes en U.
ceratina. Las modificaciones morfoldgicas del talo observadas en este trabajo han sido
reportadas como respuesta de los liquenes a la presencia y toxicidad de contaminantes
atmosféricos como el SO, (LeBlanc y Rao, 1973; Hawksworth y Rose, 1976; Gomez-
Peralta y Chavez-Carmona, 1995; Gries, 1996; Fernandez-Salegui et al., 2002; Gomez-
Peralta y Gémez-Reyes, 2007), o fluoruros (Richardson, 1992).

El SO, es considerado el agente mas dafiino para los liquenes, cuya toxicidad esta
relacionada principalmente con su naturaleza acida (Bati¢, 2002). Este gas al ser muy
soluble puede ingresar facilmente al interior de las células del liquen al disolverse con el
agua de lluvia o con la humedad atmosférica (Richardson, 1992). Una vez dentro, el SO
disuelto puede disociarse e incrementar la concentracion de H* al interior de las células
del fotobionte, ocasionando la degradacion de la clorofila a un pigmento marrén llamado

feofitina, por la pérdida de iones de Mg*? (Rao y LeBlanc, 1966).

La perdida de clorofila es uno de los més claros sintomas de dafio en los liquenes causados
por la contaminacién y puede ser determinada visualmente a través del blanqueamiento
del talo o por la aparicion de manchas de tonos marrones y rojizos (Rao y Leblanc, 1966;

Henriksson y Pearson, 1981; Gries, 1996; Fernandez-Salegui et al., 2002).

El efecto de SO. sobre los géneros Usnea y Flavopunctelia, ha sido comprobado en
experimentos de fumigacion en laboratorio. Gries et al. (1995), determinaron una
reduccion en el intercambio de CO2 en las especies U. hirta (L.) Weber ex F. H. Wigg. y
F. praesignis (Nyl.) Hale después de un periodo corto de exposiciona 1y 2 ppm de SOo,
concluyendo que ambas eran igualmente sensibles. Ademas, la sensibilidad del género
Usnea a 6xidos de azufre y nitrégeno se ha determinado en otros trabajos, en los que se
ha reportado un incremento en la degradacion de pigmentos fotosintéticos (Carreras et
al., 1998).

En este estudio, la principal fuente de SO en el area provendria de la industria papelera.

El dioxido de azufre y otros compuestos reducidos de azufre (sulfuro de hidrogeno,
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metilmercaptano, sulfuro de dimetilo y disulfuro de dimetilo) son contaminantes son
comunmente emitidos durante el proceso quimico al sulfato o Kraft para la produccion
de pulpa de celulosa (Cheremisinoff y Rosenfeld, 2010). De acuerdo con reportes previos
de estaciones automaticas de monitoreo, en 2013 esta industria era responsable del 43.8%
de las emisiones atmosféricas de SO2 (2,954.1 Gg/afio) (SUMA, 2015). De esta manera,
tanto la reduccion del contenido de clorofila como la aparicion de sintomas de dafios sobre
el talo, pudieran ser consecuencia de las emisiones de SO de esta industria.

Dafios sobre la actividad fotosintética de los liquenes se han registrado en los alrededores
de industrias papeleras. Holopainen (1983) observé dafios ultraestructurales en las células
del fotobionte y micobionte en liquenes creciendo a 4 km de una planta de celulosa y
papel en Finlandia, atribuyéndolo principalmente a las emisiones de SO2, NOX y HF.
Por su parte, Azevedo et al. (2012), determinaron un efecto negativo la acumulacién de
metales sobre la eficiencia del Fotosistema Il en trasplantes de Flavoparmelia caperata

(L.) Hale después de 180 dias de exposicion a 500 y 1000 m de una papelera.

No todas las especies de liquenes son igualmente sensibles a los mismos contaminantes,
sino que cada una de ellas exhibe una sensibilidad especifica (Gries, 1996). Ademas, se
ha reconocido que la sensibilidad a la contaminacion puede variar entre formas de
crecimiento, siendo generalmente los liquenes costrosos los mas tolerantes, seguidos de
las formas foliosas; mientras que, los liquenes fruticosos, son incluidos entre los mas
sensibles (Brodo et al., 2001). Diferentes especies del género Usnea son reconocidas por
ser muy sensibles a la contaminacién del aire (Brodo et al., 2001; Hawksworth et al.,
2005). En particular, U. ceratina es una especie que se caracteriza por encontrarse en
ambientes con bajos niveles de contaminacion (Hawksworth y Rose, 1970; Nimis y
Martellos, 2008; Escandén et al., 2016).

Zambrano y Nash (2000) determinaron la sensibilidad de trasplantes de U. ceratina a la
contaminacion del aire de la ciudad de México. Después de 54 dias de exposicion, los
trasplantes de esta especie mostraron una disminucion en su habilidad para intercambiar
CO; (fotosintesis neta) y en su contenido de clorofila b, lo cual se relacioné a los altos

niveles de contaminacion por ozono (Oz) en la zona urbana.

De acuerdo con Bosserman y Hagner (1981) las caracteristicas morfoldgicas del talo
influyen sobre el grado de exposicion de los liquenes al ambiente. Los liquenes fruticosos,

como las especies del genero Usnea, se caracterizan por crecer en forma de pequefios
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“arbustos” formados por numerosos y delgados cilindros, que se unen al sustrato por un
solo punto de fijacién, lo cual implica que tengan una mayor superficie de &rea expuesta
al aire. Por su parte, los liquenes foliosos como Flavopunctelia, suelen presentar un talo
mas aplanado y méas adherido al sustrato, por lo que la superficie en contacto con el aire
es menor (Bosserman y Hagner, 1981). De esta manera, las diferencias observadas en la
vitalidad de las dos especies de liquenes aqui estudiadas, indicarian un efecto importante

de sus caracteristicas morfoldgicas sobre su respuesta a los efectos de la contaminacion.

Entre los factores ambientales, el viento juega un papel muy importante en los patrones
de distribucion de los contaminantes (Conti, 2008). En el area de estudio, la mayor parte
del afio los vientos dominantes soplan desde el sureste y sur-sureste (ver Figura 2C), por
lo que las direcciones noroeste y norte-noroeste representarian las principales zonas de
dispersion de los contaminantes. Lo anterior coincide con los sintomas de dafos
observados en U. ceratina, los cuales fueron més frecuentes en los trasplantes expuestos

en los sitios de monitoreo del norte y oeste.

5. Conclusiones

En este trabajo, se sugiere que el liquen fruticoso U. ceratina es una especie sensible a la
contaminacion del aire, ya que durante el periodo de exposicién los trasplantes de esta
especie mostraron una clara disminucion en el contenido de clorofila y la presencia de
mayores sintomas de dafios sobre el talo, principalmente en los sitios de monitoreo méas
cercanos al area industrial. Por el contrario, los resultados indican que F. praesignis es
una especie méas tolerante, al responder menos rapido al estrés ocasionado por la
contaminacion del aire. Después del periodo de exposicion los trasplantes de F.
praesignis mostraron menores sintomas de dafios sobre el talo, asi como un incremento

significativo en su contenido de clorofila.

El incremento en el contenido de clorofila en los trasplantes de F. praesignis estaria
relacionado con diferentes factores como la estacionalidad, o bien, con un mecanismo de
proteccion en respuesta a los niveles de contaminacion. En U. ceratina dicha respuesta

no existiria, o bien, se ve sobrepasada por la contaminacion.

En el presente trabajo, no se pudo identificar de manera precisa que factores atmosféricos

son responsables de los cambios en el contenido de clorofila y de los sintomas observados
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en los trasplantes de F. praesignis y U. ceratina. Sin embargo, parece ser que la vitalidad
de ambas especies es afectada por la presencia de contaminantes toxicos en la zona de
estudio si bien, provenientes de la propia industria papelera o de otras fuentes, como la

ciudad.
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5. CAPITULO Il

Bioacumulacion de elementos en trasplantes de liquenes epifitos en los alrededores

de una industria papelera en Morelia (Michoacan, México).

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las emisiones de una industria papelera
en la ciudad de Morelia, Michoacén, sobre la acumulacion de trazas de elementos en dos
especies de liquenes epifitos, Flavopunctelia praesignis y Usnea ceratina, trasplantadas
en sus alrededores. Los resultados de acumulacién fueron comparados con las
concentraciones medidas en dos sitios control. Ademas, se evaluo el efecto de la distancia
y la orientacién desde la fuente de emisiones y mapas de distribucion de los
contaminantes fueron elaborados. Analisis de correlacion y andlisis clister fueron
utilizados para determinar las fuentes de origen en comdn de los elementos. Como
resultados, trazas de 11 elementos (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, V y Zn) fueron
encontradas en los trasplantes de ambas especies de liquenes después de cuatro meses de
exposicion alrededor de la papelera. La mayoria de los elementos analizados (Al, Fe, Co,
Cr, Mn, Ni, V) no variaron significativamente con respecto al control; sin embargo,
mostraron una tendencia a presentar altos niveles de concentracion cerca del area
industrial. De las dos especies de liquenes, F. praesignis destacé por mostrar una mayor
habilidad para acumular elementos que U. ceratina, lo cual podria estar relacionado con
las diferencias en sus caracteristicas morfoldgicas. Las concentraciones de los elementos
no mostraron un patron claro con la distancia de la industria papelera, lo cual sugiere un
efecto importante de los vientos dominantes y la topografia. Ademas de la industria
papelera, se identificaron otras fuentes de elementos (area urbana, zonas de cultivo,
trafico vehicular) en el area de estudio.

Palabras clave: Flavopunctelia praesignis, Usnea ceratina, emisiones, metales, fuentes

de origen.
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Abstract

The aim of this study was evaluate the effect of emissions from a paper industry in the
city of Morelia (Michoacan, México) through the accumulation of trace elements in two
species of epiphytic lichens Flavopunctelia praesignis and Usnea ceratina transplanted
in their surroundings. The accumulation results were compared with the concentrations
measured at two control sites. In addition, we evaluated the effect of distance and
orientation from the source of emissions and we elaborated distribution maps of
pollutants. Correlation analysis and cluster analysis were used to determine the sources
of common origin of the elements. Traces of 11 elements (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, V and Zn) were found in the transplants of both lichen species after four months
of exposure around the paper industry. Most of the elements analyzed (Al, Fe, Co, Cr,
Mn, Ni, V) did not vary significantly with respect to the control site, however, they
showed a tendency to high levels of concentration close to the industrial area. F.
praesignis showed a greater ability to accumulate elements than U. ceratina, this could
be related to differences in their morphological traits. The concentration of elements dit
not show a clear pattern with the distance from the paper industry which suggests an
important effect of prevailing winds and topography. In addition to the paper industry,
other sources of elements (urban area, agricultural areas, vehicular traffic) in the study

area are indentify.

Keywords: Flavopunctelia praesignis, Usnea ceratina, emissions, metals, sources of

origin.
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1. Introduccidn

A diferencia de los métodos fisicos y quimicos, el biomonitoreo de la calidad del aire
representa una alternativa rapida y de bajo costo, que permite no sélo detectar la presencia
de contaminantes atmosféricos, sino también evaluar sus efectos sobre organismos vivos
y, a partir de ellos, hacer inferencias sobre la calidad del ambiente (Conti, 2008). De esta
manera, las técnicas de biomonitoreo pueden ayudar a la implementacion de politicas

ambientales sobre la contaminacion del aire y su control (Pirintsos y Loppi, 2008).

Durante décadas, los liquenes han sido reconocidos como excelentes biomonitores de la
calidad del aire, debido a su habilidad para acumular contaminantes atmosféricos (Nimis
et al., 2002; Conti et al., 2009; Kularatne y Freitas, 2013). A diferencia de las plantas, los
liquenes carecen de raices, por lo que su nutricién depende de la deposicion atmosférica
himeda y seca (Nash, 1996; Loppi y Pirintsos, 2003). Asi mismo, la ausencia de una
cuticula o estomas permite que los contaminantes sean facilmente absorbidos a través de

toda su superficie (Conti y Cecchetti, 2001).

Los contaminantes pueden ser acumulados en forma de iones solubles o particulas
insolubles (Richardson, 1992; Bargagli y Mikhailova, 2002), y existen diferentes
mecanismos a través de los cuales los liquenes pueden acumularlos: (1) sobre la superficie
del talo o en espacios intercelulares, (2) de forma extracelular por intercambio catidnico
0 (3) al interior de la célula (Nieboer et al., 1978; Garty, 2001; Bargagli y Mikhailova,
2002).

Los liquenes son capaces de acumular indiscriminadamente una amplia gama de
contaminantes (metales pesados, S, N, fluoruros, radionucleidos), los cuales en muchas
ocasiones son acumulados a niveles por encima de sus propias necesidades fisioldgicas
(Backor y Loppi, 2009). Dicha tolerancia ha sido relacionada con la ocurrencia de
sucesivas fases de acumulacion y pérdida de particulas a traves del tiempo, hasta que las
concentraciones de los contaminantes en el talo alcanzan un equilibrio con los niveles
promedio de contaminacién ambiental (Kularatne y De Freitas, 2013). De esta manera, la
composicion quimica de los liquenes refleja la disponibilidad de elementos presentes en
el ambiente (Bargagli y Mikhailova, 2002) y nos brinda informacion sobre sus

variaciones espaciales y temporales (Paoli et al., 2015).

Durante la produccion de papel, el pulpeo quimico constituye una fuente importante de

contaminantes atmosfericos, al ser un proceso llevado a cabo a altas presiones y
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temperaturas (Cheremisinoff y Rosenfeld, 2010). Diferentes estudios de biomonitoreo en
los alrededores de papeleras, han demostrado el efecto de sus emisiones sobre la
bioacumulacion de elementos como metales, N y S en liquenes nativos y trasplantes
(Halonen et al., 1993; Kytdmaa et al., 1995; Azevedo et al., 2012).

Al suroeste de la ciudad de Morelia, se encuentra ubicada una industria papelera Kraft la
cual es responsable de emitir diferentes contaminantes a la atmosfera (SUMA, 2015). Sin
embargo, no se cuenta con un monitoreo continuo de la calidad del aire en la zona. El
principal objetivo de este trabajo fue determinar la bioacumulacion de elementos en
trasplantes de dos especies de liquenes epifitos, Flavopunctelia praesignis (Nyl.) Hale y
Usnea ceratina Ach., en los alrededores de una industria papelera. La finalidad de ello
fue en evaluar en qué medida dicha industria contribuye a la contaminacion del aire del

area de estudio.

2. Materiales y Métodos
2.1 Area de estudio

El &rea de estudio se encuentra ubicada al suroeste de la ciudad de Morelia, México, y
comprende las instalaciones de dos plantas de pulpa de celulosa y papel Kraft (Figura 1).
El area cuenta con una superficie aproximada de 0.54 km? y se ubica entre las
coordenadas 19.65°N y 19.64°S de latitud, y 101.27°W y 101.26°E de longitud, a una
altitud de 1896 m.
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio y sitios de monitoreo. Se muestra detalle del relieve
(INEGI, 2013).
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La topografia corresponde a llanuras, aunque se observan pequefias elevaciones hacia el
oeste y sur (INEGI, 2013). El area es cruzada por algunos caminos de terraceria y una
carretera federal (MEX14).

El clima es templado subhumedo con lluvias en verano (Figura 2 A-C). La temperatura
media anual de 17.8 °C, con minima de 13.7°C en invierno y maxima de 20.8 °C en
verano. La precipitacion anual oscila entre 600-800 mm y se distribuye entre mayo y
septiembre (SMN, 2011). Los vientos dominantes soplan desde el sureste (OOAPAS,
2019).

De acuerdo con reportes previos de estaciones automaticas de monitoreo, en 2013 esta
industria era responsable del 43.8% de las emisiones atmosféricas de SO, (2,954.1
Gg/afio), asi como del 18% (431.2 Gg/afio) y 23% (370.1 Gg/afio) de las correspondientes
a PM10 y PM2.5, respectivamente (SUMA, 2015).
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Figura 2. Datos climéticos provenientes de la estacion meteorolégica cercana al area de estudio
(Mintzita). A) Temperatura media mensual °C, B) Precipitacion mensual (mm) y no. de dias de
lluvia, C) Direccion y porcentaje de vientos dominantes (SMN, 2011; OOAPAS, 2019).
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2.2. Disefio de muestreo

En el area de estudio se seleccionaron 20 sitios ubicados en las cuatro direcciones
cardinales (N, S, E, W). En un principio, se pretendio separar estos sitios de monitoreo
por una determinada distancia, sin embargo, esto no fue posible debido a las condiciones
de uso de suelo y topografia del area de estudio, por lo que los sitios fueron situados lo
mas uniformemente posible, de tal manera que la distancia a la fuente de contaminacion
incrementara (Figura 1). En cada sitio se seleccionaron tres arboles de las especies
Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh. y Salix babylonica L., que sirvieron de sustrato para

los trasplantes de liquenes.
2.3. Recoleccion de muestras y trasplante

El trasplante de liquenes nativos desde areas relativamente limpias o con bajos niveles de
contaminantes hacia areas con problemas de contaminacion, es una técnica que nos
permite analizar la bioacumulacién de uno o varios contaminantes en el talo durante un
determinado periodo de tiempo (Conti y Ceccheti, 2001). Entre sus ventajas, este método
nos permite estandarizar el disefio de muestro, establecer el periodo de exposicion y
calcular tasas de enriquecimiento al conocer valores previos a la exposicion (Bargagli y
Mikhailova, 2002).

El liquen folioso Flavopunctelia praesignis y el liquen fruticoso Usnea ceratina son
especies comunes en zonas montafiosas de bosques templados de coniferas (Pinus sp.) y
de encino (Quercus sp.), asi como en bosques bajos y de climas méas secos (Nash et al.,
2002; Herrera-Campos et al., 2016). Ambas especies fueron seleccionadas por su facil
recoleccion, identificacion y por distribuirse en bosques de los alrededores de Morelia y
municipios cercanos (Gregorio-Cipriano et al., 2016). Otros estudios en areas
contaminadas de México han empleado especies del género Usnea y Flavopunctelia
como biomonitores (Gomez-Peralta y Chavez-Carmona, 1995; Zambrano y Nash, 2000;
Cervantes et al., 2008).

Los talos de ambas especies de liquenes se recolectaron de dos localidades control en
marzo de 2018. Las muestras de F. praesignis se recolectaron principalmente en el Area
Voluntaria para la Conservacion (AVC) “El Tocuz” (19.48°N, 101.35°W), mientras que,
las de U. ceratina en la localidad de Ichaqueo (19.58°N, 101.13°W), ubicadasa 32y 16.5

km del area de estudio, respectivamente. Ambas localidades presentan un clima templado,
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con temperaturas medias anuales de 15 °C y precipitaciones >1000 mm anuales (SMN,

2011) y son dominadas por bosques de pino y encino (INEGI, 2017).

Durante la recolecta, se procurd que las muestras tuvieran el mismo tamafio y que se
encontraran en buen estado. Las recolectas se hicieron principalmente en arboles de
encino, y para evitar la variacion dada por las diferencias de sustrato en el &rea de estudio,
los liquenes fueron recolectados con parte de la corteza o de la rama que los sostuviera
(Mikhailova, 2002).

En el &rea de estudio, sobre cada arbol se colocaron cinco trasplantes de cada especie, en
total 15 por sitio de monitoreo. Los trasplantes fueron colocados dentro de pequefias redes
de fibra de plastico a manera de sobres (20 x 20 cm y 1 mm?2 de cuadricula) y fijados a la
corteza a una altura de 2 m del suelo, orientados en direccion a la papelera. Como control,
otro grupo de trasplantes (n=15) fueron colocados bajo las mismas condiciones en los
sitios de recolecta. Las concentraciones de elementos medidas en los talos de ambas
especies trasplantados en su habitat fueron utilizados como referencia para determinar los
respectivos cambios en el area de estudio. Los liquenes fueron expuestos durante un

periodo de 127 dias, en concreto de abril a agosto de 2018.

2.4. Bioacumulacion de elementos: Analisis quimico

Al terminar el periodo de exposicion, los trasplantes fueron removidos y transportados al
laboratorio en bolsas de papel. En el laboratorio, las muestras fueron secadas al aire y
limpiadas cuidadosamente con pinzas bajo el microscopio estereoscépico para remover
cualquier material extrafio del talo como particulas de polvo, restos de corteza,
artrépodos, otras especies de liquenes 0 musgos. En el caso de F. praesignis Unicamente
se tomo la parte periférica (aproximadamente 5 mm desde la punta de los I6bulos) para
los analisis, siendo esta la parte mas joven del talo en los liquenes foliosos (Nimis et al.,
2001).

Se tomaron 3 muestras por sitio de monitoreo. Cada muestra consistio en la mezcla de
varios talos provenientes de cada arbol, esto para ambas especies. Las muestras de
liquenes fueron inmersas en nitrégeno liquido hasta quebrarse, y posteriormente,
pulverizadas y homogenizadas con un mortero de ceramica. Cerca de 0.20 g de cada
muestra del liquen en polvo fueron digeridas con 5 ml de HNOs (grado ultrapuro) en un

sistema de digestion por microondas (UltraWave, Milestone), primeramente 20 min y

44



finalmente 10 min a 220 °C, 1500 W y 110 bares. Una vez digeridas, las muestras se
enfriaron y aforaron con agua desionizada a un volumen de 25 y 10 ml. Posteriormente,
fueron filtradas a través de filtros de 45 pum y almacenadas en frascos a 4 °C hasta su
analisis.

Las concentraciones de 14 elementos (Al, As, Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sb, V,
y Zn) fueron determinadas por la técnica ICP-MS (Thermo Fisher Scientific, ICAP Qc) y
expresadas sobre la base de peso seco (mg kg?). El instrumento fue optimizado
previamente al analisis de muestras con la ayuda de estandares externos e internos, y se

elabord una curva de calibracion.

Para determinar la reproducibilidad del experimento, muestras al azar fueron analizadas
por duplicado. La calidad analitica fue verificada mediante el andlisis de dos Materiales
de Referencia Certificados (MRC), BCR-482 (liquen) de la Comisién de la Comunidad
Europea y 15732 (Tomatoe Leaves) del NIST. Como control de calidad, las muestras se
analizaron por blogues (n=15), incluyendo los materiales de referencia, ademas de un
blanco reactivo (HNOs3) para monitorear posible aportacion de contaminantes. La

precision del analisis fue estimada por un coeficiente de variacion <10%.
2.5. Andlisis de datos

La distribucion normal de los datos fue evaluada mediante una prueba de Shapiro-Wilk.
Cuando fue necesario, los datos fueron transformados a normales utilizando la funcion de
logaritmo. En el caso de no seguir una distribucién normal, los datos fueron analizados

mediante pruebas no paramétricas.

La acumulacion de elementos fue comparada entre a) sitios de trasplante (alrededor de la
papelera vs. sitios control) y b) especies (F. praesignis y U. ceratina). Las diferencias
significativas entre grupos fueron analizadas mediante Analisis de Varianza (ANOVA)
de una via o por medio de Modelos Lineares Generalizados (MLG), cuando las variables
respuesta no se distribuian normalmente. El efecto de la orientacion y la distancia de los
sitios de monitoreo sobre la concentracion de los diferentes elementos se evalud mediante
un Analisis de Covarianza (ANCOVA), en el que también se analiz0 la interaccion entre

los factores. Para las variables sin normalidad se emplearon MLG.
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De haber diferencias significativas (p<0.05) se realizaron pruebas posteriori paramétricas
(Tukey test) o no paramétricas (Duncan Test). Todos los andlisis estadisticos fueron

realizados en el programa estadistico R v. 3.4.4 (R Core Team, 2018).

Elementos que muestran una estrecha correlacion entre si, cominmente provienen de una
misma fuente de origen (Halonen et al.,1993; Bozkurt, 2017). Las correlaciones entre los
diferentes elementos se evaluaron mediante un andlisis de correlacion de Spearman.
Asimismo, para determinar las similitudes o diferencias en los patrones acumulacion de
los elementos en los sitios de monitoreo se realizo un analisis clister (Bargagli y Nimis,
2002) utilizando el programa SPSS v. 11.5 (SPSS Inc., 2003). Para ello, se empled una
técnica de cluster jerarquico con un método de ligando promedio entre grupos y el calculo

de la distancia euclidea entre clUsteres.

La distribucion espacial de los elementos en el area de estudio fue analizada a través de
mapas utilizando el programa SURFER (Golden Sofware Inc.) y como método de
interpolacion se selecciond kriging (Paoli et al. 2011). Se elaboraron mapas de
isocontaminacion para cada elemento, asi como mapas de contaminacion total y de
toxicidad potencial (Nimis et al., 1999). Para los mapas de contaminacion total se
considero la concentracion de los diferentes elementos en todos los sitios de monitoreo
en el area de estudio; mientras que, para los de toxicidad potencial solo se incluyeron
aquellos elementos potencialmente téxicos para la salud humana como el As, Cr, Cd, Cu,
Ni, V 'y Zn (Nimis et al., 1999). Para ambos tipos de mapas, los datos de concentracion
de los diferentes elementos fueron estandarizados (sobre una escala de 0 a 1) de acuerdo

con el método propuesto por Gasparo et al. (1989).

46



3. Resultados
3.1. Bioacumulacion de elementos

Las concentraciones de los elementos encontrados en los trasplantes de F. praesignis y
U. ceratina expuestos alrededor de la industria papelera y los sitios control después del
periodo de exposicidén se muestran en los Tablas 1y 2. De los 14 elementos analizados,
Ag, Sb y Pb se encontraron por debajo de sus limites de deteccion en la mayoria de las
muestras de liquenes, por lo que no fueron incluidos en los andlisis posteriores. Entre los
elementos acumulados encontramos metales como el Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, V, Zn,

y metaloides como el As.

En ambas especies de liquenes, el Al fue acumulado en mayor cantidad (873.52 mg kg™
F. praesignis y 678.81 mg kg en U. ceratina) seguido del Fe (558.35 mg kg™ F.
praesignis y 363.17 mg kg* en U. ceratina); mientras que, el Cd tuvo las menores

concentraciones (0.26 mg kg F. praesignis y 0.13 mg kg en U. ceratina).

En F. praesignis; a excepcion del Cd y Zn, el resto de las concentraciones de elementos
no mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre los trasplantes expuestos alrededor
de la industria papelera y los localizados en el sitio control (Figura 3). Sin embargo, la
mayoria de ellos (As, V, Co, Cr, Fe y Ni) mostraron una tendencia a ser acumulados en
el area industrial. En cuanto al Cd, este se acumulé en mayor medida alrededor de la
papelera, en las orientaciones norte y sur; mientras que, el Zn mostré mayores niveles de

acumulacién en el sitio control (Figura 3).

En el caso de U. ceratina, las concentraciones de Al, As, Cd, Cu y Zn mostraron
diferencias (p>0.05) con las registradas en el sitio control (Figura 4). EI Cd y Cu se
caracterizaron por presentar mayores niveles de concentracion en los trasplantes
expuestos alrededor de la industria papelera. Tanto el Al, As y Zn fueron
significativamente mas altos en el sitio control en comparacion con lo observado en
algunos sitios de monitoreo en el area de estudio. Otros elementos como el Co, Cr, Ni 'y
Mn mostraron una tendencia a presentar niveles de concentracion altos en las

inmediaciones del area industrial (Figura 4).
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Tabla 1. Concentracién de elementos (mg kg™) en los trasplantes de F. praesignis (media + desviacién estandar) alrededor de la papelera después de cuatro meses de exposicion.
Se muestran los datos del sitio control. 1-5=Sitios de monitoreo; N=Norte, S=Sur, E= Este, W=o0este.

Sitio
1N
2N
3N
4N
5N
1S
2S
3S
4S
5S
1E
2E
3E
4E
5E
1w
2W
3W
4W
5w
min.
max.

X

Control

Al
696.6 +240.0
499.4 £138.9
717.5+105.1
901.1 £80.1

1188.4 +348.4
990.7 £88.1
839.3+£40.9
954.9+122.9
737.3 £259.6
800.4 +172.5
784.7 £+106.5
5004 +37.9

1150.2 +958.4
760.2 +217.8

1141.4+651.4

927.3 £3235
817.6 £270.4

1122.0+511.3

1090.9 +128.3
952.9+141.6

350.05
2241.71
873.5+341.0

932.1 £428.22

As
0.1+0.0
0.2+0.0
0.2+0.0
0.3+0.0
0.5%+0.0
0.3+0.0
0.3+0.0
0.3+0.0
0.2+0.0
0.3+0.0
0.3+0.0
0.1+0.0
0.3+0.0
0.3+0.5
0.4+0.0
0.3+0.0
0.3+0.0
0.4+0.0
0.4+0.0
0.4+0.0

0.03
0.52
0.03+0.1

0.3+0.0

Cd
1.0+0.5
0.7+0.3
0.6 +0.7
0.8+0.5
1.0+0.6
1.5+0.8
1.0+£0.7
0.6+0.5
0.2+0.1
0.1+0.0
0.1+0.0
0.0+0.0
0.6+0.3
0.3+0.3
0.2+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.2+0.0
0.1+0.0
0.2+0.0

0.03
1.50
0.2+0.3

0.1+0.0

Co
0.3x0.1
0.3+0.0
0.3+0.0
0.4+0.1
0.5+0.1
0.4 0.0
0.4+0.0
0.5%+0.0
0.4+0.1
0.4 0.0
0.3+0.1
0.3+0.0
0.7 0.6
0.4+0.0
0.5%0.1
0.6+0.2
0.5+0.1
1.1+£1.1
0.5+0.1
0.5%0.1

0.21
2.44
0.4+0.3

0.5+0.2

Cr
1.2+03
0.7 £0.2
1.0+0.3
1.1+03

1.6+0.8
1.0+0.1

1.1+0.0
19+0.2
09+05
1.1+1.2
05+04
14+1.2
0.8+0.8
1.8+0.5
15+0.3
21+038
20%0.1
1.7+0.8
2.0+0.6
19+0.6

0.08
2.64
1.2+0.7

1.7+1.0

Cu
3.6+1.1
2905
59+3.5
8.5+6.0
48+0.0
43 +1.3
1.7+2.2
21+2.2
51+1.0
4.7 +£0.9
43+1.1
40+1.1
56+1.8
56+1.7
6.0+0.7
56+1.6
49+0.6
54+15
11.0+8.8
6.4+0.7

0.11
12.81
48+2.0

58+2.1

Fe
364.0 £126.9
267.6 £67.1
385.1+45.7
468.5 295
673.0 £201.5
539.8+78.1
473.5+27.6
597.8 +32.2
5443 +184.3
574.2 +130.6
562.6 +58.3
3548 £21.5
808.0 +685.8
532.3+152.9
783.7 +500.7
668.9 +262.1
521.7 £186.1
755.0 +356.5
670.7 £80.9
601.7 +92.7

195.87
1590.84
558.3 +245.6

587.4 +269.7 146.4 £+106.2

Mn
86.8 +32.7
131.7 £19.0

93.9+9.3

539+5.7

56.3+17.9
102.0 £7.5
111.7 £33.6
99.4 +155
75.3 £38.0
103.1 £20.2
869 +25.4
55.3+7.2

93.3 +56.7
59.6 £15.0
1447 £42.1
143.2 +67.2
92.8+324
109.3 £+23.8
71.2+19.7
125.6 £+85.5

42.23
223.22
959 +40.1

0.9+0.2
0.6+0.1
0.9+0.3
1.1+0.2
14+0.3
0.9+0.0
0.8+0.0
1.1+04
1.1+0.1
1.0+0.3
1.2+03
09+0.8
0.6+0.5
19+1.3
1.5+0.6
14+03
1.2+0.2
1.5+0.6
1.3+0.2
16+04

0.07
3.43
1.1+05

1.3+05

25+09
1.7+0.3
25+03
3.2+0.1
4005
3.4+£0.2
29+0.2
34+0.1
29+0.7
3.1+0.6
3.4+0.3
2.1+01
45+3.2
3.2x04
4.1+2
3.5+£0.9
3.2+05
41+1.6
41+0.4
3.7+£0.5

1.29
8.22
32+1.1

33+£1.2

Zn
33.8+18.1
43.6 +8.1
36.3+2.4
47.64 +0.0
54.7+39
21.6+1.9
20.6 £14.5
24.8 £+25.8
56.6 +8.5
53.1+5.6
31.3+5.2
25.0x23
49.5+24.9
36.5+5.4
39.3+9.9
51.8+9.7
47.5+11.3
47945

585+2.6
54.4+6.0

3.37
78.28
40.9 +16.2

62.2+£139
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Tabla 2. Concentracién de elementos (mg kg?) en U. ceratina (media + desviacién estandar) expuestos alrededor de la papelera después de cuatro meses de exposicion. Se

muestran los datos del sitio control. 1-5=Sitios de monitoreo; N=Norte, S=Sur, E= Este, W=o0este.

Sitio
1N
2N
3N
4N
5N
1S
2S
3S
4S
5S
1E
2E
3E
4E
5E
1w
2W
3w
4W
5w
min.
max.

X

Control

Al
615.9 +606.7
995.1 +290.7
1121.3 +£909.1

437.8 +29.6
741.3 £650.2
277.3 +30.8
2843 +33.2
457.5+95.8
604.1 £188.1
465.5 +27.7
513.1+2154
492.1 +217.5
841.7 +809.3
1086.2 +219.6
588.6 £166.5
1465.9 +1052.5
696.2 £373.8
577.7 £203.7
652.9 £210.5
602.2 £215.1

98.37
2284.20
678.8 +467.5

1052.9 +531.7

As
0.0+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.3+0.0
0.1+0.1
0.1+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.3+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.3+0.0
0.3+0.0
0.3+0.0
0.4 +0.0
0.3+0.0
0.2+0.0
0.2+0.0
0.2+0.0

0.03
0.55
0.1+0.1

0.2+0.0

cd
0.1+0.0
0.2+0.0
0.2+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.2+0.1
0.2+0.0
0.2+0.1
0.1+0.0
0.2+0.0
0.2+0.1
0.0+0.0
0.2+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0
0.1+0.0

0.02
0.33
0.1+0.0

0.1+0.0

Co
0.5+ 0.3
0.7+ 0.1
03+ 0.8
0.3+ 0.0
05+ 04
0.3+ 0.1
0.2+ 0.0
04+01
04+ 0.1
04+ 0.0
03+ 0.1
0.3+ 0.1
06+ 0.2
0.7+ 0.1
0.3+ 0.0
0.7+ 0.5
05+ 0.1
04+ 0.1
04+0.0
0.6+ 0.2

0.07
1.18
0.4+0.2

0.5+0.2

Cr
12+ 12
1.7+0.4
20+0.7
0.8+0.0
1.1+0.6
0.8+0.3
0.8+0.3
1.0+0.7
1.3+0.9
0.7+0.0
05+0.2
0.4+0.1
1.2+0.0
09+0.1
0.7+0.2
1.7 £0.8
0.8+04
0.6+0.1
0.7+0.2
0.8+0.5

0.22
2.61
0.9+0.6

1.1+0.6

Cu
41+31
3.1+0.6
3504
6.9+2.0
4.4 +3.1
28+0.1
26+04
3715
43+0.9
3.7+0.2
2.8+0.6
22+1.0
5.0+£0.9
41+0.8
35+1.6
46+2.2
42+1.0
2.8+0.0
3.0+0.8
3.1+0.3

0.99
8.3
36+x14

2603

Fe
414.2 +420.0
526.1 +£126.0
589.4 £426.0
2524 +£40.2
385.1+339.3
155.5+26.3
194.1 +34.6
306.2+71.4
387.6 £147.1
25731394
280.2 £105.4
253.8 + 105.5
394.7 £312.3
515.8 £101.2
315.6 £87.4
739.1 £487.5
355.5+185.5
298.6 £+77.3
343.3+111.6
269.6 £16.2

76.14
1059.43
363.1 +225.9

465.1 +£160.5

Mn
286.4 +£213.8
531.1£2194
336.1 £308.0

68.7 £38.9
115.3+47.8
141.2 +132.0
133.9 £53.2
1344 +40.6
2552 +£94.6
299.1 £98.0
160.8 +95.0
177.1 +£+107.1
204.6 £34.4
264.1 £28.0
174.3 +£+115.6
177.2 +91.8
209.9 £68.8
219.0 £105.9
149.3 +68.0
203.8 £133.9

38.92
773.85
216.2 +145.5

259.0+126.3

Ni
1.1+0.9
14+0.1
15+04
0.9+0.0
13+0.4
0.7+0.3
0.8+0.1
1.0+0.3
1.2+0.4
0.8 +0.0
0.7+0.2
0.4+0.1
11+0.1
0.9+0.1
0.8+0.1
1.5+0.7
1.0+0.3
0.7+0.1
0.8+0.1
0.9+0.2

0.21
2.15
09+04

1.0+0.4

28+2.2
2.8+0.2
3.0£15
2.0+0.0
22+1.2
1.5+£0.3
14+0.1
2.0+£0.2
25+0.8
1.9+0.0
1.8+0.5
1.6 +0.7
25+13
3.0+0.6
20+04
3721
23+0.8
1.8+0.4
2.0+£0.5
19+0.3

0.78
5.29
22+1.0

25+09

Zn
58.8 +40.0
79.0 +31.3
63.6 £34.8
62.1+0.1
76.7 £40.4
58.6 +16.1
68.2 +23.3
55.3+15.4
94.2 +29.2
799 +5.8
35.1+11.7
18.7+8.5
457 +7.1
43.2+7.8
30.3+14.3
51.3+17.7
63.9+14.0
41.1+6.8
48.4+94
65.0+54

9.23
118.79
56.0£234

66.9 £20.6
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Figura 3. Concentracion de elementos en los trasplantes de F. praesignis en el sitio control y en
las orientaciones donde se ubicaron sitios de monitoreo alrededor de la industria papelera después
de cuatro meses de exposicion. Las barras con letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos de trasplantes.
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Figura 4. Concentracion de elementos en los trasplantes de U. ceratina en el sitio control y en las
orientaciones donde se ubicaron sitios de monitoreo alrededor de la industria papelera después de
cuatro meses de exposicion. Las barras con letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos de trasplantes.
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Las concentraciones de la mayoria de los elementos (excepto Co, Cr y Ni) variaron
significativamente (p<0.0001) entre las dos especies de liquenes. Al, As, Cd, Fe, Ni y V fueron

acumulados en mayor medida por F. praesignis, mientras que, el Zny Mn por U. ceratina (Figura
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Figura 5. Acumulacion de elementos en F. praesignis y U. ceratina después de cuatro meses de
exposicion. Las barras con letras minusculas diferentes indican variaciones significativas
(p<0.05) en la acumulacién de elementos entre ambas especies de liquenes.
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60

20

La acumulacion de As, Co, Cu, Fe, V y Zn varié con la distancia y orientacién en la que
fueron expuestos los trasplantes de F. praesignis alrededor de la industria papelera (Tabla
3). Las concentraciones de la mayoria de estos elementos fueron incrementando conforme

la distancia desde la fuente de emisiones aumentaba (Figura 6).

En el caso de As y Zn, se observd una interaccion entre ambos factores (distancia y
orientacion), es decir, que el efecto de la distancia sobre la acumulaciéon de estos
elementos varié entre las diferentes orientaciones. La concentracion de As fue en
promedio mas alta en los trasplantes de F. praesignis colocados a 500 m de la papelera
en comparacion con lo observado en las otras direcciones. Por su parte, el Zn mostr6 un
incremento con la distancia en todas las direcciones, aungue con algunas variaciones
(Figura 6).
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Tabla 3. Resultado del anélisis de varianza (ANOVA) para probar el efecto de la distancia y la
orientacion de la industria papelera sobre la concentraciéon de elementos (mg kg™) en los
trasplantes de F. praesignis después de cuatro meses de exposicion. Los valores en negrita y con
* indican diferencias significativas (p<0.05). (*) Elementos sin distribucién normal analizados
mediante un MLG, representandose el valor de “Chi cuadrada” (x?).

F. praesignis
Distancia (Dist) Orientacion (Orient) Dist:Orient
F g.l. p F g.l. p F g.l. p

Al 3.32 1,49 0.07 1.40 3,49 0.25 1.93 3,49 0.13
As 9.41 1,49 <0.01* 3.40 3,49 0.02* 3.52 3,49 0.02*
cd® 0.57 1,49 0.44 | 12.44 3,49  <0.01* | 6.25 3,49 0.09
Co 7.78 1,49 <0.01* 7.23 3,49 <0.01* 1.97 3,49 0.13
Cr 3.39 1,49 0.07 5.33 3,49 <0.01* 1.87 3,49 0.14
Cu 15.98 1,49 <0.01* 5.25 3,49 <0.01* 0.18 3,49 0.9

Fe 6.15 1,49 0.01* 3.51 3,49 0.02* 1.14 3,49 0.34
Mn 0.03 1,49 0.85 0.95 3,49 0.41 0.01 3,49 0.12
Ni 5.99 1,49 0.01* 2.57 3,49 0.06 0.33 3,49 0.79
Y 4.81 1,49 0.03* 3.45 3,49 0.02* 2.08 3,49 0.11
Zn 18.17 1,49 <0.01* 15.90 3,49 <0-01* 4.00 3,49 0.01*

El Ni también fue un elemento que incremento su concentracion con la distancia de
exposicion; mientras que, el Cd y Cr, Unicamente variaron entre orientaciones (Tabla 3).
Las concentraciones de estos dos elementos fueron significativamente mas altas al norte
y oeste de la papelera, respectivamente (Figura 6). Las diferencias observadas no fueron

significativas (p>0.05) para el Al y Mn.

En los trasplantes de U. ceratina, solamente las concentraciones de Asy Mn variaron con
la distancia y la orientacién de los sitios de monitoreo (Tabla 4). La acumulacion de As
incremento significativamente con la distancia entre las diferentes orientaciones, a
excepcion de los trasplantes colocados en la direccion oeste, los cuales mostraron una
mayor concentracion de As en los sitios de monitoreo mas cercanos a la industria. De
igual manera, el Mn fue acumulado mayormente en los trasplantes colocados a 500 m de
la papelera, pero en direccion norte (Figura 7).

Las concentraciones de Cr y Zn variaron entre las diferentes orientaciones (Tabla 4). El
Cr fue significativamente mayor en los trasplantes de U. ceratina expuestos al norte en
comparacion con las otras direcciones; mientras que, el Zn mostrd6 mayores niveles de
acumulacién hacia el norte y sur (Figura 7). En el resto de los elementos (Al, Cd, Co, Cu,

Fe, Ni y V) no se observaron diferencias significativas (Tabla 4).
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Figura 6. Concentracion de elementos (mg kg™) en trasplantes de F. praesignis después de cuatro
meses de exposicion. En los graficos de dispersién se muestra el efecto de la orientacion de los
sitios de monitoreo [e]Este, [#]Norte, [#] Oeste, [®] Sur, y de su distancia con respecto a la fuente
de contaminacion (papelera). Los gréficos de dispersion con rectas que tienen distintas pendientes
(As y Zn) indican la interaccion significativa entre los factores (Dist:Orient); de no haber
interaccion se muestran rectas con la misma pendiente. Gréficos con una sola recta (Ni) indican
que solo la distancia fue significativa. Las graficas de barras representan aquellos elementos en
los que solo la orientacion tuvo un efecto significativo. Las barras con letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos de trasplantes. Valores de R2: As
(0.38), Co (0.34), Cu (0.39), Fe (0.24), Ni (0.09), V (0.19), Zn (0.49).
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Tabla 4. Resultado del analisis de varianza (ANOVA) para probar el efecto de la distancia y la
orientacion de la industria papelera sobre la concentracion de elementos (mg kg™) en los
trasplantes de U. ceratina después de cuatro meses de exposicion. Los valores en negrita y con *
indican diferencias significativas (p<0.05). (*) Elementos sin distribucion normal analizados
mediante un MLG, representandose el valor de “Chi cuadrada” (x?).

0.2

0

ab ab

U. ceratina
Distancia (Dist) Orientacién (Orient) Dist:Orient
F g.l. p F g.l. p F g.l. p
Al 1.58 1,50 0.21 2.33 3,49 0.08 1.38 3,49 0.25
As ) 15.09 1,50  <0.01* | 33.29 3,49 <0.01* | 3230 3,49  <0.01*
cd® 0.28 1,50 0.59 0.87 3,49 0.83 3.37 3,49 0.33
Co 2.88 1,50 0.09 1.20 3,49 0.31 0.76 3,49 0.51
cr 0.13 1,50 0.71 3.45 3,49 0.02* 1.19 3,49 0.32
Cu 1.29 1,50 0.26 0.79 3,49 0.53 2.39 3,49 0.07
Fe 0.47 1,50 0.49 1.57 3,49 0.20 1.71 3,49 0.17
Mn 0.13 1,50 0.71 0.28 3,49 0.83 2.90 3,49 0.04*
Ni 0.33 1,50 0.56 2.29 3,49 0.08 1.47 3,49 0.23
Vv 0.25 1,50 0.61 1.29 3,49 0.28 1.67 3,49 0.18
Zn 0.19 1,50 0.66 11.33 3,49 <0.01* | 0.71 3,49 0.54
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Figura 7. Concentracion de elementos (mg kg™) en trasplantes de U. ceratina después de cuatro
meses de exposicion. En los gréaficos de dispersion se muestra el efecto de la orientacion de los
sitios de monitoreo [e]Este, [®#]Norte, [#] Oeste, [®] Sur, y de su distancia con respecto a la fuente
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de contaminacion (papelera). Los graficos de dispersion con rectas que tienen pendientes distintas
(As y Mn) indican la interaccion significativa entre los factores (Dist:Orient); de no haber
interaccidn se muestran rectas con la misma pendiente. Las graficas de barras representan aquellos
elementos en los que solo la orientacion tuvo un efecto significativo. Las barras con letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos de trasplantes.
Los valores de R? fueron para As (0.64) y Mn (0.16).

3.2. Distribucién de elementos en el area de estudio

Los patrones de distribucion de los elementos acumulados por F. praesignis y U. ceratina

en el area de estudio son mostrados en las Figuras 8 y 9, respectivamente.

A excepcidn del Cd, la mayoria de los elementos acumulados por F. praesignis mostraron
patrones de distribucion similares. ElI Al, As, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni y Zn presentaron
mayores niveles de concentracion principalmente en las direcciones oeste y este, y fueron
menormente acumulados en el centro y sur del area de estudio (Figura 8). Altos niveles
de concentracion de As, Cu, V' y Zn también se observaron en sitios ubicados al norte. El
Cd por su parte, presentd altas concentraciones en las inmediaciones de la industria

papelera (Figura 8).

En U. ceratina, la mayoria de los elementos presentaron altas concentraciones hacia el
este y norte del area de estudio; aunque también se observé una importante zona de
acumulacién en el sur (Figura 9). En general, se observaron menores niveles de
acumulacién al centro del area de estudio; sin embargo, elementos como Al, As, Cd, Co,
Cu, Fe, Niy V, fueron acumulados en algunos de los sitios proximos a la papelera (Figura
9).

Considerando los patrones de distribucion de todos los elementos acumulados por las dos
especies de liquenes se elaboraron mapas de contaminacion total (Figura 10 Ay C). La
mayor carga de elementos para los trasplantes de F. praesignis se observo hacia el este,
norte y oeste del area de estudio, en los sitios de monitoreo mas alejados de la papelera,
cercanos a la ciudad de Morelia y algunos otros asentamientos (Figura 10A). Mientras
que, en U. ceratina, las principales zonas de acumulacion se ubicaron hacia el este y norte,
en sitios méas proximos al area industrial (Figura 10C). En las dos especies, la zona de

menor acumulacion de elementos se observé hacia sur del area de estudio.
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Figura 10. Mapas de contaminacion total (izquierda) y de toxicidad potencial (derecha) para el
area de estudio. Se muestran los patrones de distribucion de los elementos medidos en F.
praesignis (A y B) y U. ceratina (C y D), respectivamente. La escala muestra la cantidad de
elementos acumulados (valores de 0 a 11) en el &rea.

Los elementos con toxicidad potencial (As, Cd, Cr, Cu, Ni y Zn) mostraron patrones de
acumulacidn similares al resto de elementos, esto para ambas especies de liquenes (Figura
10 By D).

3.3. Relacioén entre elementos

Los elementos analizados mostraron correlaciones significativas entre si (Tablas 5y 6).
En ambas especies de liquenes, el Al se correlacion6 estrechamente con el Co, Fe y V
(coeficientes rho entre 0.60 a 0.90; p<0.01). En F. praesignis, el Al se correlaciond
fuertemente con el As (0.74, p<0.01), y éste Gltimo a su vez con el Cr, Niy V. El Zn se
correlacion6 con Cuy Fe (0.56 y 049, p<0.05). Las concentraciones de Cd se relacionaron
de manera negativa con todos los elementos y, al igual que el Mn no mostraron

correlaciones significativas (p>0.05) con otros elementos (Tabla 5).

En U. ceratina, el Al presento una correlacion significativa (p<0.05) con el Mn y Ni

(Tabla 6). Ademas, el Ni estuvo estrechamente correlacionado con el Cr, Cu y Zn
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(coeficientes entre 0.50 y 0.90). EI Cd unicamente se correlacion6 con el Mn (0.48,
p<0.05).

Tabla 5. Analisis de correlacion entre elementos en F. praesignis. Valores de coeficiente de
correlaciéon de Spearman (rho).

Al As Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni \Y Zn
Al 1
As 0.74 ** 1
Cd 0.11 -0.11 1
Co 0.82 ** 0.68 ** -0.16 1
Cr 0.34 0.61 ** -0.32 0.57 ** 1
Cu 0.34 0.38 -0.18 0.47 * 0.22 1
Fe 0.87 ** 0.71** -0.18 0.85 **  0.35 0.39 1
Mn  0.18 0.10 -0.03 0.28 0.11 0.01 0.27 1
Ni 0.39 0.82 ** -0.40 0.49 * 0.66 ** 0.47 * 0.53 * 0.06 1
\Y 0.91 ** 0.78 ** -0.12 0.88 **  0.40 0.41 0.92 ** Q.15 0.52 * 1
Zn 0.31 0.32 -0.29 0.47 0.27 0.56 ** 0.49 * 0.06 0.39 0.37 1

**Significancia de p<0.01y * p<0.05

Tabla 6. Analisis de correlacién entre elementos en U. ceratina. Valores de coeficiente de
correlacion de Spearman (rho).

Al As Cd Co Cr Cu Fe Mn Ni \Y Zn
Al 1
As 0.21 1
cd 0.35 -0.10 1
Co 0.65 ** 031 0.34 1
Cr 0.65 ** -0.04 0.37 0.42 1
Cu 0.31 0.45 * 0.33 0.39 0.52 * 1
Fe 094 ** 013 0.35 0.59 **  0.76 ** 0.37 1
Mn 054 * -0.15 0.48 * 0.40 0.41 -0.01 0.59 ** 1
Ni 0.70 ** 0.08 0.34 0.44 * 0.93 ** 0.59 ** 0.78 ** 0.34 1
Vv 090 ** 024 0.34 0.62 **  0.80 ** 0.54 * 0.95 **  0.55 * 0.80 ** 1
Zn 0.06 -0.13 0.22 0.12 048 *  0.19 0.10 0.23 0.47 * 0.14 1

**Significancia de p<0.01y * p<0.05

En la Figura 11 se muestra la clasificacion de los elementos en el analisis cluster para las dos
especies de liquenes. Con base en las concentraciones de los elementos medidas en los trasplantes
de F. praesignis se distinguieron 2 clsteres principales: el primero formado solo por el Cd y el
segundo por el resto de los elementos. Dentro del clister 2 los elementos se agruparon en otros
dos grupos: 1) Al, As, Cr, Fe, Mny V, y II) Co, Cuy Zn (Figura 11A).

El dendrograma para U. ceratina también se dividio en dos clUsteres principales, el primero se

conformo Unicamente al As, mientras que el segundo incluyd a los demés elementos (Figura 11B).
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Figura 11. Dendrogramas resultado del analisis cluster jerarquico de los elementos en A) F.
praesignis y B) U. ceratina. Los elementos son agrupados con base en las similitudes en sus
patrones de acumulacion en el area de estudio. El algoritmo cllster fue ligamiento promedio y
para la medida de similitud se calcul6 de la distancia euclidea.
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4. Discusion
4.1. Acumulacién en el area de estudio y sitios control

Los resultados del presente estudio indicaron que solo las concentraciones de algunos
elementos (Al, As, Cu, Cd y Zn) variaron significativamente entre los trasplantes de F.
praesignis y U. ceratina expuestos alrededor de la industria papelera y los colocados en
los sitios control. De esta manera, se observd que los trasplantes en el sitio control
mostraron una importante acumulacion de Al, As 'y Zn; mientras que, los ubicados en el

area industrial, presentaron un incremento en sus concentraciones de Cd y Cu.

Si bien, el principal criterio para la seleccion de un sitio control es que debe ubicarse en
una zona libre de la influencia de fuentes de contaminacion atmosférica, es importante
considerar que el aire de dicha zona puede no encontrarse completamente “limpio”
(Kularatne y De Freitas, 2013). En nuestro caso, los dos sitios control seleccionados (Area
Voluntaria para la Conservacion “El Tocuz” e Ichaqueo) corresponden a zonas de bosque
poco manejadas, pero cercanas a areas de cultivo, zonas rurales y caminos transitados
ocasionalmente por vehiculos. Dichas fuentes de contaminacion local pudieran influir

sobre la composicidn elemental de los trasplantes expuestos en los sitios control.

La presencia de elementos como el Al en el talo de liquenes en &reas no contaminadas,
generalmente, esta relacionada con la acumulacion de particulas provenientes del suelo y
rocas (Loppi et al., 1999), por lo que, el suelo seria una fuente de contaminacién en los
sitios control. EI As'y Zn son elementos que también pueden estar presentes naturalmente
en el suelo; sin embargo, comdnmente son emitidos por fuentes antropogénicas como la

agricultura y el trafico vehicular (Nimis et al., 1999; Bajpai et al., 2012).

El periodo de exposicion es un factor que puede influir sobre la acumulacion de elementos
en los liquenes (Bergamaschi et al., 2007; Paoli et al., 2018). Es bien conocido que los
liquenes tienden a responder rapido a cambios en los niveles de contaminacién ambiental,
pudiendo acumular contaminantes en unas pocas semanas 0 meses al incrementar la
contaminacion (Backor y Loppi, 2009). De esta manera, periodos cortos de exposicion
(uno a tres meses) son sugeridos (Garty, 2001; Mikhailova, 2002). En este trabajo, los
liquenes fueron expuestos durante cuatro meses, periodo que pudo no ser el adecuado

para registrar efectos significativos sobre la acumulacion de elementos en el talo.
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Variaciones en las concentraciones de elementos durante el periodo de exposicion han
sido reportadas en la literatura (Bargagli y Milaknova, 2002; Backor y Loppi, 2009).
Backor y Loppi (2009), indican que, aunque si bien el contenido de elementos en el talo
tiende a incrementar en funcion del tiempo, las concentraciones de estos también pueden
sufrir disminuciones o incrementos temporales. Estas variaciones pueden estar
relacionadas con factores ambientales como la lluvia, la cual tiene un impacto sobre la
acumulacion y liberacion de elementos en el talo (Kularatne y De Freitas, 2013). Por un
lado, la lluvia es una fuente rica en elementos para los liquenes (Knops et al., 1991) v,
por otro, puede lavar facilmente los elementos que se han acumulado sobre la superficie
del talo, resultando en bajos contenidos de elementos durante la época de lluvias en

comparacion con la época de secas (Brown y Brown, 1991; Backor y Loppi, 2009).

En el presente estudio, los talos de ambas especies de liquenes fueron recolectados y
trasplantados antes del comienzo de la época de lluvias, en el mes de abril del 2018, y
recolectados posteriormente para su analisis en el final de la temporada de lluvias, en
agosto de 2018 (ver Figura 2B), por lo que la lluvia pudiera haber afectado el contenido
de elementos en los trasplantes expuestos en el area de estudio. Sin embargo, las
concentraciones de elementos medidas en este trabajo, corresponden a las
concentraciones totales de estos durante todo el periodo de exposicion, por lo que no fue

posible diferenciar patrones estacionales.

Asimismo, la concentracion de elementos en los liquenes también puede ser regulada por
procesos fisioldgicos al interior del talo, que implican la movilizacion de los elementos y
su intercambio con el medio (Godinho et al., 2009). De esta manera, durante sucesivas
fases de acumulacion y pérdida de elementos, las concentraciones de los contaminantes
en el talo alcanzan un equilibrio con los niveles promedio de contaminacion ambiental
(Kularatne y De Freitas, 2013).

Como se mencioné anteriormente, el Cd y Cu se caracterizaron por presentar mayores
niveles de concentracion en los trasplantes de F. praesignis y U. ceratina expuestos
alrededor de la papelera. Otros elementos como el As, Cr, Co, Fe, Ni y V, mostraron una
tendencia a acumularse méas en el area industrial que en el sitio control, aunque no de

forma significativa.

La acumulacion de elementos en el area de estudio posiblemente tenga su origen en la

industria papelera, la cual es conocida por ser una fuente importante de particulas que
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comunmente llevan consigo metales y algunos otros elementos, entre ellos: Al, As, Ba,
Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Pb, Sb, V, Tiy Zn (EPA, 2002; Nurmesniemi et al., 2008;
Cheremisinoff y Rosenfeld, 2010). Dentro de las fabricas de papel y celulosa Kraft existen
diferentes fuentes que pueden emitir particulas junto con trazas de elementos a la
atmosfera como son los hornos de recuperacion, hornos de cal, el tanque de disolucién y
fundido (Bordado y Gomes, 1997; Cheremisinoff y Rosenfeld, 2010).

Los elementos acumulados por ambas especies de liquenes en el area de estudio coindicen
con los encontrados en otros estudios de biomonitoreo cerca de industrias papeleras
(Halonen et al., 1993; Kytdmaa et al., 1995; Adoli et al., 2011; Azevedo et al., 2012).
Una comparacion de las concentraciones de los 11 elementos encontradas alrededor de la

papelera y los resultados obtenidos en estudios similares se recopila en el Cuadro 7.

Considerando las concentraciones promedio de los elementos analizados en este trabajo,
pudimos observar que la mayoria de ellas fueron mas bajas que las reportadas para otros
estudios (Halonen et al., 1993; Kytomaa et al., 1995); sin embargo, los rangos de
concentraciones encontradas en el area de estudio muestran mayor similitud (Cuadro 7).
Las diferencias observadas pudieran estar relacionadas con la metodologia empleada
entre trabajos. Halonen et al. (1993) analizaron la acumulacién de elementos en liquenes
nativos de la especie Hypogymnia physodes (L.) Nyl. en los alrededores de una industria
papelera en Finlandia, durante un periodo de 15 afios. Kytdmaa et al. (1995), evaluaron
el efecto de las emisiones de una planta de celulosa y papel al sulfito sobre talos de H,

physodes que crecian en sus inmediaciones.

Como se muestra los niveles de concentracion medidos fueron mas altos que los
observados por Azevedo et al. (2012) en trasplantes de Flavoparmelia caperata (Nyl.)
Hale expuestos seis meses en los alrededores de una industria papelera Kraft en Portugal
(Cuadro 7).
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4.2. Variacion entre especies

Es reconocido que la capacidad de los liquenes para atrapar particulas puede ser
fuertemente influenciada por las caracteristicas morfoldgicas y estructurales del talo
(Lawrey y Hale, 1981; Nimis et al., 2001; Bargagli y Mikhailova, 2002; Di Lella et al.,
2003; Bergamaschi et al., 2007); asi como por su ecofisiologia (Bosserman y Hagner,
1981). Las especies pertenecientes al género Usnea, se caracterizan por ser liquenes
fruticosos o con forma de “arbusto”, cuyo talo consiste en numerosos, alargados y finos
cilindros que cuelgan y se encuentran unidos al sustrato por un solo punto de fijacion. De
esta manera, dichas especies presentan una gran superficie expuesta al aire y se ven
influenciadas fuertemente por factores atmosféricos (Bosserman y Hagner, 1981). En
contraste, los liquenes foliosos como Flavopunctelia, se caracterizan por tener un talo
mas aplanado formado por I6bulos anchos que encuentran adheridos al sustrato por
diferentes puntos de fijacion, por lo que cuentan con una menor superficie por unidad de
biomasa en contacto con el medio en comparacion con Usnea (Bosserman y Hagner,
1981; Di Lella et al., 2003).

Otros estudios han reconocido que los liquenes foliosos tienen una mayor capacidad para
acumular metales sobre los liquenes fruticosos. Lawrey y Hale (1981) determinaron un
mayor contenido de Pb en los liquenes foliosos Pseudoparmelia baltimorensis (Gyeln. y
Foriss) Hale y Xanthoria conspersa (Ehrh. ex Ach.) Hale en comparacién con Cladonia
subtenuis (Abbayes) Mattick que tiene un talo secundario fruticoso. Altas
concentraciones de Pb, Cu y Zn fueron encontradas por Gleen et al. (1995) en especies
foliosas como Parmelia sulcata Tayl. y Punctelia subrudecta (Nyl.) Krog en
comparacion con Anaptychia ciliaris (L.) Korb. ex A. Massal. Mientras que, Garty et al.
(1996), observé que H. physodes contenia mas Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Niy Zn que el liquen
fruticoso U. hirta, ambos trasplantados y expuestos en sitios urbanos de Oulu, Finlandia.

En nuestro caso, los resultados indican que F. praesignis mostrdo una mayor habilidad
para acumular elementos que U. ceratina. Estas diferencias posiblemente se deban a otros
factores diferentes a su morfologia. De acuerdo con Paoli et al. (2018), la acumulacién
de elementos en los liquenes puede también variar dependiendo de la edad, el estado
fisiolégico del talo, el periodo de exposicion, las condiciones microclimaticas, y de
manera muy importante, de la concentracion y el tipo de contaminantes presentes en el

ambiente.
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Otros autores como Godinho et al. (2009) sefialan que, el biomonitoreo con liquenes
depende fuertemente de las especies utilizadas, ya que estas pueden tener diferentes
mecanismos de acumulacion al interior del talo y presentar una afinidad por acumular
distintos elementos. Asimismo, Bergamaschi et al. (2007) argumenta que, la seleccion de
una especie como biomonitor debe ser basada en sus caracteristicas para acumular

elementos y los propositos del trabajo.

Como vimos en el capitulo I, U. ceratina mostré ser una especie mas sensible a la
contaminacion del aire. Después de cuatro meses de exposicion en el area de estudio, los
trasplantes de esta especie mostraron disminuciones en su contenido de clorofila total y
presentaron mayores sintomas de dafios sobre el talo en comparacion con los trasplantes
de F. praesignis. De esta manera, U. ceratina se vio menos favorecida para acumular

elementos que F. praesignis durante el periodo de exposicion.

4.3. Patrones de distribucion de los elementos

De acuerdo con nuestros resultados, los patrones de distribucion de algunos de los
elementos mostraron una estrecha relacion con la distancia de la fuente de contaminacion.
Aunque con algunas variaciones, las concentraciones de elementos como As, Co, Cu, Fe,
Ni, V y Zn fueron significativamente mas altas en los trasplantes de F. praesignis

expuestos a 1500 m de la industria papelera en casi todas las direcciones.

Por el contrario, en U. ceratina se observd que la mayoria de los elementos fueron
acumulados en sitios mas proximos a la papelera, entre los 500 y 1000 m, principalmente
en los trasplantes expuestos en la direccion norte. Asimismo, las concentraciones de los
elementos acumulados en los trasplantes de esta especie tendieron a disminuir conforme
incrementaba la distancia. Lo anterior indicaria que la industria papelera es una de las

principales fuentes de elementos en el area de estudio.

Comunmente se observa que los contaminantes suelen presentar mayores niveles de
concentracion cerca de las fuentes de emisidn y que éstos tienden a disminuir a medida
que la distancia a la fuente incrementa; sin embargo, este patron puede ser afectado por
factores como la topografia y los vientos dominantes (Richardson, 1992). En nuestro
caso, la mayor parte del area de estudio corresponde a llanuras, aunque también se
presentan algunas elevaciones en el relieve hacia el oeste y sur del area industrial (ver

Figura 1), las cuales pudieran influir sobre los patrones de acumulacién de los elementos,
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al limitar o favorecer el contacto de los trasplantes de ambas especies de liquenes con las
masas de aire cargadas de contaminantes. Otro factor a considerar pudiera ser la altura a
la que son emitidos con los contaminantes desde la fuente de contaminacién, la cual

afectaria sobre su punto de caida dentro del area de estudio (Newberry, 1974).

Garty (2001) sefiala que una significativa disminucién de la contaminacién con la
distancia también puede estar relacionada con la naturaleza de los elementos acumulados
en el talo, observandose que, las particulas mas gruesas tienden a presentar una limitada
dispersion en comparacion con particulas mas pequefias. Este patrén fue encontrado por
Bajpai y col (2010), quienes determinaron que el Al, Fe y Cr, asociados a la emision de
particulas méas gruesas, mostraban una menor dispersion que elementos como el Cu'y Ni
unidos a fracciones de cenizas mas pequefias y volatiles. En el presente trabajo, el Al, As,
Cd, Cr, Fe y V se caracterizaron por presentar mayores concentraciones cerca de la
industria papelera, en sitios ubicados entre los 1000 y 1500 m; mientras que, elementos
como el Co, Cu, Mn, Niy Zn tendieron a mostrar una mayor dispersion.

Entre los factores ambientales, el viento juega un papel muy importante en los patrones
de distribucion de los contaminantes, debido a que las direcciones en las cuales éstos son
transportados por el viento son fundamentales para determinar sus principales puntos de
caida (Conti, 2008). En el area de estudio, la mayor parte del afio los vientos dominantes
soplan desde el sureste y sur-sureste (ver Figura 2C), por lo que las direcciones noroeste

y norte-noroeste representaron las principales zonas de dispersion de los contaminantes.

Ademas de la papelera, nuestros resultados indican que en el area de estudio también
existen otras fuentes de elementos. Como se muestra en los mapas de isocontaminacion,
importantes zonas de acumulacion se observaron en los sitios de monitoreo ubicados de
las direcciones este, norte y oeste, los cuales se encuentran cercanos a zonas transitadas
por vehiculos, asi como a areas urbanas de la ciudad de Morelia. Asimismo, alrededor de
laindustria papelera se pueden observar varias areas de cultivo y otras pequefias industrias

como un aserradero al oeste y una cementera al sur (ver Figura 1).

La informacion obtenida de los mapas de contaminacion total corrobora la idea anterior.
Al considerar los datos de concentracion de todos los elementos en los trasplantes de
ambas especies de liquenes, se observo que los elementos acumulados por ambas especies
de liquenes se depositan mayormente en las direcciones este, norte y oeste, y en menor

medida hacia el sur.
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La similitud entre los mapas de contaminacion total y de toxicidad potencial indica que
los elementos con cierto nivel de toxicidad como As, Cd, Cr, Cu, Ni, V y Zn también
estan presentes en los sitios con mayor acumulacion, donde pudieran generar un riesgo
para la salud. EI As, Cd y Cr son metales pesados conocidos por ser toxicos a bajas
concentraciones 'y pueden ocasionar dafios cardiovasculares,  nerviosos,

gastrointestinales, respiratorios e incluso genéticos (Tchounwou et al., 2012).
4.4. Relacion entre elementos y fuentes de origen

Estrechas correlaciones entre elementos generalmente sugieren que estos comparten una
fuente de origen en comdn, o bien, que han sido expuestos a las mismas condiciones
atmosféricas (Boskurt, 2017). Los resultados de los analisis de correlacién y los analisis
cluster, nos indicaron que algunos de los elementos medidos en el area estudio tuvieron
caracteristicas o comportamientos similares por lo que pudieran provenir de una misma

fuente de origen.

° A|, Fe Yy \Y
El Al, Fe y V, fueron elementos que se caracterizaron por presentar patrones de
distribucion similares y encontrarse significativamente correlacionados entre si. Lo
anterior coincide con lo observado por Nimis y col (1999), quienes determinaron que la
relacién entre estos elementos era debida a que una de sus principales fuentes de origen
es el suelo. El Al junto con el Fe son elementos litogénicos que abundan en la corteza
terrestre, por lo que cominmente son usados para indicar la contaminacion proveniente
de particulas del suelo y rocas (Loppi et al., 1999). Altas concentraciones de Al, Fey V
se observaron en las inmediaciones de la industria papelera. Estos elementos provendrian

del levantamiento de particulas durante las actividades agricolas y el transito de vehiculos.

Kytdmaa et al. (1995), registraron altos niveles de Al cerca de una industria papelera en
Finlandia, los cuales se relacionaron con la emisién de materia particulada durante la

guema de residuos dentro de la fabrica.

En el area de estudio, el Fe y V también podrian ser emitidos durante la quema

combustibles fosiles y por el escape de automdviles (Nimis et al., 1999; Bozkurt, 2017).

e CryNi
Una estrecha relacion entre el Cry Ni se ha reportado en la literatura (Nimis et al., 1999;
Loppi y Pirintsos, 2003; Brunialti y Frati, 2007; Bozkurt, 2017). Ambos elementos son
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comunmente emitidos por la quema de combustibles fésiles y el trafico vehicular
(Bozkurt, 2017). En particular, el Cr ha sido reportado también como un desecho de la
industria del papel, cromado y pinturas (Brunialti y Frati, 2007). En el area de estudio
estos dos elementos presentaron altos niveles de concentracion en los trasplantes

expuestos cerca de la industria papelera y el area urbana.

e Co
En ambas especies de liquenes, el Co mostrd una correlacién con significativa con
elementos litogénicos como el Al y Fe, y de origen antropogénico como el Cry Ni. La
razén de ello pudiera ser que, entre las principales fuentes de Co se encuentra el uso de
fertilizantes fosfatados, la quema de combustibles fésiles y la combustidn del aceite (Kim
et al., 2006). En el area de estudio, la presencia de Co se asociaria a las actividades
agricolas y a la quema de aceite por parte de los vehiculos que transitan por caminos y la

carretera Patzcuaro-Morelia (MEX14).

e As
El As presentd fuertes correlaciones con el Al, Cr, Co, Fe, Ni y V en F. praesignis,
mientras que en U. ceratina, este elemento solo se relaciond con el Cu. Altas
concentraciones de As fueron encontradas al oeste del area industrial y en los sitios de
monitoreo ubicados en las direcciones este y norte, cerca de la zona urbana. La presencia
de As en el area de estudio pudiera deberse al uso de fertilizantes, herbicidas, plaguicidas
e insecticidas en las zonas de cultivo, ya que este elemento es comidnmente utilizado en
la elaboracion de estos productos (Tchounwou et al., 2012). Otra fuente antropogénica de

As estaria asociada al trafico vehicular (Nimis et al., 1999).

e Cd
Entre los elementos analizados, el Cd destacé por presentar altos niveles de concentracion
en los trasplantes expuestos a menos de 500 m de la papelera, por lo que esta industria
seria una de sus principales fuentes de origen en el area de estudio. Estudios similares han
reportado la acumulacion de Cd cerca de industrias papeleras (Halonen et al., 1993;
Kytdmaa et al., 1995; Azevedo et al., 2012). El Cd también suele ser un subproducto del
uso de fertilizantes y pesticidas (Nimis et al., 1999; Bozkurt, 2017).

e Mn
En los trasplantes de F. praesignis, el Mn mostr6 bajos niveles de concentracion y una

nula relacion con el resto de los elementos. Caso contrario se observo en los trasplantes
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de U. ceratina, donde este elemento presentd mayores concentraciones y se correlaciond

significativamente con el Al, Fe y Cd.

Al igual que el Al'y Fe, el Mn es un elemento que puede estar presente el suelo (Nimis et
al., 1999; Bozkurt, 2017); sin embargo, su relacion con el Cd nos indicaria el origen
antropogénico de este elemento. Trabajos previos de contaminacion por metales en suelos
urbanos de Morelia, han determinado altos niveles de Mn (3640 mg kg™) en el suelo del

area de estudio producto del uso de plaguicidas (Delgado et al., 2015, 2018).

e CuyZn
El Cu y Zn fueron elementos cuya concentracion incremento significativamente con la
distancia desde la fuente de contaminacion. Estos dos elementos se caracterizaron por
presentar mayores niveles de acumulacion en trasplantes expuestos mas lejos de la
papelera (entre 2000-2500 m) principalmente en las direcciones norte y sur, donde se
ubican areas de cultivo, &reas urbanas y otras pequefias industrias (cementera). Entre las
fuentes antropogénicas de Cuy Zn se incluyen la quema de combustibles fésiles, el trafico

vehicular, el uso de pesticidas y fertilizantes (Nimis et al., 1999; Brunialti y Frati, 2007).

Una fuerte correlacion entre el Zn y Cu ha sido reportada en la literatura (Loppi et al.,
1999; Loppi y Pirintsos, 2003; Brunialti y Frati, 2007) y es considerada comin en
liquenes, en los que suelen acumularse intracelularmente y cumplir ciertas funciones
metabolicas (Godinho et al., 2009).

5. Conclusiones

En este trabajo se evalud la bioacumulacion de elementos en dos especies de liquenes
epifitos (Flavopunctelia praesignis y Usnea ceratina), trasplantados en los alrededores
de una industria papelera. Los resultados indican que si bien existen otras fuentes de
contaminacion en el area de estudio (como zonas de cultivo, el area urbana, trafico
vehicular y otras industrias), la papelera es probablemente una de las principales fuentes
de origen de la mayoria de los elementos estudiados. Asimismo, variables como la
distancia, la orientacion, y factores ambientales como la topografia y los vientos
dominantes, tienen un efecto importante sobre los patrones de distribucion de los

elementos.
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Las diferencias mostradas entre F. praesignis y U. ceratina nos indican que la capacidad
de los liquenes para atrapar y acumular particulas desde el aire puede variar en relacion a
la especie y, que esto a su vez depende de las caracteristicas morfologicas y

ecofisioldgicas del talo.
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6. DISCUSION GENERAL

Aunque los liquenes pueden responder a cambios en los niveles de contaminacién
ambiental, se ha reconocido que no todas las especies son igualmente sensibles a los
mismos contaminantes, sino que cada una de ellas exhibe una sensibilidad especifica
(Gries, 1996). Asimismo, se ha sugerido que la sensibilidad de los liquenes pudiera estar
relacionada con su forma de crecimiento, identificandose a las especies de liquenes
costrosos y pequerios liquenes foliosos como mas tolerantes a la contaminacion, seguidas
de los liquenes foliosos de mayor tamafio y las formas fruticosas, los cuales se
caracterizan por ser aun més sensibles (Brodo et al., 2001; Hawksworh et al., 2005;
Escandon et al., 2016).

En el presente trabajo, las dos especies de liquenes utilizadas mostraron una diferente
respuesta a la contaminacion. Flavopunctelia praesignis se distingui6 por ser una especie
mas tolerante, puesto que su vitalidad se vio menos afectada alrededor de la industria
papelera, observandose mayores contenidos de clorofila total y menores sintomas de
dafios sobre el talo, después de cuatro meses de exposicion en el area de estudio. Usnea
ceratina, por su parte, parece ser una especie menos tolerante a los efectos de
contaminacion del aire en el area de estudio. Los trasplantes de U. ceratina expuestos
alrededor de la industria papelera mostraron una menor vitalidad tras el periodo de
exposicion en comparacion con el control, lo cual se vio reflejado en una disminucién en
el contenido de clorofila total y la presencia de severos sintomas de dafios sobre el talo
como cambios de cloracion, necrosis, erosion de la corteza superior y pérdida de la capa

algal.

La capacidad para atrapar y acumular elementos en el area de estudio también varié de
manera significativa entre ambas especies de liquenes, observandose que, la mayoria de
los elementos estudiados, fueron acumulados principalmente por los trasplantes de F.
praesignis. Lo anterior, coincide con otros trabajos en los que se ha determinado la
habilidad para acumular elementos de diferentes especies de liquenes foliosos sobre
liquenes fruticosos (Lawrey y Hale, 1981; Gleen et al., 1995; Garty et al., 1996).

En el presente trabajo, variables como la distancia, orientacion y la direccion del viento
tuvieron un efecto significativo sobre la vitalidad y la acumulacion de elementos en los
trasplantes de F. praesignis y U. ceratina expuestos en el area de estudio. En general,

para ambas especies de liquenes, pudimos observar que los sitios de monitoreo con
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menores contenidos de clorofila total y mayores sintomas de estrés coincidieron con
aquellos cercanos al &rea industrial y la zona urbana, en los que se determind una mayor
acumulacion de elementos. Caso contrario a los sitios en los que la acumulacion de

elementos fue menor y donde los trasplantes mostraron una mayor vitalidad.

Dichos patrones coinciden con lo observado en otros estudios, en los que altas
concentraciones de elementos tienen un importante efecto sobre diferentes parametros
fisioldgicos en liquenes como lo es el contenido de pigmentos fotosintéticos. Gonzélez y
Pignata (1994), determinaron que altas concentraciones de concentraciones de Al, Co, Fe,
Pb y Zn llevaron consigo a la reduccion del contenido de clorofila a en trasplantes de
Punctelia subrudecta (Nyl.) Krog. expuestos en sitios urbanos con diferentes niveles de
trafico vehicular y de contaminacion industrial, esto en la ciudad Cérdoba, Argentina. De
manera similar, Garty et al., (2001) observaron menores contenidos de clorofila y bajas
tasas fotosintéticas en trasplantes de Ramalina lacera (With.) J. R. Laund, expuestos en
sitios con altos niveles de contaminacion por metales (Ba, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V y
Zn) alrededor de un area industrial en Haifa Bay, Israel. Por su parte, Bajpai et al., (2010)
determinaron una correlacion negativa entre las concentraciones de Al, Cr, Fe, Pby Zny
el contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total) en talos
Pyxine cocoes (Nyl.) creciendo cerca de una central térmica en el distrito Raebareli, al

norte de India.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

e Después de cuatro meses de exposicion en el area de estudio, fue posible
determinar un efecto de la contaminacion del aire sobre la vitalidad y la

acumulacién de elementos en los trasplantes de F. praesignis y U. ceratina.

e Laindustria papelera es una fuente importante de emisiones en el area de estudio
durante la produccion de pulpa de celulosa y papel. Altos niveles de acumulacion

de Al, As, Cd, Co, Cr, Fe, Mn, Ni y V fueron encontrados en sus alrededores.

e Una estrecha relacion se observo entre la vitalidad de las especies y el contenido
de elementos en el talo. Altos valores de vitalidad se observaron en los sitios con
menores niveles de contaminacion como los sitios control y el sur del area de
estudio; mientras que, mayores sintomas de estrés fueron registrados en los sitios
mas contaminados como son las inmediaciones de la industria papelera, las zonas

de cultivo, los caminos transitados por vehiculos y la zona urbana de Morelia.

e Laacumulacion de elementos en liquenes depende de la especie, asi como de sus
caracteristicas morfologicas y su tolerancia a la contaminacion, Lo anterior es un
criterio importante a considerar al momento de seleccionar una o mas de liquenes
como biomonitores. En nuestro trabajo, el liquen folioso Flavopunctelia
praesignis fue una especie mas tolerante a la contaminacion que el liquen
fruticoso Usnea ceratina, por lo cual se propone su uso en estudios de

biomonitoreo a largo plazo.

e Las diferencias en los patrones de acumulacién de las dos especies de liquenes
estudiadas nos indican diferentes fuentes de origen de los elementos. En nuestro
caso, algunos de los elementos tienen su origen en el suelo, mientras que otros
provienen de fuentes antropogénicas como son la quema de combustibles fosiles
en el area industrial y zonas urbanas, el trafico vehicular en carreteras y caminos,

el uso de fertilizantes y pesticidas en las zonas de cultivo, entre otras.
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Contrario a lo esperado, las concentraciones de la mayoria de los elementos
incrementaron con la distancia de la papelera. Lo anterior, estaria relacionado con
factores como los vientos dominantes, los cuales influyen sobre los patrones de

dispersion y deposicion de los contaminantes.

Las zonas con mayor alteracion fisiologica y de mayor acumulacion de elementos
corresponden a los sitios ubicados en las direcciones este (cerca de la ciudad de
Morelia), norte (en la localidad de San Juanito Itzicuaro) y oeste (en la localidad
de la Mintzita y Arcos de San Antonio). Otra zona de importante de perturbacion
se registrd en las inmediaciones de la fabrica de papel y celulosa. De acuerdo con
nuestros resultados, el sur del area de estudio (hacia la localidad de Cointzio) seria

la zona de menor afectacion.
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8. RECOMENDACIONES

e Es importante considerar que los resultados de este trabajo nos ayudan a conocer
los patrones con los que los diferentes elementos encontrados se distribuyen y
acumulan en el area de estudio, es decir, que solo podemos reconocer aquellas
areas con mayor o menor deposicidn de contaminantes. Por lo cual, estudios mas
profundos acerca del posible efecto de la acumulacion de estos elementos en el

area de estudio, son necesarios.

e Es importante realizar el monitoreo de otros contaminantes que se sabe son
emitidos particularmente por la industria papelera, tales como dioxido de azufre

(S0O»), é&cido sulfhidrico (H2S) y mercaptanos.

e Con la finalidad de conocer mejor los patrones de acumulacion de los diferentes
contaminantes en el area de estudio, se recomienda realizar monitoreos a largo
plazo, considerando las diferentes estaciones (invierno, primavera, verano, otofio)

0 épocas (seca 0 humeda) del afio.

e La seleccion de una especie como biomonitor debe considerar sus caracteristicas

para acumular elementos y su tolerancia a la contaminacion.

e En general, un periodo corto de exposicion (1 a 3 meses) es recomendado.
Periodos largos de exposicion pueden traer consigo severos dafios sobre la
vitalidad de las especies mas sensibles y, por lo tanto, tener efectos sobre su

capacidad para acumular elementos.

e EI contenido de clorofila es un parametro relativamente facil de medir; sin
embargo, cambios en otros parametros fisiologicos relacionados con el fotobionte
(como la capacidad de intercambio de CO», la tasa neta de fotosintesis, la
fluorescencia de la clorofila y la degradacién de clorofila a feofitina) pueden ser

detectados méas tempranamente.
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¢ Durante la colocacion de los trasplantes, factores como la topografia y la direccion
de los vientos dominantes en el area de estudio deben ser tomados en cuenta para

mejores resultados.
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