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Resumen

Los metales pesados (MP) son contaminantes que no se degradan e impactan los
componentes ecosistémicos de forma irreversible. En los dltimos afios, se han buscado
nuevas alternativas para mitigar el dafio ambiental que generan. La fitorremediacion es una
alternativa ambientalmente amigable que permite la acumulacion e inmovilizacion de los
MP. EI éxito de la técnica de biorremediacion depende de las propiedades de la planta. Por
esta razon, el analisis de plantas que habitan sitios contaminados con MP es una opcion viable
para identificar cuales pueden ser eficientes para su extraccion e inmovilizacion. Debido a su
versatilidad ecoldgica, los helechos tienen la capacidad de establecerse en suelos con MP en
concentraciones altas, como ocurre en los relaves mineros. Los relaves de Taxco estan
colonizados por varias especies de helechos. El objetivo de la presente investigacion fue
analizar la capacidad de absorcion y de traslocacion de MP en los helechos colonizadores del
relave “La Concha” en Taxco. Para cumplir con este objetivo, se realizé un recorrido a lo
largo de la superficie del relave para identificar las zonas de colonizacidon de los helechos. Se
colectaron ejemplares de helechos y se identificaron taxonomicamente como Pityrogramma
ebenea, Polypodium plesiosorum, Cheilanthes cuneata y Adiantum amplum.
Adicionalmente, se colectaron muestras del sustrato asociado al rizoma y raices de cada
helecho para analizar sus propiedades quimicas. Estos géneros de helechos han sido descritos
en sitios con MP. Los valores de pH y el color del sustrato sugieren un estado avanzado de
oxidacion en el relave, lo que limita la formacion de materia organica. Estos helechos
absorben y translocan cadmio (Cd), cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn) de las raices a la
fronda e incluso a las esporas. Para conocer su uso potencial en la fitorremediacion se
calcularon los factores de acumulacion en raiz (RAF) y en brotes (SAF), asi como el factor
de translocacion (TF). De acuerdo con los factores de bioconcentracion (RAF y SAF), los
helechos colonizadores del relave “La Concha” son ‘plantas indicadoras' y se encuentran en
el umbral para ser consideradas 'hiperacumuladoras' para algunos MP (TF>1.0). Finalmente,
las condiciones quimicas y la capacidad de extraccion e inmovilizacion de MP por estos
helechos fue similar a lo que ha sido descrito en otras plantas que habitan sitios mineros
contaminados. Por lo tanto, las especies de helechos que fueron identificadas tienen la
capacidad de habitar sitios contaminados con MP, aunque es la primera vez que son
reportadas colonizando un relave minero. Ademas, la acidez alta del suelo del relave impide
el desarrollo de procesos edafolégicos a pesar de la presencia de vegetacion, lo cual, pudo
ser corroborado con la concentracion baja de materia organica. A pesar de esto, los helechos
pueden establecerse en estos sitios y tener una capacidad limitada de absorber y translocar
los MP.



Introduccion

Los metales son elementos inorgénicos presentes naturalmente en el ambiente,
algunos son nutrientes esenciales y otros son altamente toxicos (Rascio & Navari-1zzo,
2011). Sin embargo, todos los metales a altas concentraciones son considerados
contaminantes (Tchounwou et al., 2012). Los metales pesados son contaminantes derivados
de actividades antropogénicas y generan graves problemas ambientales debido a que no
pueden degradarse (Hazrat et al., 2019). El suelo es un componente ambiental sensible a la
presencia de metales pesados, debido a que se unen a la fraccion organica y propician su
alteracion y degradacion quimica (Tchounwou et al., 2012). También, los metales pesados
pueden reemplazar a elementos fisiolégicamente esenciales y producir estrés oxidativo,
dafiando componentes celulares como la membrana celular y el ADN (Jadia & Fulekar,
2009).

Los sitios contaminados con metales pesados han aumentado debido al incremento
de la actividad industrial y minera (Briffa et al., 2020). Por lo que, es imperante la busqueda
de estrategias que ayuden a remediar dichos sitios de manera eficiente (Mishra & Bharagava,
2016). Una alternativa es la fitorremediacion debido a que las plantas tienen la capacidad de

absorber metales pesados del aire, agua y suelo (Wei et al., 2020a). Las técnicas de
fitorremediacién mas utilizadas son la fitoextraccion (acumulacion de metales pesados) y la
fitoestabilizacion (inmovilizacién de metales pesados) (Jadia & Fulekar, 2009).

En funcidn de la concentracion acumulada de MP en tejidos vegetales, las plantas se
clasifican en: exclusoras (no movilizan los metales pesados a la biomasa aérea), indicadoras
(sus tejidos vegetales reflejan la misma concentracion de metales pesados que hay en el
sustrato), acumuladoras (translocan y acumulan metales pesados en la biomasa aérea) e
hiperacumuladoras (acumulan metales pesados en la biomasa aérea mas rapidamente y en

concentraciones significativamente mas altas) (Suman et al.,, 2018). Las plantas
hiperacumuladoras acumulan los metales pesados en su biomasa aérea y no presentan
sintomas de toxicidad (Rascio & Navari-1zzo, 2011).

La absorcién y la traslocacion de metales pesados en las plantas se calcula a través

del factor de bioconcentracion (FB), el cual se divide en factor de acumulacion en raiz (RAF

= Root Accumulation Factor) y factor de acumulacién en brotes (SAF = Shoot Accumulation
Factor). El indicador del transporte interno de los metales pesados es el factor de

traslocacion (FT) (Medina & Montano, 2014).

Diversas plantas pueden absorber uno o varios metales pesados en ordenes de
magnitud de miligramos por kilogramo (mg Kg™?), por ejemplo: La herbacea Eleocharis
acicularis (Cyperaceae), la cual puede absorber cobre (Cu = 20,200 mg Kg™?), zinc (Zn =
11,200 mg Kg1), cadmio (Cd = 239 mg Kg™) y arsénico (As = 1470 mg Kg™) (reportada en
Ali et al., 2013); Schima superba (Theaceae), puede absorber 62,412.3 mg Kg! de
manganeso (Mn) y, Alyssum markgrafii (Brassicaceae) puede absorber 19,100 mg Kg* de
niquel (Ni) (reportadas en Ashraf et al., 2019). Los helechos son un grupo de plantas que ha
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mostrado una capacidad alta de absorcion y acumulacion de metales pesados son los helechos
(Prakash, 2011).

Marco teorico

Concentraciones altas de metales pesados pueden degradar la calidad del suelo y de
otros componentes ecosistémicos, ademas de afectar la dinamica de las redes tréficas
(Tchounwou et al., 2012). Estos efectos adversos se deben a que los metales pesados no
pueden ser degradados y tienen una persistencia alta, por lo que, solo pueden ser transferidos
y acumulados (Hazrat et al., 2019). Su interaccion con los componentes troficos es porque
tienen la capacidad de unirse a las moléculas orgénicas a traves de uniones especificas
(ligando-metal), lo cual, puede ocasionar la inhibicion de dichas moléculas o la modificacion
de su estructura y organizacion. Ademas, los metales pesados pueden desplazar y reemplazar
elementos esenciales en el metabolismo, produciendo efectos adversos de deficiencia y la
sintesis de moléculas que generan estrés oxidativo (radicales libres). Este estrés oxidativo
provoca la inactivacion de proteinas y de enzimas, asi como la peroxidacion lipidica de la
membrana celular y dafio sobre el ADN (Navarro-Avifio et al., 2007; Jadia & Fulekar, 2009).

En los ultimos afios, el niumero de sitios contaminados con metales pesados ha
aumentado, principalmente por el incremento de la actividad industrial y minera (Fashola et
al., 2016; Demkova et al., 2017; Yang et al., 2018; Briffa et al., 2020). Por lo que, es
imperante la basqueda de estrategias que ayuden a remediar dichos sitios de manera eficiente
(Mishra & Bharagava, 2016).

Las plantas que se establecen en sitios contaminados con metales pesados desarrollan
tolerancia a estos compuestos y se protegen a través de la distribucion de los metales a tejidos
del apoplasto donde no ocasionen efectos adversos y mediante el proceso de quelacién
(secuestro de metales por la union a ligandos especificos, como peptidicos, para su posterior
movilizacién hacia el interior de las vacuolas) (Pilon-Smits, 2005; Llugany et al., 2007;
Memon & Schrdder, 2009).

Los helechos son plantas vasculares que se pueden establecer y desarrollar en suelos
de origen antropogeénico (Kachenko et al., 2007) y acumular diferentes metales pesados (p.
ej., Pityrogramma calomelanos, acumuladora As; Francesconi et al., 2002). En condiciones
ambientales controladas Adiantum aethiopicum, Blechnum cartilagineum, Calochlaena
dubia, Doodia aspera, Hypolepis muelleri, Nephrolepis cordifolia y Pellaea falcata absorben
Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn (Kachenko et al., 2007). Los helechos han sido denominados
tragadores de metales pesados (heavy metal guzzlers; Prakash, 2011). Lo que hace posible
gue se puedan utilizar varias especies de helechos en la biorremediacion de sitios
contaminados con metales pesados como los relaves mineros.

Se describe que diferentes especies de helechos se han establecido en relaves mineros
y han mostrado la capacidad de absorber los metales pesados presentes en el sustrato (Wei et
al., 2020b). Por esta razon se consideran una alternativa para rehabilitar estos pasivos
ambientales (Jally et al., 2021). La vegetacion asociada a los relaves mineros se ha adaptado
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a condiciones de estrés a través de mecanismos de absorcion/acumulacion o exclusion de
metales pesados, sin embargo, la respuesta fisioldgica varia significativamente dependiendo
de la especie y del metal en cuestion (Munford et al., 2022). Es importante analizar el
potencial de absorcidn y translocacion de las diferentes especies de helechos que colonizan
los relaves mineros.

Aunque la fitorremediacion se utiliza en la biorremediacion de sitios contaminados
con metales pesados, los relaves mineros representan un reto mayor porque estos sitios se
caracterizan por condiciones heterogéneas de pH, baja capacidad de retencion de agua, altas
concentraciones de metales pesados y ausencia de materia organica, nitrogeno y fosforo
(Kossoff et al., 2014). En teoria no hay condiciones para que las plantas sobrevivan y toleren
las condiciones de estrés presentes en los relaves mineros (Wang et al., 2017). Debido a esto,
la remediacion de relaves mineros se habia enfocado en la estabilizacion fisica y quimica, sin
embargo, son medidas paliativas que solo estabilizan temporalmente las condiciones
ambientalmente adversas (Méndez & Maier, 2008).

Se ha observado que plantas nativas presentes en zonas aledafas a los relaves mineros
desarrollan tolerancia a condiciones adversas y empiezan a colonizarlos (Jally et al., 2021).
Estas plantas nativas establecen las condiciones para que se inicie una sucesion ecoldgica

(Munford et al., 2022). Adicionalmente, absorben y translocan los metales pesados a lo largo
de su biomasa vegetal, lo que limita su dispersién (Wang et al. 2017).
La tolerancia a metales pesados se puede resumir en dos procesos basicos: exclusion

y acumulacion. De acuerdo con la concentracion de metales pesados que las plantas

tolerantes almacenan en sus tejidos se pueden clasificar en (Kidd et al., 2007; Bieby et al.,
2011; Suman et al., 2018): exclusoras (impiden la traslocacion de los metales del sustrato a

la parte aérea de la planta), indicadoras (contienen en sus tejidos la misma concentracion de
metales que en el sustrato), acumuladoras (almacenan los metales en la parte aerea) e
hiperacumuladoras (conservan los metales en una cantidad de interés para la

fitorremediacion de sitios contaminados mediante la fitoextraccion). Sin embargo, la mayoria
de las plantas tolerantes a metales pesados se comportan como exclusoras (Rascio & Navari-
1zzo, 2011). Estas plantas restringen la absorcion y la traslocacion de los metales, lo que
permite mantener concentraciones constantes y relativamente bajas en su biomasa aérea
(Kidd et al., 2007). A pesar de esto, la mayor atencion se ha puesto en las plantas
hiperacumuladoras debido a su capacidad para extraer uno o mas metales pesados, las cuales,
tienen una traslocacion rapida y eficiente desde las raices hasta la biomasa aérea, sin mostrar
ningun sintoma visible de toxicidad (Kidd et al. 2007; Rascio & Navari-1zzo, 2011).

Las plantas ideales para la fitorremediacion de preferencia deben ser de rapido
crecimiento, tener alta cantidad de biomasa, un sistema radicular extenso, ser faciles de
cosechar y tolerar o acumular metales pesados en sus partes cosechables (Ali et al., 2013).
Sin embargo, no se ha descrito ninguna planta con todas esas caracteristicas, por lo que las
plantas que poseen gran cantidad de biomasa y son de rapido crecimiento pueden ser



modificadas genéeticamente para que puedan hiperacumular algunos metales (Yang et al.,
2005).

Las técnicas de fitorremediacion mas utilizadas son: fitodegradacion,
fitovolatilizacion, fitoextraccion, y fitoestabilizacion (Sarwar et al., 2016). En sitios
contaminados con metales pesados solo se pueden implementar la fitoextraccion (extraccion
y acumulacién de los contaminantes en los 6rganos aéreos de la planta) y la fitoestabilizacion
(inmovilizacién o reduccion de la movilidad y biodisponibilidad de los contaminantes por el
sistema radical y microorganismos asociados). Ambas técnicas sélo se pueden llevar a cabo
con plantas que hayan desarrollado tolerancia a los metales pesados (Jadia & Fulekar, 2009;
Gil-Loaiza et al., 2016).

Las plantas aptas para la fitoestabilizacion necesitan expresar un mecanismo de
exclusion de metales pesados y tener valores de FB y FT < 1.0. Por el contrario, las plantas
aptas para la fitoextraccion deben expresar un mecanismo de acumulacion de metales
pesados y tener valores de FB y FT > 1.0 (Méndez & Maier, 2008). De estas técnicas, la
fitoextraccion ha generado mayor interés debido a la posibilidad de extraer los metales
pesados de forma eficiente. Para esto, se requieren plantas acumuladoras o
hiperacumuladoras, las cuales, tienen una tasa de crecimiento lenta, raices con penetracion a
poca profundidad y generacién de poca biomasa (Yang et al., 2005; Wang et al., 2017). Estas
plantas hiperacumuladoras deben tener la capacidad de absorber de 10 a 500 veces mas a la
sustancia contaminante en comparacion con una planta de un sitio conservado (Yanqun et
al., 2005) o acumular >10.000 mg Kg* de Zn'y Fe, >1.000 mg Kg* de Cu, Pb 0 >100 mg
Kg? de Cd, respectivamente (Kidd et al., 2007).

Hay muchas maneras de medir la absorcion y la traslocacion de metales pesados en
las plantas. El factor de bioconcentracion (FB) es un indicador de la absorcién de metales

pesados en la planta y se puede dividir en: factor de acumulacion en raiz (RAF = Root
Accumulation Factor) y factor de acumulacion en brotes (SAF = Shoot Accumulation
Factor). Mientras que un indicador del transporte interno de los metales pesados es el factor
de traslocacion (FT) (Vyslouzilova, 2003; Kachenco et al., 2007; Mendez & Maier, 2008;
Medina & Montano, 2014). Estos factores se estiman de la siguiente manera:

concentracion del metal en el tejido radicular

RAF = —
concentracion en el sustrato
SAF concentracion del metal en el tejido aéreo
concentracion en el sustrato
o7 concentracion del metal en el tejido aéreo

concentracion en el tejido radicular
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Antecedentes
Los helechos son plantas vasculares que se reproducen por esporas, pero tienen raices

verdaderas, tallos y hojas complejas (United States Department of Agriculture [USDA],
2022). Se conocen ~10,500 especies, pero se estima que el numero de especies se aproxima
a las ~15,000 (Britannica, 2022). Los helechos pueden desarrollarse en habitats con
diferentes condiciones ambientales, como suelos contaminados o de origen antropogénico
(Kachenko et al., 2007). Varias especies han mostrado la capacidad de acumular diferentes

metales pesados, como: Pityrogramma calomelanos que acumula As (Francesconi et al.,

2002); Pteris biaurita L., P. quadriaurita Retz y P. ryukyuensis Tagawa son hiper
acumuladoras de As en frondas y raices (Srivastava et al., 2006); Salvinia minima Baker es
un helecho acuatico hiper acumulador de Pb (Gémez et al., 2009); P. vittata acumula As y
Pb, P. multifida y P. oshimensis son hiper acumuladoras de As en frondas en el rango de
1262-47,235 mg Kg* ( Tangahu et al., 2011). Asi también varias pteridofitas ubicadas en un
rio contaminado (lksan et al., 2019) y, cuatro especies de Cheilanthes (acumulacion de Niy
Pb en hojas; Ghorpade et al., 2021).

En estudios bajo condiciones controladas, se ha observado que varias especies de
helechos tienen la capacidad de tolerar, sobrevivir y acumular diferentes metales pesados
como son Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn (Kachenko et al., 2007). Lo que sugiere que especies de
este grupo pueden ser contempladas en la biorremediacién de sitios contaminados con
metales pesados (Zhao et al., 2002; Srivastava et al., 2006). Por esta capacidad mostrada, los
helechos han sido considerados como tragadores de metales pesados (Prakash, 2011).

En relaves mineros, diferentes especies de helechos se han establecido y han mostrado
la capacidad de acumular los metales que contiene el sustrato (Chang et al., 2005; Chang et
al., 2009; Wei et al., 2020); por lo gque, han sido consideradas como una estrategia para su
rehabilitacion y para la recuperacién de MP (Zhou et al., 2011; Claverina et al., 2020; Jally
etal., 2021).

Por lo tanto, la vegetacion asociada a sitios contaminados con metales pesados como
los relaves mineros, presenta mecanismos de acumulacion o exclusion que les permite tolerar
las concentraciones de estos y, aunque la respuesta de los helechos puede variar
significativamente dependiendo de la especie y del metal (Kachenco et al., 2007), son una
alternativa importante para la remediacion o estabilizacion de estos sitios.

Planteamiento del problema
Taxco es una de las principales zonas mineras del pais desde la época prehispanica.

En este periodo de tiempo, metales como Ag, Cu, Pb, Zn y Au fueron extraidos y durante
este proceso, se generaron grandes cantidades de desechos, dando origen a los relaves

mineros (Talavera et al., 2005). Algunos de estos relaves se localizan dentro del area
habitable, propiciando la interaccion de las sustancias contaminantes (como los metales
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pesados) con sus habitantes (Talavera et al., 2006). Los metales pesados y otros
contaminantes (material particulado PM2s y PMio) de los relaves mineros representan un

problema ecoldgico y de salud pablica, debido a su relacion con enfermedades cronicas
(cardiacas, pulmonares, respiratorias e, incluso, cancer) (Méndez & Maier, 2008). Ademas,
debido a su composicion quimica, los relaves mineros son susceptibles a la oxidacion
ambiental generando lixiviados extremadamente acidos (drenaje acido de mina, DAM) que

incrementan la movilidad de los metales pesados (Méndez et al., 2007).

Anteriormente, los relaves mineros de Taxco tenian la capacidad para neutralizar el
DAM a través de la calcita adyacente en la zona, sin embargo, el proceso es dependiente de
la disponibilidad del mineral (Talavera et al., 2005). VVarios metales pesados estan presentes
en altas concentraciones en estos relaves y su movilidad aumenta significativamente en la
temporada de lluvia (Talavera et al., 2006). De acuerdo con las concentraciones promedio de
algunos relaves de la region de Taxco, el relave minero “La Concha” se destaca por tener
concentraciones altas de Cd, Cu, Pb y Zn (Talavera et al., 2016) y, valores de pH acidos (<
2.9) hasta ligeramente alcalinos (8.4) (Sdnchez-Montero, 2019). A pesar de las condiciones
previamente descritas algunas plantas han colonizado al relave. En “La Concha” se
identificaron 23 especies de plantas pertenecientes a 16 familias, destaca la presencia del
helecho Pityrogramma calomelanos (Gomez-Bernal et al., 2010).

Los helechos son una opcién viable para la absorcion y translocacion de metales
pesados (Prakash, 2011) y, de esta forma inducir una sucesion ecoldgica (Munford et al.,
2022). En particular, Pityrogramma calomelanos identificada en el relave minero “La
Concha”, es el tnico helecho fuera del género Pteris que se considera hiperacumulador de
metales pesados, en este caso de As (Francesconi et al., 2002). Debido a esto, es importante
explorar el potencial de absorcion y de traslocacion de metales pesados en los helechos
colonizadores del relave minero “La Concha” como un grupo potencial de plantas nativas
para desarrollar la fitorremediacidn en sitios mineros de Taxco.

Descripcion de la zona de estudio

La regién de Taxco ha sido una de las mas importantes productoras de metales
preciosos en México desde la época prehispanica y continu6 asi durante la época colonial
(1521-1810) hasta la actualidad. En este periodo de tiempo las minas de Taxco han producido
principalmente Ag, volviéndose una de las areas productoras mas grades de México. Sin
embargo, también se ha llegado a producir Au, Pb, Zn, y Cu (Talavera et al., 2005).

Taxco se encuentra a 1,752 msnm y el lecho rocoso en el area estd compuesto por
esquistos, calizas, areniscas, lutitas, capas rojas y rocas volcanicas acidas cuyas edades van
desde el Cretacico hasta el Oligoceno (Talavera et al., 2006). El clima de la zona es
semicalido subhimedo y la principal temporada de lluvias ocurre en el verano (junio-
septiembre), con lluvias esporadicas en el otofio (octubre-diciembre) y la temporada seca
ocurre durante el invierno y la primavera (enero-mayo) (Gomez-Bernal et al., 2010). La



vegetacion prevaleciente es el bosque tropical caducifolio (Martinez et al. 2004; Hinojosa-
Espinosa & Cruz-Durén, 2010).

Algunas veces los desechos mineros se vertian directamente a los rios, mientras que
en otras ocasiones se acumulaban cerca de las minas (Talavera et al., 2005). La mayoria de
los relaves, excepto los niveles superiores de los relaves “Guerrero I1” y “La Concha” fueron
generados antes de 1976 a partir de la explotacion de minas individuales. Las personas que
trabajaron en las minas afirman que los niveles més bajos de “La Concha” se generaron
durante el periodo 1940-1950 (Talavera et al., 2005).

Los relaves mineros de Taxco presentan altas concentraciones de Ag, Cd, Cu, Fe, Mn,
Pb, V, Zny As. En general, son heterogéneos y liberan cantidades importantes de metales
toxicos, dicha liberacion esta controlada esencialmente por el pH. Con valores de pH altos,
las concentraciones de metales disminuyen drasticamente, incluso por debajo del limite de
deteccion del método. En contraparte, con un pH ligeramente &cido a casi neutro y bajo
condiciones oxidantes, los metales se precipitan para formar varios tipos de sulfatos,
carbonatos e hidréxidos o se absorben en superficies de 6xidos de Fe y oxihidréxidos
(Talavera et al., 2005).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los relaves de Taxco indican gque tienen una gran
capacidad para generar DAM con grandes cantidades de metales toxicos y sulfato (SO4%).
Sin embargo, este se puede neutralizar a través de la calcita, y de los oxihidroxidos de Fe y
de Al, produciendo lixiviados casi neutros con cantidades considerables de As, Fe, Zn, Cdy
Mn. La neutralizacién de DAM a través de la calcita suele alcanzar un pH > 6.5, mientras
que a través de oxihidroxidos de Fe y Al se obtiene un pH = 4.5 — 6.5. Con base en las
condiciones de los relaves, es altamente probable que la calcita ain actie como el principal
amortiguador de pH, pero la capacidad de neutralizacion de esta se agota localmente dando
lugar a la neutralizacién a través de los oxihidroxidos e incluso con arcilla (Talavera et al.,
2006).

El relave “La Concha” se encuentra a ~12 Km del suroeste de la ciudad de Taxco y
contiene desechos mineros originados entre 1940 y 1970 (Gomez-Bernal et al., 2010).
Mientras que el pH del mismo muestra valores de neutro a ligeramente basico (pH = 7.0 —
8.4) o &cidos (pH < 2.9), teniendo un amplio rango entre 2.9 y 8.4 (Talavera et al., 2005).

Algunas plantas nativas de la zona han colonizado el relave, pertenecen a 23 especies
de 16 familias, entre las cuales las mejor representadas son: Asteraceae, Cupressaceae,
Amaranthaceae, Commelinaceae y Fabaceae. Destacando la presencia del helecho
Pityrogramma calomelanos (Gomez-Bernal et al., 2010)

Justificacion

Aunque la fitorremediacion comenzd a aplicarse en algunos sitios contaminados con
metales pesados, los relaves mineros representan un mayor reto, ya que se caracterizan por
tener valores de pH extremos, baja capacidad de retencion de agua, altas concentraciones de
metales pesados, alta salinidad y ausencia de materia organica, nitrogeno y fosforo (Qiu &
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Sego, 2001; Moreno & Neretnieks, 2006; Courtney, 2013; Kossoff et al., 2014). En teoria no
hay condiciones para que las plantas sobrevivan y toleren las condiciones de los relaves
(Wang et al., 2017). Debido a esto, la remediacién de relaves mineros se habia enfocado en
la estabilizacion fisica y quimica. La estabilizacion fisica consiste en cubrir los desechos
mineros con un material inocuo y la estabilizacion quimica implica utilizar un agente quimico
para formar una costra temporal sobre los relaves (Méndez & Maier, 2008).

Actualmente se ha observado que en relaves mineros algunas plantas nativas han
desarrollado suficiente tolerancia a las condiciones existentes como para iniciar a
colonizarlos (Zhou et al., 2011; Claverina et al., 2020; Jally et al., 2021). Esto, resulta
fundamental para considerar las técnicas de fitorremediacion, ya que el uso de especies
nativas es esencial debido a que han demostrado tener mayor tolerancia a las condiciones
ambientales locales, proveen una base para la sucesion ecoldgica y la incorporacion de
especies introducidas representa un problema para la biodiversidad. Incluso, representa una
opcidn mas eficiente, ya que el dosel de las plantas reduce la dispersidn eolica, mientras que
las raices previenen la erosiéon hidrica, inmovilizan los metales mediante adsorcion o
acumulacién y proveen una rizosfera en la que los metales se precipitan y estabilizan
(Méndez et al., 2007; Méndez & Maier, 2008; Noriega-Luna et al., 2016; Wang et al., 2017).

En Taxco se encuentra un distrito minero que tuvo una actividad alta desde tiempos
prehispanicos, generando grandes cantidades de desechos (Talavera et al. 2005; 2006). Los
desechos mineros de este distrito no recibieron un tratamiento para disminuir su toxicidad
antes de su acumulacion, por lo que, son una fuente importante de contaminacion, a través
de la formacién del DAM (Méndez et al., 2007). Adicionalmente, los relaves mineros se
caracterizan por tener una composicion heterogénea que impide el desarrollo de procesos
edaficos que, en consecuencia, limitan la disponibilidad de nutrientes y la formacién de
materia organica (Kossof et al., 2014). Todo lo anterior limita la formacion de costras
bioldgicas y el establecimiento de plantas para generar una sucesion ecolégica (Wang et al.,
2017). Sin embargo, diversos relaves mineros tienen evidencias de mecanismos de resiliencia
que disminuyen y cambian las condiciones de estrés a través del establecimiento de bacterias
fijadoras de nitrégeno (Huang et al., 2011), la formacion de costras bioldgicas (Liu et al.,
2012) y, en consecuencia, el establecimiento de vegetacion (Li et al., 2016). Estas respuestas
resilientes han sido descritas en el relave “La Concha”, asi como la presencia de materia
organica (Montero-Sanchez, 2019; Arias-Mufioz y Contreras-Vazquez, 2022; Garcia-
Gutiérrez, 2022; Villagbmez-Pefia, 2022; Sanchez-L6pez, 2023), por lo que, es imperante
analizar la capacidad de absorcién y de translocacion de metales pesados por los helechos
que se encuentran colonizando los residuos mineros, como una alternativa para la
identificacion de nuevas especies vegetales que puedan ser utilizadas en la remediacion del
distrito minero de Taxco.



Pregunta de investigacion

¢Cudl es la capacidad de absorcion y de translocacion de metales pesados de los
helechos colonizadores del relave minero “La Concha™?

Hipotesis

Los helechos son plantas que tienen la capacidad de tolerar concentraciones elevadas
de metales pesados, lo cual, les ha permitido colonizar el relave minero “La Concha” y, en
consecuencia, tendran la capacidad de absorber dichos elementos hasta alcanzar niveles de
hiperacumulacién y realizaran su translocacion a sus partes aéreas sin mostrar sintomas de
toxicidad.

Objetivos
Objetivo general
Analizar la capacidad de absorcién y de traslocacion de metales pesados por los helechos
colonizadores del relave “La Concha” en Taxco, estado de Guerrero.
Obijetivos particulares
i. Identificar taxondmicamente los helechos para conocer la diversidad de especies que
se encuentran colonizando el relave minero “La Concha”.

ii.  Determinar el color, el pH y la cantidad de materia organica del sustrato que se
encuentra en contacto directo con las raices de los helechos.

iii.  Cuantificar la concentracion de metales pesados (Pb, Fe, Cu, Zny Cd) para conocer
su abundancia en el sustrato y en diferentes estructuras anatémicas de los helechos
(rizoma, peciolo, frondas y esporas de los helechos).

iv.  Calcular los factores de bioacumulacion y de traslocacion de los metales pesados por
los helechos para definir su capacidad potencial para biorremediacion.

v.  Realizar un anélisis de correlacion para identificar la influencia de las propiedades
quimicas del relave con la absorcion de metales pesados de los helechos.
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CAPITULO |
Muestreo, almacenamiento e identificacion taxondmica de los helechos colonizadores del

relave minero “La Concha”

a. Método
Se realizaron recorridos en el area de distribucion del relave “La Concha”. Se observo
la presencia de diferentes ejemplares de helechos, principalmente en la base de este (Figura
1D). Por lo que, el nimero de individuos disminuye en la proximidad de la parte alta. Los
sitios de muestreo se seleccionaron con base en la heterogeneidad de la topografia, color del
sustrato, tipo de vegetacion y crecimiento de las plantas.
A parque Fnoanta B

El Aguacatito

Cacalotenango F

area con presencia de relaves en el Distrito Minero de Taxco; B) Relave minero “La Concha”, las flechas en
color amarillo indican los puntos con presencia de formacion de DAM; C) Vegetacion que se encuentra
colonizando la parte superior del relave; D) Ejemplares de helechos que fueron observados en la superficie del
relave “La Concha”.

Se recolectaron helechos en etapa reproductiva, los cuales se herborizaron de acuerdo
con el método propuesto por Lot y Chiang (1986).

Ademas, se colectaron aproximadamente 200g del sustrato que se encontraba en
contacto directo con el rizoma, el cual, fue almacenado en bolsas con cierre hermético a 4.0°C
y en oscuridad para evitar su alteracion quimica.
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La identificacion taxondmica de los ejemplares de helechos se realiz6 con apoyo del
Dr. Santiago Ramirez Barahona en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).

b. Resultados

Antes del presente trabajo de investigacion, sélo se habia reportado a Pityrogramma
calomelanos como la Unica especie de helecho colonizando el relave “La Concha” (Gémez-
Bernal et al., 2010). Sin embargo, durante el recorrido para la seleccion de los sitios de
muestreo se observaron otras especies.

Los sitios del relave colonizados por helechos se caracterizaban por tener varios tipos
de plantas, por el color y la cantidad de sustrato. Tomando en cuenta estas caracteristicas se
seleccionaron cuatro sitios de muestreo.

El sitio 1 (S1) es el més lejano al centro del relave y estd proximo al rio
Cacalotenango, los helechos no crecen directamente sobre el relave sino sobre una pared con
sustrato expuesto a la intemperie, por lo que, presenta evidencias de formacidn de lixiviados.
En este sitio se colectd Unicamente una especie que no pudo ser identificada
taxondmicamente (Figura 2).

Figura 2. Ejemplar de helecho ubicado en el sitio 1 que no pudo ser identificado taxonémicamente.

El sitio 2 (S2) se encuentra dentro del relave y se colectaron dos individuos de
helechos. El sitio 3 (S3) se encuentra hacia la parte central del relave y los helechos ya
empiezan a presentar mayores sintomas de toxicidad y también se colectaron dos individuos.
Los helechos de ambos sitios fueron identificados como Pityrogramma ebenea (Figura 3).
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Figura 3. Ejemplo de un helecho identificado como Pityrogramma ebenea, especie colectada en los
sitios 2y 3.

El sitio 4 es el lugar mas cercano al centro del relave con presencia de helechos. Se
colectaron tres individuos que fueron identificados como: Cheilanthes cuneata (Figura 4),
Polypodium plesiosorum (Figura 5), y Adiantum amplum (Figura 6).

Figura 4. Sitio 4: Cheilanthes cuneata.

13



Figura 6. Sitio 4: Adiantum amplum C. Presl.

c. Discusion

El mayor reto para la identificacion taxonémica de los helechos colonizadores del
relave “La Concha” fueron los sintomas de toxicidad que presentaban algunos ejemplares
ante las condiciones de estrés del sitio, como: la acidez, la ausencia o deficiencia de nutrientes
y las concentraciones altas de metales pesados. Visualmente algunos ejemplares presentaban
decoloracidn en las frondas, malformaciones o necrosis, ausencia de esporas y un rizoma casi
inexistente conforme se adentraban en el relave. Estos efectos son comunes en plantas que
habitan sitios contaminados con metales pesados por ser organismos sésiles y no poder huir
de la fuente de estrés (Yadav et al., 2021). En otra planta presente en este relave minero
Cupressus lindleyi, han sido descritas alteraciones estructurales en sus ramas y hojas por

exposicién prolongada a metales pesados (Gomez-Bernal et al., 2014). Los helechos
responden de la misma manera a la presencia de metales pesados en su héabitat (Balestri et
al., 2014; Das & Mazumdar, 2016; Bora & Sarma, 2021). Debido a esto, el ejemplar
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recolectado en el sitio 1 no pudo ser identificado adecuadamente. Sin embargo, si se
identificaron los otros cuatro individuos que colonizaban el relave minero.

Hasta el desarrollo del presente trabajo s6lo se habia reportado una especie de helecho
en el relave, Pityrogramma calomelanos (Gomez-Bernal et al., 2010). La cual pertenece a la
familia Pteridaceae, es nativa de la zona y fue reportada como hiperacumuladora de arsénico
(Francesconi et al., 2002). En este estudio se encontré a Pityrogramma ebenea. Hasta el

momento, este seria el primer registro de esta especie colonizando un sitio contaminado con
metales pesados, a pesar de ser clasificada como una especie exadtica con un potencial amplio
de colonizacion (List of Species Alien in Europe and to Europe, 2009). Sin embargo, es
probable que P. ebenea tenga la misma capacidad de hiperacumulacion de metales como ha
sido observado en otras especies del género, como P. calomelanos (Pulukkunadu-
Thekkeveedu & Hegde, 2021).

Con respecto a las deméas especies que se identificaron, una pertenece a la familia
Polypodiaceae (Polypodium plesiosorum) y dos a la familia Pteridaceae (Adiantum amplum

y Cheilanthes cuneata), respectivamente. Es importante mencionar que Cheilanthes cuneata

que es una especie endémica de México (Departamento de Boténica, Instituto de Biologia).
Para Polypodium plesiosorum no existen reportes sobre su ubicacion en sitios con presencia
0 con capacidad de absorber metales pesados, como ha sido observado en otras especies del
género, como: P. lanceolatum (Jayasekera & Rossbach, 1996) y P. cambricum (Roccotiello
et al., 2010); para esta Ultima especie existe una investigacion que describe los cambios en
crecimiento, ultraestructura 'y germinacion de esporas por efecto del cobre (Muccifora, 2008).
Mientras que, para Adiantum amplum, no existen reportes sobre capacidad de absorber o
tolerar metales pesados pero, otras especies han mostrado cambios metabdlicos y oxidativos
por estos cationes (Kovacik et al., 2022). Finalmente, la especie endémica de México,
Cheilanthes cuneata, tampoco tiene trabajos que describan su capacidad de absorcion de
absorcion y translocacion de metales.

Segun la CONABIO la zona de distribucion de las especies identificadas todas
resultaron ser nativas de la zona, caracteristica importante para considerar la fitorremediacion
del sitio. Ademas, la presencia de los helechos Pityrogramma ebenea, Polypodium
plesiosorum, Cheilanthes cuneata y Adiantum amplum en el relave minero es evidencia de
un proceso de resiliencia ecolégica, un indicio de un proceso de sucesion ecoldgicay la etapa
inicial para su estabilizacion (Wong, 2003; Méndez & Maier, 2008; Suzuki & Yoshida, 2015;
Farley & Voinov, 2016).
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d. Conclusion

El relave minero “La Concha” se encuentra colonizado por helechos, lo cual, era de
esperarse porque estos organismos vegetales tienen la capacidad de desarrollarse en sitios
contaminados con metales pesados. Se identificaron helechos de géneros taxonémicos que
han sido encontrados en sitios contaminados con metales pesados y que tienen la capacidad
de absorberlos. Sin embargo, las especies identificadas en el presente estudio no tienen
reportes de establecimiento en este tipo de depdsitos de desechos mineros y se desconoce su
capacidad potencial de absorcion de metales pesados. Finalmente, las especies de helechos
identificadas se encuentran dentro de su zona de distribucion, lo cual, las convierte en
candidatas para la biorremediacion de sitios contaminados en sitios con las mismas
condiciones ambientales si tienen la capacidad de absorcion y translocacion de con metales
pesados.

CAPITULO 1I
Determinacion del color y, cuantificacion del pH y de la materia organica en el sustrato
asociado al rizoma de los helechos colonizadores del relave “La Concha”

a. Método

Las muestras de sustrato se secaron a temperatura ambiente y, posteriormente, se hizo
su disgregacion en un tamiz de 2.0 mm para quitar las particulas de mayor tamafio. EI color
se determind con el método comparativo con las tablas Munsell (AS-22) y el contenido
porcentual de materia organica (%MO) se realiz6 con el método de Walkley & Black (AS-
07); ambos descritos en la NOM-021-RECNAT-2000.

La determinacion del pH se realiz6 con dos métodos, primero fue cuantificado en
agua (pHw20) durante el trabajo en campo con el método potenciométrico establecido en el

“Manual de técnicas de andlisis de suelos aplicadas a la remediacion de sitios contaminados™
(Fernandez-Linares et al., 2006). Posteriormente, en laboratorio, el pH fue determinado con
el método electrométrico en solucion de cloruro de potasio (pHkci; KCI 1.0M) establecido
en laNOM-021-RECNAT-2000. El método electrométrico en solucién de cloruro de potasio
(KCI 1.0M) es recomendable para estudios en suelos acidos y, los resultados obtenidos
normalmente, generan una disminucién del pH de hasta de 1.5 unidades, respecto a los
valores obtenidos al medir el pH en agua. La solucién de KCI ayuda a disminuir las
variaciones derivadas de soluciones de suelo concentradas o diluidas.
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b. Resultados

El color del sustrato al rizoma de los helechos colonizadores del relave “La Concha”
fue heterogéneo en los cuatro sitios de muestreo (Tabla 1). El color en condiciones secas tuvo
una predominancia de tonos amarillos oscuros; mientras que, en humedo, el color amarillo
cambio a pardo.

Tabla 1. Color del sustrato asociado al rizoma de los helechos que colonizan el relave “La Concha”.
H = helecho y S = sitio.

Color
Seco Hamedo
Sitio1 | H1S1 Very dark gray Black
Gris muy oscuro Negro
H1S2 Yellowish brown Dark yellowish brown
Marrén amarillento Marrén amarillento oscuro
Sitio 2 | H2S2 Brown Brown
Marrén Marrén
H1S3 Brownish yellow Dark yellowish brown
Sitio 3 Amarillo parduzco Marron amarillento oscuro
H2S3 Yellowish brown Dark yellowish brown
Marrén amarillento Marrén amarillento oscuro
H1S4 Dark yellowish brown Dark yellowish brown
Marrén amarillento oscuro | Marrén amarillento oscuro
Sitio4 | H2S4 Dark yellowish brown Dark yellowish brown
Marrén amarillento oscuro | Marrén amarillento oscuro
H3S4 Yellowish brown Dark yellowish brown
Marrén amarillento Marrén amarillento oscuro

Los valores de pH fueron variables en los cuatro sitios de muestreo, con una
predominancia de valores &cidos (~63%) (Tabla 2). ElI pHH20 mostro un rango que va de 3.3

hasta 9.19, es decir desde valores fuertemente acidos hasta valores fuertemente alcalinos. El
pHkci también tuvo un amplio rango de valores, desde 2.56 hasta 7.65, es decir desde valores
fuertemente acidos hasta medianamente alcalino.

Tabla 2. pH del sustrato asociado al rizoma de los helechos que colonizan el relave “La Concha”.
H = helecho y S = sitio. Clasificacion [NOM-021-SEMARNAT-2000]: rojo = fuertemente acido; azul =
moderadamente acido; café = medianamente alcalino y, verde = fuertemente alcalino.
Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
H1S1 | H1S2 | H2S2 | H1S3 | H2S3 | H1S4 | H2S4 | H3S4
pH (H20) | 9.19 4.8 5.15 3.3 354 | 6.37 | 6.37 | 3.62
pH (KCI) | 7.65 4.3 338 | 256 | 258 | 6.48 | 6.48 | 3.50
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La concentracién de la materia organica (%MO; método de Walkley & Black) en el
sustrato del rizoma tuvo valores clasificados como muy bajos a medio, siendo
predominantemente muy bajo (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de materia organica en el sustrato asociado al rizoma de los helechos que colonizan el
relave “La Concha”. H = helecho y S = sitio. Clasificacion [NOM-021-SEMARNAT-2000]: rojo = bajo;
verde = medio y, azul = muy alto.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
H1S1 | H1S2 | H2s2 | H1S3 | H2S3 | HiS4 | H2s4 | H3s4
| % MO ND 1.75 6.63 1.57 3.49 1.95 7.53

Para el sitio 1 no fue posible detectar la presencia de materia organica y, fue el sitio
con el color méas oscuro y con pH altos. Para el resto de los sitios de muestreo, los colores
fueron similares entre si. Los sitios 2 y 4 mostraron valores contrastantes de materia organica;
mientras que el sitio 3 tuvo la concentracion méas baja cuantificada en este parametro. Una
tendencia en estos tres sitios (de 2 a 4) fue la dominancia de pH acidos.

c. Discusion

Los relaves mineros estan conformados por una mezcla de particulas de diferente
tamafio que no cumplen con las condiciones fisicas y quimicas para que se lleven a cabo los
procesos que participan y definen a los suelos naturales (Kossof et al., 2014). A pesar de esto,
el sustrato de los relaves es clasificado como un tecnosol, un suelo de origen antropogénico
derivado de actividades economicas (Echevarria & Morel, 2015). Por esta razén, para poder
analizar las propiedades del sustrato asociado al rizoide de los helechos, se utilizaron normas
y métodos empleados en el estudio de suelos naturales. Con base en el color del suelo es
posible inferir los procesos de pedogénesis y depende de la presencia de materia organica,
hierro y, en una menor proporcién, de manganeso (Owens & Rutledge, 2005). Sin embargo,
los colores determinados en las muestras de las raices de los helechos estan vinculados al
grado de oxidacion de los desechos mineros, debido a la abundancia de sulfuros minerales
(como la pirita) y a concentraciones altas de hierro (Talavera-Mendoza et al., 2005). La
oxidacion del ion sulfuro (5% que esta presente en la pirita, produce acido sulfarico (H2SO4)
que, en consecuencia, se acidifica la zona y se lleva a cabo la oxidacion del hierro (Fe?" a
Fe3*) (Li et al., 2021). El proceso anterior genera el color pardo-rojizo caracteristico de los
relaves mineros (Montero-Sanchez, 2019).

El pH del suelo en considerado como la propiedad méas importante para generar el
ambiente Optimo para el funcionamiento de las comunidades microbianas y vegetales, debido
a determina su reactividad por medio del estatus acidez-alcalinidad (Bolanand &
Kandaswamy, 2005). También, el pH influye en la cantidad y estabilidad en los nutrientes y
en las sustancias toxicas que se acumulan en el suelo (Thomas, 1996). De acuerdo con la
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NOM-021-SEMARNAT-2000, los sustratos asociados al rizoide de los helechos se
clasificaron como: fuertemente acidos, moderadamente acidos, medianamente alcalinos vy,
fuertemente alcalinos. Esta variabilidad de pH es una caracteristica de los relaves mineros y
que se vincula con su composicion heterogénea (Crognale et al., 2017). Esto ha sido
observado en muestras de sustrato del relave “La Concha” con ausencia (Montero-Sanchez,
2019; Arias-Mufioz & Contreras-Vazquez, 2022) o con presencia de vegetacion
(Villagomez-Pefia, 2022). De hecho, Villagomez-Pefia, 2022, analizé el pH del sustrato
asociado a los musgos colonizadores de “La Concha”, observando que en la mayoria de los
sitios donde se ubicaban estos organismos los valores de pH fueron neutros. Pero, en la parte
baja del relave, que fue el &rea donde fueron colectados los helechos del presente estudio, el
sustrato tiene una tendencia hacia la acidez (Arias-Mufioz & Contreras-Vazquez, 2022).
Una caracteristica que define a los relaves mineros es la ausencia de materia organica

(Simonovicova et al., 2019); esta generalidad fue aplicada en la descripcion de los relaves de
Taxco como “La Concha” (Corrales-Pérez & Romero, 2013; Talavera-Mendoza et al., 2015).
Sin embargo, en “La Concha”, Montero-Sanchez (2019) y Arias-Mufioz & Contreras-
Vazquez (2022) cuantificaron el porcentaje de materia organica (%MO) en sitios con
presencia y ausencia de vegetacion. Los valores de %MO obtenidos en el presente estudio
son similares a lo cuantificado en la parte baja del relave, que es el area de ubicacion de los
helechos (Arias-Mufioz & Contreras-Vazquez, 2022). En comparacion con los musgos, el
sustrato de las raices de los helechos presento una concentracion mayor de materia organica
(Villagomez-Pefia, 2022); La mayor concentracion cuantificada en el sustrato de los musgos
es la menor en los helechos. La formacion de la materia organica del suelo es un proceso que
depende de diversas variables, siendo el pH, la textura y la actividad microbiana las que
mayor influencia pueden tener (Lehmann & Kleber, 2015). Los relaves mineros se
caracterizan tener una textura gruesa (un contenido elevado de arenas; Echevarria & Morel,
2015) y una tendencia hacia la acidificacion (por la oxidacion de sus residuos se produce el
drenaje acido de mina; Gil-Loaiza et al., 2016; Shi et al., 2016). Estas condiciones limitan el
establecimiento de comunidades microbianas que participen en los procesos de humificacién
(He et al., 2022).

d. Conclusion

Las propiedades quimicas del sustrato asociado al rizoide de los helechos
colonizadores del relave “La Concha” mostraron las limitaciones en los procesos
edafoldgicos y, en consecuencia, de las condiciones nutricionales. Por su composicion, el
sustrato del relave tiende a la oxidacion, generando condiciones de acidez extrema; siendo el
color y los valores de pH evidencias de esta condicion ambiental. En consecuencia, existe
una limitada formacion de materia organica; aunque hubo sitios que presentaron
concentraciones oOptimas de este parametro. Estas condiciones adversas impedirian el
establecimiento de cualquier especie vegetal, sin embargo, los helechos son plantas que
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tienen una capacidad adaptativa amplia que les ha permitido desarrollarse en sitios
contaminados con metales pesados.

CAPITULO Il
Concentracion de metales (Pb, Fe, Cd, Cu y Zn) en el sustrato, rizoma, peciolo, frondas y

esporas de los helechos colonizadores del relave “La Concha”

a. Método

En laboratorio, los helechos fueron fraccionados en rizoma, peciolo, frondas y
esporas. A excepcioén de las esporas, cada estructura vegetal se lavo con agua destilada y
secada a temperatura ambiente sobre papel de estraza. Una vez secas las estructuras
anatomicas de los helechos se realiz6 una digestion acida (Garcia et al. 2006).

Para la digestion se utilizo material lavado con agua acidulada para evitar
interferencias. La digestion de cada estructura de los helechos se realizo por separado y se
utilizaron 0.3 g de cada muestra. La digestion se llevé a cabo en vasos de precipitado (50mL)
utilizando una mezcla (3:1, &cido nitrico, HNOs, y acido sulfurico, H2SO4) en una parrilla de
calentamiento y en la campana de extraccion. La digestion concluy6 cuando la solucion se
volvio transparente y liber6 vapor blanco. Posteriormente, cada muestra fue aforada a 50 mL
con agua destilada. Posterior al aforo, la muestra se filtré en un embudo a través de una capa
de algodon y se almacenaron en frascos de polietileno previamente lavados con agua
acidulada (Ahn et al. 2011).

El sustrato fue secado a temperatura ambiente. Una vez secadas las muestras, fueron
procesadas a través de un tamiz de 2.0 mm para quitar las particulas grandes. Una fraccion
del sustrato fue procesado a través de un tamiz de 0.5 mm. Posteriormente, se realizd su
maceracion de la muestra en un mortero de agata (SEMARNAT, 2000). A partir de este
punto, el procesamiento de las muestras fue similar a lo realizado con las muestras de
biomasa vegetal.

La cuantificacion de los metales pesados se realizé con la técnica de Espectroscopia
de absorcion atomica de flama (AAS). La lectura de la concentracién de los diferentes
metales se realiz6 con la asesoria técnica y experimental de la Dra. Lourdes Castillo Granada
del Laboratorio de Espectroscopia (FES-Zaragoza, UNAM). El instrumento utilizado fue un
espectrofotometro de absorcion atdbmica marca Varian, modelo 1475, con lamparas de catodo
hueco para cada elemento y con mezcla de aire/acetileno para la flama. Las lecturas se
obtuvieron en absorbancia y se interpolaron en una curva de calibracion de concentracion
conocida.
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b. Resultados

La concentracion de los metales pesados en el sustrato y en las estructuras anatdmicas
de los helechos colonizadores del relava “La Concha” fueron comparadas con limites
maximos permisibles (LMP) de la normatividad mexicana y de la Organizacion Mundial de
la Salud (WHO = World Health Organisation) (Tabla 4; Figura 7).

En el sustrato asociado al rizoide de los tres helechos del sitio 4 (H1S4, H2S4 y
H3S4) se encuentran por arriba del LMP para Pb establecido en la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 para suelos contaminados con metales pesados (400 mg Kg Pb);
en todas las muestras, la concentracion de Fe se encuentra por debajo del LMP de la WHO
(50,000 mg Kg* Fe). Finalmente, todas las concentraciones de Cd, Cu y Zn se encuentran
por arriba de los LMP establecidos (37 mg Kg™* Cd, NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004;
100 mg Kg* Cu y 300 mg Kg* Zn, WHO).

En las estructuras anatémicas de los helechos (Figura 8), el Pb no fue detectado en
la mayoria de las muestras. En cinco muestras el Pb no fue cuantificado en el sustrato, pero

se observd su presencia en el rizoma; esto es de esperarse por la interaccion directa entre
ambos. El helecho H1S2 mostré evidencias de su translocacion al peciolo; mientras que los
helechos H1S3 y H2S3 tuvieron evidencias de translocacion a las frondas. En cinco helechos,
el Fe fue translocado de forma secuencial del rizoide hasta las frondas; tres helechos (H1S2,

H1S3 y H2S3) lo translocaron hasta el peciolo vy, los tres helechos con esporas lograron
translocar este elemento hasta dicha estructura reproductiva. EI Cd no fue detectado en el
rizoma de H1S1, en el peciolo de H1S2y, en las esporas de H2S4. En el resto de los helechos,
el Cd fue translocado de rizoide a frondas (H1S3, H2S3 y H3S4) y de rizoide a esporas

(H2S2 y H1S4). El Cu y el Zn no mostraron limitaciones de translocacion, porque fueron
movilizados del rizoide al resto de las estructuras aéreas, incluyendo las esporas. Un dato
interesante es que los helechos (H1S3 y H2S3) que translocan Pb a las frondas no pueden
hacerlo con el Fe y viceversa.

Tabla 4. Concentracion de metales pesados en sustrato, rizoma, peciolo, frondas y esporas. * = helechos con
esporas. Valores que rebasan los limites maximos permisibles en sustrato de acuerdo con: § = NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004; ¥ = World Health Organisation (tomado de Ogunlana et al., 2020).

PbyFeyCdyCu*‘\Zn
[mg Kg]

Sustrato ND 46,667 | 667° 833¥ 10,238¥

Rizoma 167 3000 ND 204 274

H1S1
[No identificado] Peciolo ND 55 10 130 69
Frondas ND 167 20 130 78
H1S2 Sustrato ND | 28,333 | 1675 | 1,667% | 2,619*

[Pityrogramma ebenea]

Rizoma 278 2,778 98 617 719
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Peciolo 42 55 ND 130 88

Frondas ND ND 20 148 137

Sustrato | ND | 33,333 | 333% | 3,333% | 2143¥
H2S2* Rizoma 667 8,500 33 792 333
[Pityrogramma ebenea] Peciolo ND 778 50 375 381
Frondas ND 1,000 50 333 500
Esporas ND 833 25 187 107
Sustrato | ND | 39,444 | 500°% | 1,667% | 952¥
H1S3 Rizoma 83 6,722 29 204 441
[Pityrogramma ebenea] Peciolo ND 333 15 194 132
Frondas 42 ND 29 148 294

Sustrato ND 46,111 | 333% | 1,667% | 1,905¥
H253 Rizoma 500 6,000 50 708 405

[Pityrogramma ebenea] Peciolo ND 222 17 667 99

Frondas | 208 ND 50 458 286

H1S4* Sustrato | 1,667% | 22,778 | 500% | 2,917% | 3,571¥
[Polypodium plesiosorum] Rizoma | 170 | 2947 | 17 | 637 | 461
Peciolo ND 778 33 375 524
Frondas ND 13,89 17 208 381
Esporas ND 3,167 25 312 357

H2S4* Sustrato | 1,667% | 22,778 | 500% | 2,917% | 3,571¥
[Cheilanthes cuneata] Rizoma | 170 | 2947 | 17 | 637 | 46l
Peciolo ND 667 17 333 238
Frondas ND 778 33 250 405
Esporas ND 1,167 ND 250 286

H354 Sustrato | 3,333% | 9,444 | 500% | 3,333% | 1,667¥
[Adiantum amplum] Rizoma | ND | 1,833 | 33 | 333 | 476
Peciolo ND 2,885 38 240 494
Frondas ND 889 33 250 452
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Figura 7. Variacion de la concentracion (mg Kg?) de los metales pesados en el sustrato (verde clare), rizoma

(azul claro), peciolo (amarille), frondas (verde oscuro) y esporas (azul oscuro).
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Figura 8. Dinamica de translocacion de los metales pesados del sustrato al rizoide y, posteriormente, a las
partes areas de los helechos colonizadores del relave minero “La Concha”. Concentraciones en mg Kg™.
H1S1 = desconocido; H1S2, H2S2, H1S3 y H2S3 = Pityrogramma ebenea; H1S4 = Polypodium plesiosorum;
H2S4 = Cheilanthes cuneata y, H3S4 = Adiantum amplum.
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Figura 8. Continuacion. Dindmica de translocacion de los metales pesados del sustrato al rizoide y,

posteriormente, a las partes areas de los helechos colonizadores del relave minero “La Concha”.

Concentraciones en mg Kg. H1S1 = desconocido; H1S2, H2S2, H1S3 y H2S3 = Pityrogramma ebenea;

H1S4 = Polypodium plesiosorum; H2S4 = Cheilanthes cuneata y, H3S4 = Adiantum amplum.
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c. Discusion

El procedimiento AS-14 de la NOM-021-SEMARNAT-2000, establece las
especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion (31 diciembre 2002), es utilizado para
determinar la concentracion de micronutrientes disponibles (Cu, Fe, Mn y Zn) y metales
contaminantes (Cd, Ni y Pb) en el suelo. En este método, los valores de concentracién
definidos para ambas categorias se encuentran muy por debajo de lo cuantificado en el
presente estudio. Por ejemplo, en la categoria de micronutrientes, la concentracion (en mg
Kg™) adecuada de Fe es >4.5, de Cu >0.2 y, de Zn >1.0; mientras que, en la categoria de
elementos toxicos, las concentraciones definidas como peligrosas son de 3 a 5 mg Kg™* de
Cdy 100 a 300 mg Kg™ de Pb. Al comparar los resultados obtenidos con las concentraciones
de referencia totales por tipo de uso de suelo (Tabla 1) de la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-
2004, que establece criterios para determinar las concentraciones de remediacion de suelos
contaminados por arsénico, bario, berilio, cadmio cromo hexavalente, mercurio, niquel,
plata, plomo selenio, talio y/o vanadio (2 marzo 2007), se observé que las concentraciones
de Cd (minima = 167 y maxima = 667, en mg Kg™) en el relave estan por arriba de los limites
para suelo de uso agricola (37 mg Kg?) y para uso industrial (450 mg Kg?) y, para el Pb
(minima = 1,667 y maxima = 3,333, en mg Kg™?), se tiene la misma tendencia (uso agricola
=400 mg Kgy uso industrial = 800 mg Kg?). La WHO tiene establecidos LMP de metales
pesados en suelo (Ogunlana et al., 2020), las concentraciones de Cd, Cuy Zn en los residuos
son extremadamente altas a lo estipulado por esta organizacion: Cd = 3.0 mg Kg?, Cu = 100
mg Kg?y, Zn = 300 mg Kg. El Gnico metal que esta por debajo del LMP de la WHO
(50,000 mg Kg?) es el Fe, esto puede explicarse por la oxidacion de los residuos de “La
Concha”, ya que se producen lixiviados que aumentan la movilidad de los metales; siendo
una evidencia la coloracion parda-rojiza por efecto de la oxidacién de Fe (Florence et al.,
2016).

De acuerdo con el binomio FAO/WHO (Food and Agriculture Organization/World
Health Organisation), las estructuras anatomicas de los helechos colonizadores del relave
“La Concha” tienen concentraciones por arriba de los LMP en vegetales (Pb = 0.3 mg Kg*,
Fe =4255mg Kg?, Cd=0.2mg Kg?, Cu=73.35mg Kg'y, Zn=99.4 mg Kg!) (Mensah
et al., 2009). A pesar de lo anterior, ninguna especie de helecho cumple con el criterio de
translocacion de metales pesados para ser considerado hiperacumulador: >10,000 de Zn y
Fe; >1,000 de Cuy Pby, >100 de Cd (mg Kg* en tejido aéreo; Kidd et al., 2007). En 2014,
Hajar et al. recopilaron los valores de las concentraciones de metales pesados consideradas
normales en plantas (en mg Kg™): Pb = 3.0, Fe = 640-2,486, Cd = 2.0, Cu = 0.4-45.8 y, Zn
= 1.0-160. Las concentraciones cuantificadas en alguna de las estructuras anatémicas de los
helechos colonizadores del relave “La Concha” rebasan estos valores (ver Tabla 4). ES
importante mencionar que no existen trabajos previos que describan la capacidad de
colonizar sitios contaminados y de absorber metales pesados. Esto fue corroborado en la base
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de datos del International Journal of Phytoremediation
(https://www.tandfonline.com/journals/bijp20), por ser una revista especializada en el area
de investigacion.

Para comparar los resultados de Pityrogramma ebenea, se utilizaron los trabajos
realizados con Pityrogramma calomelanos. Iksan et al. (2019) reportan concentraciones de
Pby Cd en raiz (rizoma), tallo (peciolo) y hojas (fronda) en partes por millén (ppm), que son
equivalentes a las unidades utilizadas en el presente estudio, mg Kg?. Para Pb en rizoma
reportan una concentracion minima de 111 y maxima de 475; peciolo: minima de 157 y
maxima de 344 y, fronda: minima de 114 y méxima de 411. En el rizoma de P. ebenea se
cuantifico una concentracion de minima de 83 (H1S3) y maxima de 667 (H2S2); en peciolo
fue detectado en un ejemplar (H1S2) con 42y, fronda, minima de 42 (H1S3) y maxima de
208 (H2S3). Los ejemplares de P. ebenea que colonizan el relave “La Concha” tienen la
capacidad potencial de absorber mas Pb en rizoma. Para Cd en P. calomelanos (Iksan et al.,
2019) en rizoma reportan una concentracion minima de 120 y maxima de 376; peciolo:
minima de 98 y maxima de 343y, fronda: minima de 111 y maxima de 310. En el rizoma de
P. ebenea se cuantifico una concentracion de minima de 29 (H1S3) y méaxima de 98 (H1S2);
en peciolo minima de 15 (H1S3) y méxima de 50 (H2S2) y, fronda, minima de 20 (H1S2) y
maxima de 50 (H2S2 y H2S3). Los ejemplares de P. ebenea que colonizan el relave “La
Concha” tienen una capacidad menor de absorber Cd en comparacion con P. calomelanos.
Ancheta et al. (2020) analizan la capacidad de acumulacion de Cu en el rizoma y la fronda
de cuatro ejemplares de P. calomelanos que colonizan relaves de Cu y oro (Ag) de la mina
Didipio (Nueva Vizcaya, Filipinas). Las concentraciones minimas y maximas cuantificadas
fueron: 578.08 y 5,924.14 en rizomas y, 34.67 y 181.31 en frondas. En el rizoma de P. ebenea
se cuantifico una concentracion de minima de Cu de 204 (H1S3) y maxima de 792 (H2S2)
y, fronda una minima de 148 (H1S2 y H1S3) y una maxima de 458 (H2S3). Los ejemplares
de P. ebenea que colonizan el relave “La Concha” tienen la capacidad potencial de absorber
mas Cd en las frondas.

Hasta el momento, hay dos investigaciones que reportan informacion sobre el género
Polypodium: 1) Jayasekera & Rossbach (1996) analizan la capacidad de absorcion de metales
pesados en plantas que se encuentran en un area pristina de un bosgque himedo de montafia
en Sri Lanka. En este estudio analizan la capacidad de absorcion de As, Cd, Co, Cu, Ni, Pb
y Zn en Polypodium lanceolatum. Este helecho tiene un estilo de vida epifito y mostré una
capacidad de absorber entre 0.469+0.03 y 0.607+0.02 de Pb, entre 5.1+0.3 y 28.3+2.1 de Cd,
y entre 14.1+0.76 y 23.2+1.2; pero todos estos valores fueron cuantificados en pg g?,
unidades que no se aproximan a lo evaluado en el presente estudio. 2) Muccifora (2008)
analizo el efecto del Cu durante la germinacion y el desarrollo de gametofitos de Polypodium
cambricum. Las concentraciones de Cu (como bromuro de cobre, CuBr;) fueron en pg g*
(10°, 5.0 x 10° y 10™* M), observando un efecto inhibitorio de este elemento sobre las
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esporas. Por lo tanto, los resultados obtenidos con Polypodium plesiosorum (H1S4) no
pudieron ser comparados adecuadamente.

En la investigacion realizada por Iksan et al. (2019) también analizaron a Cheilanthes
nitida, especie que fue utilizada para comparar los resultados obtenidos con Cheilanthes
cuneata (H2S4). Las concentraciones (minima y méaxima en mg Kg?) cuantificadas en C.
nitida fueron: Pb en rizoma, 178 y 443; en peciolo, 199 y 445; en fronda, 173 y 445. La
concentracion de este metal en C. cuneata solo fue cuantifica en el rizoma: 170 mg Kg™. La
concentracion minima y maxima (mg Kg?) de Cd en C. nitida (Iksan et al., 2019) fue:

rizoma, 181 y 346; peciolo, 180 y 389, y fronda, 104 y 392. En C. cuneata se cuantificaron
17 mg Kg* en rizomay peciolo, y 33 mg Kg* en fronda. En 2021, Ghorpade et al. evaluaron
la capacidad de absorcién de Pb en cuatro especies del género Cheilanthes para determinar
su potencial uso en biorremediacion, obteniendo las siguientes concentraciones (en mg Kg-
1 en su biomasa total: C. farinosa: 28.370+9.90, C. anceps: 18.966+13.89, C. tenuifolia:
6.729+3.68, y C. albomarginata: 9.245+1.46. El rizoma de C. cuneata (H2S4) contiene mas
Pb que las especies mencionadas que fueron analizadas en su biomasa total.

Los valores de metales pesados en las estructuras aéreas de Adiantum amplum (H3S4)
fueron comparados con dos trabajos donde se evalud la capacidad de absorcidén de metales
pesados en especies de este género: Pb en frondas de A. caudatum y A. philippense
(Pongthornpruek et al., 2008) y, Zn en rizoma y fronda A. capillus veneris (Abdulgader et
al., 2015). En A. caudatum y A. philippense se cuantico 90.786+67.33 y 22.928+16.74 mg
Kg* de Pb, respectivamente; pero en el ejemplar del relave “La Concha” no fue detectado
este metal. Mientras que la concentracion de Zn en A. capillus veneris fue de 0.06 mg Kg*
en rizoide y de 0.21 mg Kg* en fronda; valores pequefios en comparacion con el ejemplar
H3S4 (rizoma: 476 mg Kgy, fronda: 452 mg Kg™).

El ejemplar H1S1 no pudo ser identificado taxondmicamente debido a
modificaciones estructurales que pueden ser una consecuencia de estar en un sitio limitado
en nutrientes o por las concentraciones altas de metales pesados (Das & Mazumdar, 2016;
Bora & Sarma, 2021; Yadav et al., 2021). Este ejemplar fue analizado como el resto de las
especies identificadas. El Pb solo pudo ser determinado en rizoma y su concentracion (167
mg Kg?) esta por arriba del LMP para vegetales (0.3 mg Kg™; Mensah et al., 2009). El Fe
pudo ser cuantificado en todas las estructuras anatomicas de este helecho, solo el rizoma
(3000 mg Kg?) rebasa el limite estipulado por la FAO/WHO (425.5 mg Kg™?). EI Cd y Cu
tambien fueron medidos en todo el helecho y sus concentraciones estan por arriba de los LMP
(Cd = 0.2 y Cu = 73.35, valores en mg Kg™?). EI Zn cuantificado en la anatomia de este
helecho esta por debajo de las concentraciones permisibles. Este helecho, como el resto de
los ejemplares, no cumplio con las caracteristicas para ser considerado hiperacumulador. De
los metales analizados en el presente estudio, el Fe influye considerablemente en el desarrollo
optimo de una planta a pesar de que su abundancia es alta en la corteza terrestre, sin embargo,
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la cantidad que puede ser absorbida y utilizada por las plantas es limitada (Morrissey &
Guerinot, 2009). Las plantas con déficit de Fe muestran sintomas negativos, como: clorosis
venosay, crecimiento y desarrollo anormal (enanismo y hojas encogidas) (Ning et al., 2023).
Aunque los helechos del relave no mostraron deficiencias de Fe en su biomasa, la presencia
de varios metales pesados en el sustrato si puede influir en su desarrollo (Angulo-Bejarano
etal., 2021; Ali & Gill, 2022), lo cual, pudo haber limitado la identificacion taxonémica del
ejemplar H1S1. Sin embargo, esta presion ambiental generada por los metales pesados es lo
que ha inducido el desarrollo de mecanismos de detoxificacion y de absorcion que las lleva
a ser candidatas para procesos de fitorremediacion (Manara, 2012; Ghuge et al., 2023).

El ciclo de vida de los helechos tiene dos fases (o generaciones), una de ellas es la
esporofitica, en la cual se desarrollan las esporas (Krieg & Chambers, 2022). Las esporas de
los helechos son importantes para la alternancia de generaciones y su germinacion depende
de diversos factores ambientales, como: disponibilidad y tipo de luz, gravedad, fitohormonas,
temperatura y de iones metélicos (Suo et al., 2015). De estos Gltimos, el ion calcio (Ca?*) es

el mas estudiado. Ademas, las esporas de los helechos tienen la capacidad de tolerar la
desecacion (Lopez-Pozo et al., 2019). A pesar de su versatilidad ecol6gica y su importancia
en la dispersion de este grupo (Baldrian, 2003; Rose & Dassler, 2017), se desconoce la
capacidad de absorcion de metales pesados en las esporas de los helechos. En 1980, Petersen
et al. analizaron el efecto de tres metales pesados (Cd, Co y Hg) sobre la germinacién de
esporas del helecho Onoclea sensibilis, observaron una disminucion considerable del proceso
y llegando a la conclusion de que este bioensayo es Util para evaluar la toxicidad de estos
cationes. En 2008, Muccifora observo que el Cu tiene un efecto inhibitorio en la germinacion
de las esporas del helecho Polypodium cambricum. En hongos se ha descrito el mismo efecto
de los metales pesados en su proceso de esporulacion (Pawlowska & Charvat, 2004;
Gajewska et al., 2022). Pero, a diferencia de los helechos, en hongos si se ha evaluado la
absorcion de metales en esporas. Gonzalez-Guerreo et al. (2010) observaron la acumulacion
de Cd, Cuy Zn en las esporas del hongo micorricico Glomus intraradices. Estos metales
también fueron cuantificados en las esporas de los helechos colonizadores del relave “La
Concha” (Ver Tabla 4; ejemplares H2S2, H1S4 y H2S4). La acumulacion de Pb en esporas
también ha sido evaluada en diferentes hongos micorricicos; observado una posible
dependencia de esta capacidad con el tipo de planta que estan asociados (Salazar et al., 2018);
pero este metal no fue detectado en las esporas de los helechos del relave. En dos hongos
(Neurospora crassa y Aspergillus ochraceus) se observé un contenido alto de Fe en sus
esporas (~74%) porque es indispensable para su proceso de germinacion (Matzanke et al.,
1987). Debido a la concentracion de Fe en las esporas, no tendria por qué verse limitando su
potencial de germinacion como ha sido observado en otros helechos colonizadores de relaves
mineros (Claveria et al., 2020).
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d. Conclusidon

Los helechos colonizadores del relave “La Concha” tienen la capacidad de absorber
y translocar cuatro de los cinco metales analizados. La concentracion de dichos metales se
encuentra por arriba de los limites estipulados por la normatividad ambiental internacional
pero, ninguno de los ejemplares, alcanza los niveles de metales en biomasa para ser
clasificados como hiperacumuladores. Finalmente, la cuantificacion de estos cationes en las
esporas de los helechos no habia sido descrito en este grupo plantas en laboratorio bajo
condiciones controladas o en individuos colectados de otros sitios contaminados con metales
pesados.

CAPITULO IV
Evaluacion de la capacidad de absorcion y traslocacion de los metales por los helechos

colonizadores del relave “La Concha”

a. Método

La presencia de metales pesados en las estructuras anatomicas de los helechos da
indicios de su translocacion, sin embargo, el proceso debe ser evaluado matematicamente

para definir el potencial que tienen estas plantas para la fitorremediacion.

El factor de bioconcentracion (FB) es un indicador de la absorcién de metales pesados
en la planta y se puede dividir en: factor de acumulacion en raiz (RAF = Root Accumulation
Factor) y factor de acumulacion en brotes (SAF = Shoot Accumulation Factor). Si los
valores de FB>1.0 indicaria que los helechos son plantas con potencial de hiperacumulacion
y, en cambio, si FB<1.0 los helechos tendran capacidad de exclusion. Mientras que un
indicador del transporte interno de los metales pesados es el factor de traslocacion (FT); si
los valores son >1.0 indicaran que los helechos tienen una gran capacidad para transportar
los metales desde las raices hasta las partes aéreas, como lo realizan las plantas
hiperacumuladoras.

Estos factores se determinaron aplicando las siguientes relaciones:

concentracion del metal en el tejido radicular

RAF = Y-
concentracion en el sustrato

concentracion del metal en el tejido aéreo

SAF = —
concentracion en el sustrato

concentracion del metal en el tejido aéreo

concentracion en el tejido radicular
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En este estudio, el tejido aéreo de los helechos esta representado por el peciolo, las
frondas y las esporas. Finalmente, se realiz6 un analisis de correlacion de la capacidad de
absorcion y de translocacion de los metales pesados por los helechos con las propiedades
quimicas del sustrato a través de andlisis de varianza de un factor, matriz de correlacion y
andlisis de componentes principales (ACP).

b. Resultados
El factor de acumulacion en raiz (RAF = Root Accumulation Factor) tuvo valores

<1.0, lo que indicara que ninguno de los helechos analizados realiz6 una absorcion optima
en rizoma de los metales evaluados experimentalmente (Tabla 5).

Tabla 5. Factor de acumulacion en raiz (RAF = Root Accumulation Factor) de los helechos colonizadores del
relave “La Concha”. NIT = no identificado taxondmicamente; ND = no determinado.
RAF (Root Accumulation Factor)

Pb Fe Cd Cu Zn
NIT H1S1 | ND | 0.0643 ND 0.2449 | 0.0268

H1S2 | ND | 0.098 | 0.5868 | 0.3701 | 0.2745
P“Vggggzg‘ma H2S2 | ND | 0.255 | 0.0991 | 0.2376 | 0.1554

H1S3 | ND | 0.1704 | 0.058 | 0.1224 | 0.4632
H2S3 | ND | 0.1301 | 0.1502 | 0.4247 | 0.2126
Polypodium | H1S4 | 0.102 | 0.1294 | 0.034 | 0.2184 | 0.1291

plesiosorum
Cheilanthes | H2S4 | 0.102 | 0.1294 | 0.034 | 0.2184 | 0.1291
cuneata
Adiantum | H3S4 | ND | 0.1941 | 0.066 | 0.0999 | 0.2855
amplum

El helecho NIT tuvo el mayor RAF en Cu, seguido de Fe y, por dltimo, Zn. En los
helechos identificados como Pityrogramma ebenea tuvieron los siguientes RAF promedio y
su desviacion estandar: Fe = 0.163375+0.03946, Cd = 0.223525+0.14531, Cu =
0.2887+0.08696 y, Zn = 0.276425+0.07471; con el siguiente comportamiento general del
RAF = Cu > Zn > Cd > Fe. Los helechos identificados como Polypodium plesiosorum y
Cheilanthes cuneata tuvieron el siguiente RAF: Cu > Fe > Zn > Pb. Finalmente, el helecho
identificado como Adiantum amplum tuvo el siguiente RAF: Zn > Fe > Cu > Cd. El helecho
NIT tuvo los menores valores de RAF; mientras que los helechos identificados como
Pityrogramma ebenea mostraron los mayores valores de RAF.

El factor de acumulacion en brotes (SAF = Shoot Accumulation Factor) de los
helechos fue <1.0, indicando que son plantas indicadoras (Tabla 6). Por lo que, ningun

helecho tiene una capacidad 6ptima de absorcion de metales en sus tejidos aéreos. El helecho
NIT tuvo los menores valores de SAF en tres de los cuatro metales en ambas estructuras.
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Para Fe, el helecho identificado como Adiantum amplum tuvo los mayores valores de SAF
tanto en peciolo como en fronda. Dentro del grupo de helechos identificados como
Pityrogramma ebenea, el ejemplar H2S2 mostro los mayores valores de SAF para Cd en las
tres estructuras (peciolo, fronda y espora). También, en este grupo, se encontraron los
mayores valores de SAF para Cu en peciolo y fronda; mientras que, el helecho identificado
como Adiantum amplum, mostré los menores valores de SAF para este metal en ambas
estructuras. Finalmente, para el Zn, el mayor SAF en peciolo fue identificado en Adiantum
amplum, en fronda fue H1S3 (Pityrogramma ebenea) y en esporas fue Polypodium
plesiosorum.

Tabla 6. Factor de acumulacion en brotes (SAF = Shoot Accumulation Factor) de los helechos colonizadores
del relave “La Concha”. NDT = no identificado taxonémicamente; ND = no determinado.

SAF (Shoot Accumulation Factor)
Fe Cd Cu Zn
NIT H1S1 | Peciolo 0.0012 0.015 0.1561 0.0067
Frondas | 0.0036 0.03 0.1561 0.0076
H1S2 | Peciolo 0.0019 ND 0.078 0.0336
Frondas ND 0.1198 0.0888 0.0523
Peciolo 0.0233 0.1502 0.1125 0.1778
pityrogramma | 2>~ | Frondas | 0.03 0.1502 0.0999 0.2333
ebenea Esporas 0.025 0.0751 0.0561 0.0499
H1S3 | Peciolo 0.0084 0.030 0.1164 0.1387
Frondas ND 0.058 0.0888 0.3088
H2S3 | Peciolo 0.0048 0.0511 0.4001 0.052
Frondas ND 0.1502 0.2747 0.1501
Polypodium Peciolo 0.0342 0.066 0.1286 0.1467
plesiosorum | H1S4 I"Eronqas | 0.061 0.034 0.0713 0.1067
Esporas 0.139 0.05 0.107 0.1
Cheilanthes Peciolo 0.0293 0.034 0.1142 0.0666
cuneata | H2S4 Merongas | 0.0342 0.066 0.0857 0.1134
Esporas 0.0512 ND 0.0857 0.0801
Adiantum H3S4 | Peciolo 0.3055 0.076 0.072 0.2963
amplum Frondas | 0.0941 0.066 0.075 0.2711

La determinacion del factor de translocacion (FT) mostro que algunos helechos del

relave minero “La Concha” se encuentran en el umbral para ser considerados
hiperacumuladores para algin metal (FT>1.0) (Tabla 7).
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Tabla 7. Factor de translocacion de los helechos colonizadores del relave “La Concha”.

NDT = no identificado taxonémicamente; ND = no determinado.

TF (Factor de Traslocacion)

Pb Fe Cd Cu Zn
NIT H1S1 | Peciolo | ND | 00183 | ND | 0.6373 | 0.2518
Frondas | ND | 0.0557 | ND | 0.6373 | 0.2847
H1S2 | Peciolo | 0.1511 | 0.0198 | ND | 0.2107 | 0.1224
Frondas | ND ND | 0.2041 | 0.2399 | 0.1905
Peciolo | ND | 0.0915 [ 1.6152 | 0.4735 | 1.1441
Pityrogramma Frondas | ND | 0.1176 | 1.5152 | 0.4205 | 1.5015
ebenea Esporas ND 0.098 | 0.7576 | 0.2361 | 0.3213
H1S3 | Peciolo | ND | 0.0495 | 05172 | 0.951 | 0.2993
Frondas | 0506 | ND 1.0 | 0.7255 | 0.6667
H2S3 | Peciolo | ND | 0037 | 0.34 | 0.9421 | 0.2444
Frondas | 0416 | ND 1.0 | 0.6469 | 0.7062
Polypodium Peciolo ND 0.264 | 1.9412 | 0.5887 | 1.1367
plesiosorum | H1S4 I o qes T ND [ 04713 | 1.0 | 0.3265 | 0.8265
Esporas | ND ; 0.4898 | 0.7744
Cheilanthes Peciolo ND 0.2263 1.0 0.5228 | 0.5163
cuneata | H2S4 e oiqas T ND | 0.264 | 1.9412 | 0.3925 | 0.8785
Esporas | ND | 0396 | ND | 0.3925 | 0.6204
Adiantum | H3S4 | Peciolo | ND [ 14,5739 | 1.1515 | 0.7207 | 1.0878
2ueli Frondas | ND | 0.485 | 1.0 | 0.7508 | 0.9496

H2S2

Los helechos H1S1 (NIT) y H1S2 (Pityrogramma ebenea) tuvieron valores
extremadamente bajos de FT en varios metales, por lo que, se puede concluir que no tienen
buena capacidad de absorcién o de traslocacion.

El helecho H2S2 (Pityrogramma ebenea) mostrd valores de TF > 1.0 para Cd y Zn
en los tejidos aéreos, por lo que, se puede concluir que este ejemplar tiene una buena
capacidad de traslocacion para ambos metales.

Los helechos H1S3 y H2S3 tuvieron un TF = 1 en frondas para Cd, por lo que, estos
ejemplares de Pityrogramma ebenea pueden translocar dicho metal.

El helecho H1S4 (Polypodium plesiosorum) tuvo varios valores de TF > 1.0 para Cd
(1.9412) y Zn (1.1367) en peciolo, Cd (1.0) en fronda y, Fe (1.0747) y Cd (1.4706) en
esporas.

El helecho H2S4 (Cheilanthes cuneata) tuvo valores de TF > 1.0 para Cd en peciolo
(1.0) y frondas (1.9412).

El helecho H3S4 (Adiantum amplum) tuvo valores de TF > 1.0 en peciolo para Fe
(1.5739), Cd (1.1515) y Zn (1.0378); en fronda, el TF de Cd fue igual a 1.0.
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c. Discusion

La fitorremediacion de metales pesados ocurre a través de la fitoextraccion
(acumulacion de metales pesados) y la fitoestabilizacion (inmovilizacion de metales pesados)
(Jadia & Fulekar, 2009; Wei et al., 2020a). Con base en su capacidad de fitoextraccion las
plantas son clasificadas en exclusoras, indicadoras, acumuladoras e hiperacumuladoras
(Rascio & Navari-lzzo, 2011; Suman et al., 2018). La absorcién y la traslocacion de metales
pesados en las plantas se calcula a través del factor de bioconcentracion (BF =
Biocentration Factor), el cual se divide en factor de acumulacion en raiz (RAF = Root
Accumulation Factor) y factor de acumulacion en brotes (SAF = Shoot Accumulation
Factor). El indicador del transporte interno de los metales pesados es el factor de
traslocacion (TF = Translocation Factor) (Medina & Montano, 2014). En el presente estudio
se calculo el SAF y el TF de los helechos colonizadores del relave “La Concha” para
determinar su potencial uso para la fitorremediacion. De acuerdo con Méndez & Maier
(2008), los helechos colonizadores del relave “La Concha” son plantas indicadoras porque
su SAF fue <1.0. Mientras que por sus valores translocacion algunos helechos se encuentran
en el umbral de hiperacumulacion (FT>1.0) (Yang et al., 2005; Kidd et al., 2007; Wang et
al., 2017).

En el presente estudio se calcularon los dos factores de bioconcentracion (FB)
utilizados para identificar el potencial de hiperacumulacion y de fitoextraccion (Vural, 2024).
El factor de acumulacién en raiz (RAF) determina la relacién de concentracion de los
metales pesados entre la raiz y el sustrato, el cual, es reportado con diversos acronimos
(Buscaroli, 2017). A diferencia de lo mencionado por Méndez & Maier (2008), puede haber
valores de RAF>1.0. Por ejemplo, Vural (2024) analiz6 la acumulacion de metales en el
'diente de ledn' (Taraxacum officinale F.H. Wigg), calculando valores de RAF>1.0 para Pb
en el 50% de las muestras pero, para los demas metales evaluados (Al, As, Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Mn, Ni, Sry Zn), los valores de RAF fueron <1.0. Los valores de RAF de todos los
metales pesados analizados en el presente estudio fueron <1.0 (Pb, Fe, Cd, Cuy Zn; ver Tabla
5). En la planta medicinal 'rosa de monte' o 'rosa sin espinas’ (Paeonia lactiflora Pall.) de
China tuvo valores de RAF<1.0 en los mismos metales evaluados en los helechos de Taxco
(Wang & Hu, 2023). El factor de acumulacion en brotes (SAF) describe la relacion entre
concentracion de los metales pesados entre el sustrato y también puede ser reportado con
acronimos diferentes (Buscaroli, 2017). Bech et al. (2012b) reportan valores de SAF<1.0
para Pb en dos herbéceas de la familia de las asteraceas (Bidens triplinervia y Senecio sp.)
gue se encuentran colonizando desechos mineros en Per(. En el trabajo de Vural (2024) en
el 'diente de ledn' también reporta valores de SAF>1.0 para Pb y es seguido por el Zn con
SAF= 0.5y el resto de los metales con SAF<0.5.

Para helechos no se encontraron trabajos de investigacion reportando de forma
independiente el RAF y SAF, ambos factores son considerados como variantes de factor de
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bioconcentracién (BF). Por ejemplo, Roccotiello et al. (2010) evaluaron la tolerancia y

acumulacion de Zn en Polypodium cambricum L. y Pteris vittata L. Ambas especies
mostraron valores elevados de bioacumulacion a Zn (de 1.1 a 2.6 en P. cambricum L. y, de
9.4 2 90.7 en P. vittata L.), sus resultados mostraron una heterogeneidad vinculada con la
concentracion de tratamiento utilizada (50, 125, 250 y 500 mg Kg* de Zn). Los resultados
de RAF y SAF en los helechos del relave “La Concha” no alcanzaron valores cercanos a 1.0;
esta variabilidad puede ser una consecuencia de las condiciones en las que se llevé a cabo
cada estudio.

Abdulgader et al. (2015) reportaron el BF (relacion de concentracion entre el sustrato
y la planta) en Adiantum capillus veneris (helecho ‘culantrillo de pozo') para Cu (0.158), Fe
(0.05), Ni (0.058) y Zn (0.112). En los helechos de Taxco se calcularon valores de BF, como
RAF, mayores para Cu, Fe y Zn. Para SAF, los valores de FB fueron similares para Cu,
mayores para Fe y Zn.

Ancheta et al. (2020) analizaron dos especies de helechos (Pityrogramma
calomelanos y Nephrolepis biserrata) que colonizan zonas mineras de Cu-Au en Didipio,
Nueva Vizcaya (Filipinas). Para Cu, dos individuos de P. calomelanos tuvieron valores de
BC<0.5 y otro ejemplar mostré un BF = 2.32; mientras que N. biserrata tuvo un BF = 1.03
para el mismo elemento. En el relave “La Concha” se identifico a Pityrogramma ebenea que,
para el mismo metal, tuvo valores BF<0.5 (en forma de RAF y SAF).

Claveria et al. (2020) analizaron la capacidad de acumulacion de metales pesados en
helechos colonizadores de minas abandonadas en Filipinas (Pityrogramma calomelanos,
Pteris vittata y Pteris melanocaulon). De acuerdo con sus resultados los helechos mostraron
valores de BF<1.0 para Cu, indicando que estas plantas no tienen los mecanismos de
absorcion en sus estructuras anatémicas para Cu y As, excluyéndolos durante la absorcion
de los nutrientes. Para Cu, esta misma tendencia fue observada en los helechos del relave “La
Concha” tanto en RAF como en SAF.

Yu et al. (2020) cuantificaron la acumulacion de diversos metales por el helecho
medicinal Blechnum orientale L. (‘helecho fuerte) colectado en zonas urbanas, suburbanas y
forestales rurales al sur de China. En comparacion con el presente estudio, el Fe fue el Gnico
metal que no fue analizado. El BF fue determinado como la relacion de la concentracion de
metales en raiz con la concentracién en suelo, el cual, es igual al RAF cuantificado en los
helechos de Taxco. Los valores de BF en B. orientale L. fueron <1.0, disminuyendo de la
siguiente manera: Cd > Cu > Pb > Zn. En los helechos del relave “La Concha” El RAF tuvo
la siguiente tendencia de disminucion: Cd > Zn > Cu > Pb; mientras que para SAF se observd
la siguiente tendencia: Cu (peciolo) > Zn (fronda) > Fe (peciolo) > Cd (0.102).

El factor de traslocacion (TF) es un indicador de la capacidad de transporte de los

metales pesados a las estructuras anatomicas de las plantas (Medina & Montano, 2014). El
TF es un concepto utilizado ampliamente en la literatura cientifica para hacer referencia a la
acumulacién de elementos en las diferentes partes de la planta a partir de las raices, como:
parte aérea/raiz, brote/raiz, hoja/raiz, tallo/raiz, madera/raiz, principalmente (Buscaroli,
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2017). Este pardmetro describe la capacidad de exclusion de las plantas para absorber y
acumular los metales para evitar los efectos toxicos que generan (, Kachenko et al., 2007).
De acuerdo con Brooks (1998) cuando BF y TF son <1.0 las plantas son aptas para
fitoestabilizacion y, cuando ambos son >1.0 se clasifican como aptas para fitoextraccion. La

planta medicinal 'rosa de monte' (Paeonia lactiflora Pall.) tuvo valores de TF de raiz a tallo
y de tallo a hoja >1.0 para Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pby Zn (Wang & Hu, 2023), lo cual,

indicaria que es una planta fitoextractora para esos elementos (Brooks, 1998). Los helechos
colonizadores del relave “La Concha” tuvieron TF<1.0 de rizoide a peciolo y de peciolo a

fronda para Cd, Cu, Fe, Pb y Zn (ver Tabla 7), indicando que son plantas aptas para
fitoestabilizacion (Brooks, 1998). Pero, en algunos casos especificos, se observo que dichos
helechos pueden ser clasificados como fitoextractores de rizoide a peciolo para Cd
(Adiantum amplum, Pityrogramma ebenea y Polypodium plesiosorum); para Fe de fronda a
espora (Polypodium plesiosorum) y de rizoide a peciolo (Adiantum amplum) y, para Zn de
rizoide a peciolo (Adiantum amplum, Pityrogramma ebenea y Polypodium plesiosorum) vy,
solo Pityrogramma ebenea, mostro translocacion de este elemento de fronda a espora.

En sitios contaminados por actividades mineras, diversas plantas nativas mostraron
la capacidad de translocar metales a sus brotes o retofios (Bech et al., 2012a). De cinco
metales evaluados (As, Fe, Mn, Pb y Zn) en cuatro especies de plantas (Sonchus oleraceus
L. y Baccharis latifolia Ruiz & Pav Pers de la familia Asteraceae, Plantago orbignyana
Steinheil de la familia Plantaginaceae, y Lepidium bipinnatifidum Desv. de la familia
Brassicaceae), todas mostraron una translocacion eficiente a Fe (minimo = 0.5, maximo =
12.2), Mn (minimo = 0.8, maximo = 30.3), Pb (minimo = 1.1, maximo = 143) y Zn (minimo
= 0.8, maximo = 21.5); siendo Lepidium bipinnatifidum Desv. ('maiz tostado') la planta mas
eficiente para la translocacion de los metales. Los helechos analizados en el presente trabajo
mostraron algunos valores similares de FT para Fe y Zn. Este mismo grupo de trabajo calculo
el TF en dos herbaceas de la familia de las asteraceas que también habitan sobre desechos
mineros, Senecio sp. mostrd TF>1.0 para Pb (~9.5) y Zn (~5.0) y, Bidens triplinervia mostré
TF<1.0 para ambos metales (Pb =~0.1y, Zn = ~0.25) (Bech et al., 2012b). En comparacién
con este trabajo, los helechos de Taxco tienen la capacidad de translocar en mayor proporcion
al Zn, pero no de Pb. Por otro lado, Cruzado-Tafur et al. (2021) analizaron la acumulacion a
metales (As, Ag, Cd, Cu, Pb y Zn) en plantas nativas que crecen sobre sitios mineros en los

Andes peruanos. Los valores de TF fueron heterogéneos entre 21 especies vegetales
analizadas, sin embargo, la mayoria tuvo TF>1.0 para todos los metales. En nuestro estudio,
la mayoria de los valores de TF para los helechos fueron <1.0.

En helechos existen algunos estudios en los que se ha determinado el FT para metales.
Por ejemplo, Kachenko et al. (2007) analizaron la capacidad de tolerancia a metales pesados
en condiciones controladas en diversas especies de helechos, de las cuales, ninguna fue
identificada en el relave “La Concha”. En este estudio analizaron la translocacion de la raiz
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a fronda en cuatro de los cinco metales evaluados en el presente trabajo (Cd, Cu, Pb y Zn).
Los valores minimos y maximos del TF en el estudio de Kachenko et al. (2007) fueron,
respectivamente: 0.19y 0.88 para Cd, 0.12 'y 0.27 para Cu, 0.15y 0.43 paraPb y, 0.25y 0.91
para Zn. La translocacion méaxima a las frondas por especie de los helechos identificados en
el relave “La Concha” fueron, para Cd: 1.5152 en Pityrogramma ebenea, 1.0 en Polypodium
plesiosorum, 1.9412 en Cheilanthes cuneata, y 1.0 en Adiantum amplum; para Cu: 0.6373
en el helecho NIT, 0.7255 en Pityrogramma ebenea, 0.3265 en Polypodium plesiosorum,
0.3295 en Cheilanthes cuneata, y 0.7508 en Adiantum amplum; para Pb, solo fue calculado
en dos individuos de Pityrogramma ebenea con valores de 0.416 y 0.506, respectivamente
y, para Zn: 0.2847 en el helecho NIT, 1.5015 en Pityrogramma ebenea, 0.8265 en
Polypodium plesiosorum, 0.8785 en Cheilanthes cuneata, y 0.9496 en Adiantum amplum.
Los valores de TF en los helechos de Taxco son superiores a los cuantificado en dicho trabajo.
Roccotiello et al. (2010) evaluaron la translocacién de Zn dos especies de helechos
(Polypodium cambricum L. y Pteris vittata L). A diferentes concentraciones experimentales
de Zn (50, 125, 250 y 500 mg Kg™), los TF fueron <1.0 de raices a fronda. La mayoria de los
resultados de TF para Zn en los helechos del relave “La Concha” fueron superiores a lo
estimado en dicho trabajo. Abdulgader et al. (2015) determinaron el TF (brote/rizoide) en
Adiantum capillus veneris (helecho ‘culantrillo de pozo'), los cuales fueron: 2.0 para Cu,
0.474 para Fe y 1.678 para Zn. El TF en fronda de los helechos de Taxco fueron menores en
Cu (maximo de 0.7508), similares para Fe (maximo de 0.485) y cercanos en Zn (méaximo de
1.5015). En minas abandonadas de Filipinas, Claveria et al. (2020) analizaron la capacidad
de acumulacién de metales pesados en Pityrogramma calomelanos, Pteris vittata y Pteris
melanocaulon. EI Cu es el Unico metal que estd en comun con este trabajo. Los valores
maximos de translocacion para este metal pesado fueron los siguientes: 026 para P.
calomelanos, 0.20 para P. vittata y 0.05 Pteris melanocaulon. El relave “La Concha”
comparte una especie del género Pityrogramma (P. ebenea), la cual, en uno de sus
individuos, tuvo una translocacion méaxima de 0.7255; el resto de los helechos también supero
los FT en fronda para dicho metal. En el 'helecho fuerte' (Blechnum orientale L.), Yu et al.
(2020) cuantificaron la translocacién de Cd, Cu, Pby Z, las cuales fueron <1.0. Los helechos
colonizadores de “La Concha” tuvieron valores TF>1.0 para Cd, TF<1.0 para Cuy Fe, y
TF>1.0 para Zn.

En este estudio se determin0 la translocacion de los metales a las esporas, hasta el
momento, no hay trabajos que lo hayan realizado. Polypodium plesiosorum tuvo valores de
TF>1.0 para Cd (1.4706) y Fe (1.0747), el resto de los metales (Cu, Pb y Zn) mostraron
valores de TF<1.0.

Por lo tanto, por su capacidad de translocacion, los helechos colonizadores del relave
“La Concha” se encuentran en el umbral de hiperacumulacién pueden ser aptos para

fitoextraccion de Cd, Fe y Zn.
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d. Conclusidn

Los helechos colonizadores del relave “La Concha” mostraron factores de
acumulacion de metales pesados limitados en raiz y en brotes, sin embargo, el factor de
translocacion mostro que algunos helechos pueden ser considerados como candidatos para
biorremediar concentraciones altas de Cd, Fe y Zn. Finalmente, el ejemplar que no pudo ser
identificado taxondémicamente fue el que tuvo la menor capacidad de absorcion y
translocacion de metales pesados, lo cual, podria estar vinculado con las alteraciones
morfologicas que presenta por el efecto de exposicion a dichos cationes.

CAPITULO V
Anélisis de correlacion estadistica para identificar la influencia de las propiedades
quimicas del relave con la absorcion de metales pesados de los helechos

a. Método
Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor para determinar la diferencia

entre los promedios (medias aritméticas) de las propiedades quimicas del sustrato (Tabla 8).
Este analisis mostro que los pardmetros son distintos en cada sustrato de los helechos (p <

0.05). De los metales, el Pb destaco en el ANOVA, pero tuvo un valor de p = 0.0111, esta

referencia estadistica se debe a que fue cuantificado en algunas muestras de sustrato y de
rizoma (ver Tabla 8).

b. Resultados

Tabla 8. ANOVA de un factor de los valores cuantificados en los parametros quimicos del sustrato asociado
al rizoide de los helechos colonizadores del relave “La Concha”. MO = materia orgéanica.

Parametro | p-value

pHHZO 8.67e-15

pHKcl <2e-16
MO 9.28e-05
Pb 0.0111

Al realizar el mismo analisis pero considerando a la especie de helecho identificada
(Tabla 9), se observo que el ejemplar NIT tiene condiciones que se diferencian del resto de
los helechos debido a que su sustrato presenta valores mayores de pH vy, al parecer, un
contenido nulo de MO. Los sustratos de los ejemplares relacionados con Pityrogramma
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ebenea y el ejemplar de Adiantum amplum tienen valores de pH acido; mientras que los
ejemplares de Polypodium plesiosorum y Cheilanthes cuneata presentaron valores cercanos
a la neutralidad. EI ejemplar de Adiantum amplum tuvo la mayor concentracion de MO, lo
cual, explica su diferenciacion con el resto de los helechos; comportamiento que se mantiene
con la influencia del Pb, al ser tener este helecho la mayor concentracion de este metal.
Finalmente, el resto de los ejemplares comparten similitudes en las concentraciones de Pb 'y
en el tipo de muestra que fue cuantificado.

Tabla 9. ANOVA de un factor de los valores cuantificados en los parametros quimicos del sustrato vinculado
con las especies identificadas de los helechos. MO = materia organica, S = sustrato, R = rizoma, P = peciolo y

F = fronda.
Sitiol | Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
NIT Pityrogramma Polypodium | Cheilanthes | Adiantum
ebenea plesiosorum cuneata amplum
pHH20 C a B b a
pHkcl C a B b a
Pb A a A a b
R R@) ‘P(l)‘ FO [ 8 [ R [ 8] R s

La influencia del Pb se justifica al realizar un ANOVA de un factor para describir la
relacion de la concentracion de los metales con las propiedades del sustrato (Tabla 10).

Tabla 10. ANOVA de un factor de las concentraciones de los metales pesados cuantificados en el sustrato
asociado al rizoide de los helechos colonizadores del relave “La Concha”.

Metal | p-value
Pb 0.0013
Fe 2.31e-09
Cd 7.21e-11
Cu 2.55e-09
Zn 4.62e-04

Para corroborar estos resultados, se analizaron los promedios (x) y las desviaciones
estandar (DE) de los metales pesados en cada tipo de muestra (Tabla 11). EI ANOVA para
describir la similitud de las concentraciones de metales pesados en los tipos de muestra donde
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fueron cuantificados (Tabla 12), mostro que el sustrato se diferencia del resto de las muestras
porque en este componente fueron cuantificadas las mayores concentraciones de todos los

metales pesados.

Tabla 11. Promedio (X) y desviacion estandar (DE) de las concentraciones de los metales pesados por tipo de

Tabla 12. ANOVA de un factor de las concentraciones de los metales pesados cuantificados vinculado con el

muestra. ND = no detectado.

Metal Sustrato | Rizoma | Peciolo | Frondas | Esporas

Pb | x 833 254.37 5.25 31.25 ND
DE | 1,259.85 222.68 14.85 72.91

Fe | x 31,111 | 4,340.87 | 721.62 | 404.86 1,722
DE | 12,858.68 | 2,394.53 | 924.19 | 461.18 | 1,262.21

Cd| x 437.5 34.62 22.5 315 17
DE 152.74 29.54 16.41 12.93 14.43

Cu| X 2,292 516.5 305.5 240.62 250
DE 944.85 233.21 | 177.05 111.11 62.5

Zn | x 3,333 446.25 | 253.12 | 316.62 250
DE | 2,932.63 130.89 | 188.06 | 148.59 128.83

tipo de muestra.

Metal | Sustrato | Rizoma | Peciolo | Frondas | Esporas
Pb b a a a
Fe a a a a
Cd b a a a a
Cu b a a a a
Zn b a a a a

Debido a esto, se realizo un ANOVA sin las concentraciones de metales pesados en
sustrato, lo que demostré que el Fe (p = 0.0008) y el Cu (p = 0.0199) son los cationes que se
diferencian del resto. En general, ambos son los cationes que tienen las concentraciones mas
altas en las estructuras anatomicas de los helechos, sobresaliendo las similitudes en rizoma,
frondas y esporas (Tabla 13).
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Tabla 13. ANOVA de un factor de las concentraciones de los metales pesados cuantificados en las estructuras

anatoémicas de los helechos.

Metal | Rizoma | Peciolo | Frondas | Esporas
Fe b a A ab

Cu b ab A ab

Para comprender la relacion que existe entre los parametros y las concentraciones de
los metales, se realiz6 una matriz de correlacién (pairwise two-sided p-values), donde las
variables con un p < 0.05 serdn las de mayor correlacién (Figura 9). Este analisis mostré
trece correlaciones que cumplen con el criterio estadistico: Cd — Cu, Cd — Fe, Cd — Pb,

Cd - Zn, Cu - Fe, Cu — Pb, Cu - Zn, Fe — Pb, Fe — Zn, MO - Pb, MO — pHkcl, Pb - Zny,
PHH20 — pHkcl.

Pairwise two-sided p-wvalues:

Cd Cu Fe MO Pb pH pH.KC1 Zn

Cd <.8881 <.29201 8.9916 2.2202 8.5558 B.59208 <.88681
Cu <. 8881 <.0081 6.5837 <.0001 6.5289 B.6426 6.8876
Fe <.0081 <.8861 8.6245 2.0465 8.8351 8.5785 <.8881
MO 9.9910 B8.5837 0.6245 B.0350 ©8.0985 8.8191 8.7773
Pb 9.06002 <.0001 @.84e5 ©.8350 8.8488 0.8274 8.8181
pH ©.5550 B.5289 2.8351 ©6.68938 0.8408 <.0001 8.9764
pH.KC1 @.5928 8.6426 2.5705 8.8191 0.8274 <.8861 a.1278
n <.0881 6.8076 <.0081 6.7773 9.0101 6.8764 B.1278@

Figura 9. Matriz de correlacién entre los parametros quimicos del sustrato y las concentraciones de

los metales pesados. En rojo los valores de p < 0.05.

Posteriormente, se repitio el mismo analisis pero sin utilizar los valores
cuantificados en el sustrato porque tienen las mayores concentraciones de metales pesados
(Figura 10). Las correlaciones con valores de p < 0.05 fueron: Cd — Zn, Cu — Fe, Cu — Pb,

Cu - Zn, Fe — Pb, MO — Pb, MO — pHkel, Y pHH20 — pHkci. En comparacion con el analisis
anterior, cinco correlaciones previas no fueron significativas (Cd — Cu, Cd — Fe, Cd — Pb,
Fe —Zny, Pb—Zn).
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Pairwise two-sided p-wvalues:

Cd Cu Fe MO Pb pH pH.KC1 Zn

Cd 8.1858 ©.3338 8.4178 ©.6088 @.1237 0.0841 0.8865
Cu 8.1858 8.0071 8.76852 9.0061 8.2897 B.3876 8.8332
Fe 9.3338 6.68871 8.8016 ©.0455 0.24582 B.1835 0.8686
MO 8.4178 8.7852 @.8018 2.92016 9.1441 8.8351 8.4885
Pb 0.6088 0.8861 @.8455 9.6816 8.9178 B.5723 8.5591
pH 8.1237 8.2897 @.2482 8.1441 @.9178 <.8081 6.24%94
pH.KC1 @.9841 8.36876 9.1835 0.68351 8.5723 <.0861 8.6917
n 9.8085 0.8332 @.0686 8.4885 @.5591 @.2494 8.6917

Figura 10. Matriz de correlacion entre los parametros quimicos del sustrato y las concentraciones de
los metales pesados, pero sin considerar las concentraciones cuantificadas en sustrato.

En rojo los valores de p < 0.05.

Considerando estos resultados, se realiz6 un analisis de componentes principales
(principal component analysis, PCA) (Torres et al. 2014), que es un analisis exploratorio
para describir la dimensionalidad de los datos y explorar la influencia de cada variable
(Figura 11).

PCA graph of variables

Dim 2 (27.34%)

-10 05 00 0.5 10
Dim 1 (42.63%)

Figura 11. Analisis de componentes principales (PCA) entre los pardmetros quimicos del sustrato y

las concentraciones de los metales pesados.
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En este analisis multivariado se observo que el pH (H20 y KCI), Cd y Zn son las
variables de mayor influencia. En este analisis esta incluido el sustrato, pero al no ser
considerado como en los analisis anteriores, se observé que la MO es la variable de menor
influencia, el pH (H20 y KCI) y los metales pesados estan ubicados de forma opuesta (Figura
12).

Componentes Principales, variables

Dim 2 (20.33%)

-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Dim 1 (38.48%)

Figura 12. Andlisis de componentes principales (PCA) entre los pardmetros quimicos del sustrato y

las concentraciones de los metales pesados, pero sin considerar los datos cuantificados en sustrato.

Al realizar un PCA donde se incluye como variable a las especies identificadas se
observo que los helechos NIT, Pityrogramma ebenea y Adiantum amplum se encuentran en
componentes independientes; solo los individuos relacionados con Polypodium plesiosorum
y Cheilanthes cuneata tienen condiciones similares, por lo que, se encuentran agrupados
(Figura 13). Estos resultados son similares a lo descrito en el ANOVA (Tabla 9). Al realizar
un PCA considerando el tipo de muestra analizada se observd que el sustrato estad en un
componente independiente debido a las altas concentraciones de metales pesados que
presenta; mientras que el resto se mantienen agrupados (Figura 14). Estos resultados son
similares a lo descrito en el ANOVA (Tabla 12).
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PCA graph of individuals

Dim 2 (27.34%)
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Dim 1 (42.63%)

Figura 13. Andlisis de componentes principales (PCA) entre los pardmetros quimicos del sustrato y

las concentraciones de los metales pesados considerando a las especies de helechos identificadas.

PCA graph of individuals

=

Dim 2 (27.34%)

‘:J

6
Dim 1 (42.63%)

Figura 14. Analisis de componentes principales (PCA) entre los pardmetros quimicos del sustrato y

las concentraciones de los metales pesados considerando el tipo de muestra.
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¢. Discusidn

Los andlisis estadisticos son indispensables para la interpretacion de los resultados
obtenidos de una investigacion experimental (Fay & Gerow, WormBook, 2005-2018).
Diversos estudios que han analizado la capacidad de acumulacion y translocacion de metales
pesados en plantas han aplicado analisis estadisticos en sus resultados para identificar su
potencial uso en fitorremediacién. Ademas Bech et al. (2012a y b) identificaron que la capa
de suelo (topsoil) donde se ubican las plantas pueden tener diferencias en sus propiedades
quimicas (contenido de carbono organico, pH y textura) siendo los suelos con acidez ligera
(pH = 6.8) los que mostraron un contenido moderado de carbono organico y una textura
gruesa. El pH de los sustratos donde se encontraron los helechos colonizadores del relave
“La Concha” fue heterogéneo pero, a diferencia a lo observado por Bech et al. (2012b), a pH
elevados se cuantifico el menor contenido de MO y el mayor contenido de MO fue
cuantificado en condiciones fuertemente acidas (ver Tablas 2 y 3 del capitulo Il). Estas
discrepancias pueden justificar la baja influencia estadistica del contenido de MO en el ACP
(ver Figura 12). Ademas, Bech et al. (2012b) observaron que el Pb fue el metal mas
sobresaliente debido a su elevada concentracion en sustrato; en el presente estudio, el Pb
mostro ser estadisticamente significativo (p = 0.0111) a pesar de no haber sido detectado en
todas las muestras analizadas. Por otro lado, en el sustrato del rizoide del helecho con mayor
contenido de MO (Adiantium amplum; ver Tabla 4 del capitulo Ill) tuvo la mayor
concentracion de Pb (Tabla 9); lo cual, puede explicarse por la afinidad alta de la MO a los
cationes (Arias-Mufios & Contreras-Vazquez, 2022). De acuerdo con Bech et al. (2012ay b)
las concentraciones elevadas de metales pesados en sustrato inhiben su translocacion a las
partes aéreas de las plantas; esta tendencia pudo ser confirmada estadisticamente en los
helechos de Taxco (ver Tabla 12).

Subramanian et al. (2022) analizaron el potencial de acumulacion y translocacion de
elementos traza (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Niy Pb) en diferentes especies de plantas. En este estudio
se observo que los metales con mayor acumulacién en las estructuras vegetales son aquellos
que tienen una importancia su crecimiento y desarrollo. En la presente investigacion, se
observd una translocacion significativa del Fe y Cu a las estructuras aéreas de los helechos
(Tabla 13). El Fe es un nutriente esencial en los procesos de fotosintesis y respiracion de las
plantas (Connolly & Guerinot, 2002). Ademas, este elemento es el grupo prostético de
diversas enzimas (p. €j. citocromo) y es esencial para la sintesis de clorofila (Rout & Sahoo,
2015; Wolfgang et al., 2020). EI Cu es un elemento que participa en los mismos procesos del
Fe pero, adicionalmente, participa en el crecimiento y desarrollo de las plantas y, también es
un componente estructural genético para genes de defensa (Mir et al., 2021; Chen et al.,
2022). Lo anterior justifica la translocacion de estos elementos del rizoide a las frondas y
esporas de los helechos colonizadores de “La Concha”.

Ogugua et al. (2023) analizaron las respuestas fisioldgicas durante la germinacion de
semillas de tomate al ser regadas con lixiviados mineros. Los autores observaron
correlaciones significativas entre el crecimiento y la acumulacion-translocacion de metales
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pesados que, en consecuencia, pueden generarse alteraciones estructurales por su toxicidad.
Lo anterior explicaria la variacion de la ubicacion del helecho NIT en el ACP (Figura 13),
que fue el ejemplar que presentd alteraciones que impidieron su correcta identificacion
taxondmica. En este anélisis se observd que los ejemplares relacionados con Adiantum y
Pityrogramma también se distribuyen de forma aislada y, solo existio correlacion entre los
individuos relacionados con Cheilanthes y Polypodium. De acuerdo con Subramanian et al.
(2022) la similitud de propiedades en respuesta a la presencia de metales pesados se da por
proximidad en la ubicacion de las plantas, lo cual, explicaria la relacion entre Cheilanthes y
Polypodium dado que se encontraban en la misma zona de distribucion dentro del relave “La
Concha”. También Ogugua et al. (2023) observaron que la translocacion de los metales es
mayor en las raices porque la toxicidad de estos cationes afecta la movilizacion de agua y
nutrientes a las estructuras aéreas. En este estudio, la concentracion de metales en el sustrato
influye considerablemente en la tendencia estadistica de los resultados (Tabla 12), sin
embargo, se observd una correlacion en la concentracion de estos cationes en las estructuras
anatomicas de los helechos (Figura 14).

Wang & Hu (2023) describieron una correlacion positiva entre la concentracion de
metales pesados debido a que proceden de una misma fuente de origen mineral. Los metales
cuantificados en el sustrato asociado a las raices de los helechos de “La Concha” también
tuvieron una correlacion significativa entre ellos, debido a su origen geoldgico y al proceso
que los dejo disponibles en el ambiente. Lo anterior explicaria la distribucion de los metales
pesados en los diferentes APCs realizados en el presente estudio (ver Figuras 11y 12).

Vural (2024) una tendencia de agrupamiento entre los diferentes metales
cuantificados en suelo (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn) debido a que comparten o
coexisten durante los procesos biogeoquimicos que desarrollan en la zona de estudio. En el
analisis de correlacion realizado en este estudio se observé que los metales cuantificados en
el sustrato del relave tienen una distribucion diferencial (Figura 11), donde el Cd y Zn se
separan del resto del grupo. Pero, al comparar con las concentraciones de metales
translocadas a las estructuras de los helechos, se observé su agrupacién dentro del mismo
componente (Figura 12). Lo anterior puede explicarse a que en este analisis no se
consideraron las concentraciones en sustrato debido a la significancia en este componente
del relave (Tabla 12 y Figura 9).

De acuerdo con Kachenko et al. (2007), los helechos pueden tener acumulacion
diferencial de metales en raices y frondas, y que podria depender del tipo de especie utilizada.
Esta heterogeneidad fue estadisticamente significativa. En este estudio, a pesar de que las
especies de helechos mostraron un agrupamiento diferencial al correlacionar los parametros
quimicos del sustrato y las concentraciones de los metales pesados (Figura 13), las estructuras
anatomicas se agruparon porque tuvieron capacidades similares de translocacion entre los
diferentes grupos taxonomicos identificados en el relave “La Concha” (Figura 14).

Por otro lado, Yu et al. (2020) observaron la capacidad de acumulacion de metales en
el helecho Blechnum orientale L. no depende completamente de su concentracion en el suelo
(Hg y Pb, principalmente). Algunos de los helechos aqui estudiados confirman esta
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tendencia, pero el Pb fue un metal que fue translocado al rizoma en proporcion mayor a lo
cuantificado en el sustrato (ver Figura 8 del capitulo I11). Esto se debe a que concentraciones
elevadas de metales pesados solo pueden movilizarse al sistema radicular debido al contacto
directo que mantienen y, en algunos casos, algun cation pude movilizarse en mayor
proporcion a las  estructuras aéreas (Bech et al, 2012a y b).

d. Conclusion

Los andlisis estadisticos describieron los diferentes factores involucrados en la
absorcion, acumulacién y translocacion de metales pesados. Los helechos colonizadores del
relave “La Concha” tienen similitudes y diferencias entre diferentes tipos de plantas que han
sido estudiadas con el mismo objetivo. Como era de esperarse, el sustrato presenta la mayor
concentracion de metales y el rizoide es el componente que los absorbe en mayor proporcion.
A pesar de lo anterior, estos helechos mostraron una translocacion similar a pesar de ser de
diferentes especies. Por lo tanto, el origen geoldgico y la disponibilidad de los metales en el
sustrato del relave “La Concha” permite que el proceso de absorcion y translocacion sea
similar entre los diferentes helechos analizados.
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