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RESUMEN

Rosas-Ramirez, M. E. (2021). Fitoestabilizacion de metales pesados provenientes
de jales mineros utilizando biocarbén como enmienda organica. Tesis de Maestria.
Maestria en Biotecnologia, Centro de Investigacién en Biotecnologia. UAEM.

La actividad minera genera grandes cantidades de residuos conocidos como jales,
los cuales contienen una mezcla de diferentes metales pesados (MP) que, al estar
biodisponibles, pueden provocar diversas afectaciones a la biota circundante. En
particular, la bioacumulaciéon de MP en los productores primarios (plantas) puede
afectar los niveles tréficos superiores, alterando la estructura de las comunidades
y la dindmica de los ecosistemas. Por lo anterior, se necesitan implementar
estrategias de remediacion de sitios contaminados por MP. La fitorremediacion es
una alternativa para remediar estos sitios, ya que se ha documentado que
diferentes especies de plantas pueden crecer en lugares contaminados con MP y
bioacumularlos en sus estructuras (raiz y hoja principalmente), en este sentido,
Sanvitalia procumbens y Crotalaria pumila son dos especies vegetales reportadas
con la capacidad de bioacumular MP. Por otro lado, se ha documentado que la
aplicacion de biocarb6n en suelos contaminados por MP reduce Ila
biodisponibilidad de éstos, inmovilizando a los MP en el suelo y reduciendo la
absorcion de éstos por parte de las plantas, por lo que en este estudio se propone
utilizar biocarbén como enmienda organica incorporado al sustrato jale para
incrementar el rendimiento del proceso de fitoestabilizacion de MP de los jales de
Huautla, Morelos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la fitoestabilizacién de
jales contaminados con MP (Cd, Cu, Fe, Pb y Zn) utilizando biocarbdn incorporado
al sustrato jale con las especies vegetales Sanvitalia procumbens y Crotalaria
pumila en condiciones de invernadero. Para ello, se colectaron semillas de las dos
especies de estudio de un sitio testigo (Quilamula, Morelos), asi como de sustrato
de dos jales mineros que se encuentran en Huautla, Morelos (sitio expuesto). Para
la produccién de biocarbén, la fuente que se utilizé6 fue la materia organica de
cascara de coco. Para la obtencion de las plantas, las semillas se germinaron en
almacigos con sustrato peat moss, posteriormente, 20 dias después de su
germinacion, las plantulas se trasplantaron a 4 tratamientos: 1) 100% jale, 2)
87.5% jale y 12.5% biocarbodn, 3) 75% jale y 25% biocarbon y 4) 50% jale y 50%
biocarbén, estos tratamientos fueron para C. pumila, mientras que para S.
procumbens fueron: 1) 100% jale, 2) 93.75% jale y 6.25% biocarbdén, 3) 87.5% jale
y 12.5% biocarb6n y 4) 75% jale y 25% biocarbon. Cada 30 dias se realizaron
cortes (4 cortes para C. pumila y 5 cortes para S. procumbens) y en cada corte se
sacrificaron 24 individuos (6 individuos por tratamiento). Una vez cosechadas las
plantas, en cada corte se peso el tejido de raiz y foliar, tanto fresco como seco de



cada individuo, y se midié la concentracion de MP (Fe, Zn, Cu, Pb y Cd) por
espectrofotometria de absorcion atomica. Asi mismo, se realiz0 el andlisis
fisicoquimico del biocarbon obtenido a partir de la cascara de coco.

Dentro de los resultados, encontramos que el biocarb6n tuvo un pH de 10, un
porcentaje de materia organica de 4.4%, una concentracion de nitrégeno
inorganico de 0.033 mg/Kg, fésforo aprovechable de 10.5 mg/Kg y carbono total
de 2.6%.

En cuanto a la biomasa de las plantas, para C. pumila se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos, siendo los individuos crecidos en los tratamientos
2y 3 (12.5% y 25% de biocarbon respectivamente) los que presentaron mayor
biomasa, tanto de raiz como foliar respecto al tratamiento sin biocarbén. Por otro
lado, no se encontraron diferencias significativas por tratamiento a través del
tiempo. En cuanto a S. procumbens se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos, siendo los individuos del tratamiento 3 (12.5% de biocarbédn) los que
presentaron mayor biomasa de raiz y foliar con respecto al tratamiento sin
biocarbén. Por otro lado, también se encontraron diferencias significativas por
tratamiento a través del tiempo, siendo los individuos de los ultimos cortes los que
presentaron mayor biomasa de raiz y foliar.

Respecto a la bioacumulacién de MP, Crotalaria pumila bioacumulé cuatro MP,
con el siguiente patron de bioacumulacién Fe > Pb > Zn > Cd durante los 120 dias
de exposicion. Por su parte, Sanvitalia procumbens bioacumulé cinco MP con el
siguiente patrén de bioacumulacion: Fe > Zn > Pb > Cu > Cd, el Fe, Zny Pb se
bioacumularon en los 150 dias de exposicion, el Cu se bioacumulé a partir del dia
60 de exposicion y hasta final de experimento y el Cd se bioacumulé del dia 120
de exposicién hasta los 150 dias de exposicion. De manera general, se encontrd
un efecto significativo del tratamiento sobre la bioacumulacién de MP, para la raiz
y foliar, y para las dos especies de estudio. Asi mismo se encontré una relacion
negativa y significativa entre el porcentaje de biocarbén afiadido al sustrato jale y
la concentracion de MP, es decir, a mayor porcentaje de biocarbén, menor
bioacumulacién de MP en raiz y foliar, para las dos especies de estudio.

Por los resultados mencionados anteriormente, se propone utilizar biocarbon
incorporado a sustrato jale para reducir la biodisponibilidad de MP en el suelo, asi
Mismo, se propone su uso en conjunto con especies vegetales como C. pumila y
S. procumbens para incrementar el proceso de fitoestabilizacion de MP, y asi
lograr una mayor inmovilizacion de MP y evitar que los MP entren a las cadenas
troficas.



1. INTRODUCCION

1.1 Mineria en México

La corteza terrestre esta formada por minerales de todo tipo, pero solo en ciertas
areas, estos elementos se concentran y permiten, por su volumen, que se realicen
explotaciones de valor econdmico (Coll et al.,, 2002). Estas explotaciones son
realizadas por la mineria, definiendose como una actividad econémica primaria
que se refiere a la exploracion, explotacion y aprovechamiento de minerales, de
los cuales existe una gran variedad, y se encuentran acumulados al aire libre o en
el subsuelo a diferentes niveles de profundidad y son conocidos como yacimientos
(INEGI, 2015).

En la Republica Mexicana, la regién norte es la mas importante desde el punto de
vista minero, ya que, en los estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Zacatecas,
Durango y San Luis Potosi, es donde se encuentra la mayor produccion de Oro,
Plata, Carbon, Zinc, Plomo y Cobre, asi como de minerales no metélicos de
importancia econémica como la barita y la celestita (Coll et al., 2002). Las
caracteristicas naturales de México son propicias para constituirse como una de
las naciones lideres en cuanto a la actividad minera. De acuerdo con la CAMIMEX
(2013), en el pais existen 23 yacimientos clasificados como gigantes, lo que

implica que México se posicione en un lugar sobresaliente a nivel mundial.

En el territorio mexicano existen yacimientos de minerales metalicos y no
metélicos, y destaca por ser el principal productor de plata en el mundo (Géngora,
2013). El sector minero-metallrgico en México contribuye con el 4% del Producto
Interno Bruto nacional (Secretaria de Economia, 2018), siendo un factor
importante en el desarrollo, modernizacion y avance del pais, al suministrar
insumos a practicamente todas las industrias, entre las que destacan las de
construccion, metallrgica, siderdrgica, quimica y electronica (Hernandez et al.,
2009).



1.2 Mineria en Morelos
El estado de Morelos se sitia en la parte centro-sur de la Republica Mexicana

entre los paralelos (18°20’ y 19°10’ N - 98°30’ y 99°30’ O). Con una superficie de
4,893 kmz2, abarca 0.2% del territorio nacional. El territorio morelense limita con la
CDMX hacia el norte, el estado de Puebla al oriente y suroriente, el estado de
Guerrero al sur y suroeste y el estado de México al norte y oeste, y tiene como

capital a la ciudad de Cuernavaca (Secretaria de Economia, 2017).

En el estado de Morelos, se lleva a cabo principalmente la mineria no metalica,
siendo las calizas, los agregados pétreos, y el carbonato de calcio, los minerales
mas extraidos en varias partes del estado. Los minerales metalicos no cuentan
con tradicion en el estado, solamente se tiene referencia del distrito minero de
Huautla, que se encuentra en el municipio de Tlaquiltenango; este yacimiento
empezd a explotarse desde finales del siglo XVIII, obteniendo concentrados de
mineral como Plata, Plomo y Zinc principalmente. Actualmente este distrito se
encuentra inactivo y encontrandose en un area natural protegida conocida como

Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (Secretaria de Economia, 2017).

1.3 Consecuencias ambientales por la actividad minera
Las actividades extractivas como el caso de la mineria hacen uso del suelo y del

subsuelo, provocando importantes alteraciones al medio, entre las que se
encuentran la modificacion del relieve, contaminacién del agua, suelos y aire (Coll
et al., 2002). La disposicion final de los residuos generados por la actividad minera
ocasiona muchos problemas ambientales (Ramos et al., 2004), entre los que
destacan los denominados residuos mineros o jales (Romero y Gutiérrez, 2010),
los cuales son el producto de la trituraciéon y molienda de las rocas que contienen
los minerales de interés mediante procesos fisicos y quimicos (Medel et al., 2008).
Normalmente estos residuos son depositados sobre distintos tipos de terrenos
cercanos a las minas, donde permanecen expuestos a las condiciones climaticas
ambientales (Tovar et al., 2009). La disposicion final de los jales mineros ocasiona

problemas ambientales, ya que contienen elementos potencialmente toxicos



(EPT), como los metales pesados (MP) que pueden ocasionar problemas por su
alta toxicidad, tales como el arsénico (As), Cd, Cu, cromo (Cr), mercurio (Hg), Pb,
selenio (Se) y Zn, entre otros (Medel et al., 2008). Uno de los principales
problemas ambientales asociado a los jales esta relacionado con la generacion de
drenaje éacido y su dispersion a través de los escurrimientos superficiales
(dispersion hidrica) (Romero y Gutiérrez, 2010), mientras que en las zonas aridas
se relaciona con la dispersion provocada por el viento (dispersion edlica) (Romero
et al., 2008). La composicién de los jales por lo general contiene una mezcla de
diferentes MP, los cuales son vertidos al medio sin ningun tratamiento previo que

los inactive o inmovilice (Rog et al., 2015).

1.4 Comportamiento de los metales pesados en el suelo
Los MP son elementos quimicos con alta densidad (mayor a 5 g/cm?3), masa y

peso atomico superior a 20, y ademas son toxicos para los seres vivos en
concentraciones bajas para (Londofio et al., 2016). Los MP se encuentran
generalmente como componentes naturales de la corteza terrestre, en forma de
agregados minerales, sales u otros compuestos. No pueden ser degradados o
destruidos de forma natural o biolégica ya que no tienen funciones metabdlicas

especificas para los seres vivos (Abollino et al., 2002).

En el suelo, los MP pueden estar presentes como iones libres, compuestos de
sales metdlicas solubles o bien, compuestos insolubles o parcialmente
solubilizables como Oxidos, carbonatos e hidroxidos (Prieto et al., 2009). Las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo juegan un papel importante en reducir o
aumentar la toxicidad de los MP (Puga et al., 2006). La peligrosidad de los MP se
relaciona con las propiedades fisicoquimicas que contengan los suelos donde son
depositados los jales. A continuacion, se describe la influencia de las propiedades
fisicoquimicas del suelo sobre el comportamiento de los MP (Galan y Romero,
2008):

1. pH: cuando los valores del pH son bajos, se produce desorcion de los MP,

aumentando su concentracion en la solucion del suelo y su biodisponibilidad.
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En cambio, al aumentar el pH, los MP son fuertemente absorbidos por los
coloides del suelo, ocasionando que no se encuentren en la solucion del suelo,
disminuyendo su biodisponibilidad.

Textura: en suelos arcillosos, los MP se retienen por adsorcion o en el
complejo de cambio de los minerales de la arcilla. La mayor parte de las
arcillas se caracterizan por tener cargas negativas en su superficie, estas
cargas son las responsables de la Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC)
del suelo, por lo que frenan el movimiento de los cationes metalicos en la
solucién del suelo, lo que hace que los MP permanezcan por mas tiempo en el
suelo y disminuyan su solubilidad y biodisponibilidad.

Materia Orgéanica (M.O.): los grupos carboxilatos (COO’) de la materia
organica reaccionan con los MP formando complejos estables, especialmente
en ambientes alcalinos, donde la afinidad es mayor. De esta forma los MP
guedan adsorbidos en la M.O. del suelo y en otras formas de M.O. humificada.
Por lo tanto, al aumentar la cantidad de M.O. en el suelo, también aumenta la
formacién de complejos organometalicos estables, haciendo que solubilidad
del metal aumente, asi como su biodisponibilidad.

Potencial Redox: la condicién redox afecta el tipo de especies de metales en
la solucion del suelo alterando su solubilidad teniendo un gran efecto sobre la
especiacion y solubilidad del manganeso (Mn) en la solucién del suelo, el cual
puede existir como Mn (II), Mn (lll) y Mn (IV). Sélo la forma reducida Mn (II) es
mas estable y soluble en la solucion del suelo. En los suelos compactos e
inundados, que tienen poca aireacién, se ven favorecidas las condiciones de
reduccion, incrementando la biodisponibilidad de algunos metales como el Mn,
Cd, Cu, Cry Zn y aumentando su toxicidad.

Capacidad de Intercambio Cationico (CIC): la adsorcidén de los metales a las
particulas del suelo reduce la concentracion de los metales en la solucién del
suelo. Asi, un suelo con una CIC alta tiene mas sitios de intercambio en la
fraccion coloidal del suelo, los que estaran disponibles para una mayor

adsorcion y posible inmovilizacion de los MP.



6. Carbonatos: La presencia de carbonatos garantiza el mantenimiento de los
altos niveles de pH, donde los MP son menos biodisponibles.

7. Salinidad: ElI aumento de la salinidad puede incrementar la movilizacion de
metales y su retencion por dos mecanismos. En una primera fase los cationes
sodio (Na) y potasio (K) pueden reemplazar a los MP en lugares de
intercambio catidénico. En una segunda fase, los aniones cloruro y sulfato

pueden formar compuestos mas estables con el Cd, Cu, Hg, Pby Zn.

Las caracteristicas mencionadas anteriormente estdn relacionadas con la
biodisponibilidad de los MP hacia los organismos, por lo que, si los MP estan
biodisponibles, pueden provocar diversas afectaciones a los organismos, siendo
las plantas las afectadas en primer lugar hasta llegar a los niveles superiores de la
cadena trofica (Rog et al., 2015), debido a que los seres vivos no los pueden
degradar o eliminar por completo, tendiéndose a bioacumular en los tejidos de los
individuos, provocando afectaciones a nivel molecular o celular y trascendiendo a
niveles de organizacibn mas complejos como los ecosistemas (Mussali-Galante et
al., 2013).

La posibilidad de que un elemento (contaminante o no) quede libre y pase a
disolucién en un suelo se llama biodisponibilidad, la que seria el grado de libertad
en que se encuentra un elemento o compuesto de una fuente potencial para ser
capturado por un organismo, ya sea ingerido o absorbido (Galan y Romero, 2008).
Normalmente sélo una fraccibn pequefia de una sustancia potencialmente
contaminante de un medio es biodisponible, su efecto suele ser negativo, pero

también puede ser indiferente para un organismo especifico.

Los MP estan considerados como muy peligrosos para los seres vivos en general,
pues poseen una gran toxicidad, en parte debido a su elevada tasa a
bioacumularse. La bioacumulacion significa un aumento en la concentracion de un
producto quimico en un organismo Vivo en un cierto plazo de tiempo, comparada a
la concentracién de dicho producto quimico en el ambiente (Angelova et al., 2004;

Prieto et al., 2009). Este proceso se aumenta durante el paso por las cadenas



troficas, debido a que los niveles de incorporacion sufren un fuerte incremento a lo
largo de sus sucesivos eslabones, siendo en los eslabones superiores donde se
hallan los mayores niveles de contaminantes, a este proceso se le denomina
biomagnificacion. Es decir, que la concentracion de un contaminante se
incrementa al pasar a un nivel tréfico superior en la cadena trofica (Molina et al.,
2012).

1.5 Toxicidad de los metales pesados en plantas
Todas las plantas absorben metales del suelo donde se encuentran, pero en

distinto grado, dependiendo de la especie vegetal, de las caracteristicas y
contenido de MP en el suelo (Llugany et al., 2007). Para las plantas hay dos tipos
de nutrientes que son necesarios para su buen desarrollo, los macronutrientes que
son requeridos en grandes concentraciones como el azufre (S), calcio (C), fosforo
(P), magnesio (Mg), y nitrégeno (N), y por otro lado se encuentran los
micronutrientes que son requeridos en pequefias cantidades como el boro (B),
cloro (Cl), Cu, hierro (Fe), Mn, Mo, y Zn. Se consideran entre los MP a elementos
como Ag, Cd, Cu, Cr, Hg, Pb, Zn, entre otros, los que constituyen un grupo de
gran importancia, ya que algunos de ellos son esenciales para las plantas como el
Cu y Zn, pero en altas concentraciones pueden resultar téxicos (Spain y Alm,
2003; Prieto et al., 2009). También hay MP sin funcion biolégica conocida, cuya
presencia en determinadas concentraciones, provoca efectos negativos en el

funcionamiento de los érganos de las plantas.

La causa primaria del elevado nivel de toxicidad de los MP en las plantas es
debido a que poseen una gran capacidad para unirse con moléculas organicas
gque estan presentes en los suelos, las cuales son absorbidas por las raices de las
plantas, dependen de reacciones con ligandos, como las fitoquelatinas, que son
esenciales para su asimilacion, y estos ligandos estan, a su vez, presentes en
gran abundancia en las células vegetales. En este sentido, cabe destacar la gran
afinidad que muestran los MP como principales ligandos por grupos sulfhidrilo,

radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo (Navarro et al., 2007).



El resultado de estas uniones ligando-metal, puede ser muy perjudicial para la

célula, ya que le provoca diferentes dafios como los siguientes:

Interaccion con grupos funcionales de aminoacidos de proteinas:
algunos MP como el Cu, Cd, Hg y Pb, son fuertemente reactivos con
grupos sulfhidrilo, histidil y carboxilatos, presentes en cadenas laterales de
aminoacidos de proteinas estructurales y enzimas. Estos grupos son
esenciales para mantener la estructura de las proteinas. De manera que, Si
los grupos funcionales reaccionan con dichos metales, pueden producir
oxidacion, ocasionando una afectacion a la estructura de la proteina
(Gonzéles, 1997).

Formacion de radicales libres y estrés oxidativo: las células estan
expuestas siempre a un pequefio nivel de radicales libres (toxicos por su
fuerte capacidad oxidante), generados por las reacciones de iones
metalicos con perdxidos orgénicos e inorganico. En condiciones normales,
los radicales libres son controlados por un sistema antioxidante de
substancias endogenas y exdgenas, que transforman los radicales libres
en especies menos toxicas. Sin embargo, cuando los radicales libres
aumentan, se produce estrés oxidativo, provocando diversas afectaciones,
por ejemplo, la lipoperoxidacion, la cual se produce por un exceso de
radicales libres, generados por iones metélicos, que reaccionan con los
acidos grasos poli-insaturados de las membranas, alterando las
propiedades estructurales y funcionales, perdiéndose la homeostasis
celular (Gonzéles, 1997).

Efectos de dafio sobre el ADN: Estos pueden ser alteraciones
genotoxicas: mutaciones, aberraciones cromosomicas, alteraciones en la
sintesis y reparacion de acidos nucleicos y transformaciones celulares
(Navarro et al., 2007).

Inhibicion de la actividad de enzimas: algunos MP como el Cd, Hg y Pb,
son fuertes inhibidores de diferentes enzimas importantes para el correcto
desarrollo de las plantas. Dentro de estas enzimas encontramos a la
Glutation-peroxidasa, un activo componente del sistema detoxificador de
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substancias precursoras de radicales libres. Otra de las enzimas que se ve
inhibida es la nitrato reductasa, la cual se encarga de la absorcién de
nitratos y del transporte de estos de la raiz al tallo. También los MP afectan
la actividad ATPasa de la membrana plasmética, alterando la funcionalidad
de esta. Ademds, se ha visto que los MP generan desequilibrios en el
metabolismo del cloroplasto, inhibiendo la sintesis de clorofila (Gonzales,
1997; Rodriguez et al., 2008).

Otro aspecto importante que hay que considerar es la presencia simultdnea
(mezcla) de los MP, ya que sus efectos pueden ser tanto sinérgicos (la toxicidad
aumenta al mezclarse) o antagonicos (la toxicidad se reduce al mezclarse), por lo

tanto, es dificil predecir los efectos de los MP en el medio natural (Mejia, 2011).

1.6 Respuestas bioquimicas de las plantas expuestas a metales pesados
Las plantas han desarrollado distintas estrategias para evitar la toxicidad de MP.

En general, la tolerancia a metales estd determinada por la reduccion del
transporte del mismo metal al interior de la célula y/o una mayor capacidad para
secuestrar estos metales (Mejia, 2011). La raiz constituye el tejido de entrada
principal de MP en la planta, en donde los MP pueden llegar, fundamentalmente,
por un proceso de difusion en el medio, mediante un flujo masivo y por intercambio
cationico. La raiz posee cargas negativas en sus células, debido en gran medida a
la presencia de grupos carboxilo del acido péptico, las cargas negativas de estas
células de la rizo-dermis interactian con las cargas positivas de los MP presentes
en el suelo, creando un equilibrio dindmico que facilita la entrada hacia el interior

celular (Navarro et al., 2007).

El primer compartimento celular en contacto con los MP en el espacio del
apoplasto es la pared celular, donde los iones se adsorben a las cargas negativas
de la misma pared celular y se almacena gran proporcion de los MP antes de ser
absorbidos por las raices. El segundo compartimento celular en contacto con los

iones metalicos es la membrana plasmatica, la cual juega un papel muy
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importante en el transporte de los MP al interior de la célula. Los efectos iniciales
sobre la membrana citoplasmatica dependen de la actividad idnica en la superficie
externa de la plasmalema de las células radiculares. La absorciéon de metales
puede disminuir por unién a acidos organicos exudados al suelo, por los apices
radiculares o por los localizados en las paredes celulares, asi como por la

restriccion de su transporte a través de la membrana plasmatica (Mejia, 2011).

Una vez que han entrado los metales en la célula, empiezan a funcionar los
mecanismos de tolerancia que permiten soportar altas concentraciones de metal
en el simplasto y facilitan el almacenamiento de los iones téxicos en lugares no
perjudiciales para las células. Dentro de los mecanismos de tolerancia

encontramos los siguientes:

% Quelacion: proceso homeostatico en el que participan dos tipos de
moléculas: (1) moléculas transportadoras, encargadas de transferir iones
especificos de metales a organelos particulares como las vacuolas, los
cloroplastos y las mitocondrias que los requieran; y (2) los ligandos de alta
afinidad como las fitoquelatinas, los acidos organicos, las proteinas y los
aminoacidos, los cuales contribuyen a la desintoxicacion (Gonzalez y
Zapata, 2008).

% Sintesis de acidos organicos: los acidos organicos, ademas de inactivar
metales en complejos, podrian transportar metales desde el citoplasma a la
vacuola, donde el acido seria devuelto al citoplasma y el metal retenido en
complejos inactivos (Gonzales, 1997).

s Compartamentalizacion: proceso por el cual, el complejo ligando-metal
gueda retenido en la vacuola (Navarro et al., 2007).

% Fitoquelatinas (FQs): el mecanismo de accién de las FQs consiste en la
formacion de complejos no toxicos con iones de metales mediante la
interaccion con los grupos tioles de cisteina, formando un complejo FQ-
metal, el cual se une a iones sulfuro en el citosol. Posteriormente, estas

moléculas atraviesan el tonoplasto y una vez dentro de las vacuolas, los



acidos orgénicos presentes (malato, citrato, oxalato) retienen a los iones de
los metales y disocian el complejo FQ-metal (Gonzalez y Zapata, 2008).

s Mecanismos de reparacion celular: son los mecanismos que, en
respuesta al deterioro sufrido, restablecen las caracteristicas iniciales de la
planta, que actlan como proteccion y reparacion de proteinas (Navarro et
al., 2007).

Debido a que algunas plantas han desarrollado diferentes respuestas como las
mencionadas anteriormente, han logrado establecerse en estos sitios
contaminados por MP, de ahi la importancia de utilizarlas en procesos de

biorremediacion y fitorremediacién de suelos contaminados con MP.

1.7 Biorremediacion y fitorremediacién de suelos contaminados por metales
pesados
El concepto de biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistemas

que utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, entre otros), para
remover (extraer), degradar (biodegradar) o transformar (biotransformar)
compuestos organicos toxicos en productos metabolicos menos téxicos o indcuos
(Velasco y Volke, 2003).

Dentro de la biorremediaciéon encontramos a la fitorremediacion, la cual se basa en
el uso conjunto de plantas y/o técnicas agrondmicas para eliminar, retener o
disminuir la toxicidad de los contaminantes del suelo. Este grupo de fitotecnologias
relne un gran numero de ventajas ya que no utilizan reactivos quimicos
peligrosos, ni afectan negativamente a la estructura del suelo, sélo se aplican
practicas agricolas comunes; ademas, el proceso se realiza 'in situ' evitando

costos de transporte (Carpena y Bernal, 2007).

La fitorremediacion se divide en varios tipos (Figura 1), dependiendo de los tipos
de contaminantes a remediar, entre los que se distinguen los siguientes (Lopez et
al., 2005):
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» Fito-extraccion: también llamada Fito-acumulacion, estd basada en la
capacidad de algunas plantas para bioacumular contaminantes en sus
raices, tallos o follaje, principalmente en el follaje.

» Fito-estabilizacién: es el uso de ciertas especies y/o enmiendas para
inmovilizar los contaminantes a través de la bioacumulacion de la raiz, este
proceso reduce la movilidad del contaminante y evita la migracion al agua o
el aire y reduce la biodisponibilidad del contaminante.

» Fito-degradacion o rizo-degradacion: consiste en la transformacion de los
contaminantes organicos en moléculas mas simples.

» Fito-volatilizacién: consiste en la absorcion y transpiracion de un
contaminante por la planta, los contaminantes son absorbidos,
metabolizados y transportados desde la raiz a las partes superiores, donde

se liberan a la atmdsfera en formas volatiles menos téxicas.

extraccion estabilizacion degradacion volatilizacion

Figura 1. Tipos de fitorremediacion.

Dentro de los tipos de fitorremediacion mencionados anteriormente, la
fitoextraccién y fitoestabilizacién son las dos opciones mas utilizadas en cuanto a
la remediacion de MP. En suelos con contaminacion polimetalica la técnica que
presenta mas ventajas y un menor riesgo ambiental, ya que reduce el transporte
de los contaminantes del suelo, agua o aire, es la fitoestabilizacion (Abreu y
Magalhdes, 2009). Esta técnica se utiliza para reducir la movilidad y la
biodisponibilidad de los contaminantes en el medio ambiente, evitando asi su
migracion al agua subterranea (lixiviacion) o su entrada en la cadena alimentaria

(Erakhrumen, 2007). La fitoestabilizacion ocurre de manera natural en las plantas
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que colonizan areas degradadas, como los sitios contaminados por metales. Sin
embargo, debido a las caracteristicas adversas de los suelos (falta de nutrientes,
elevado contenido de MP, acidez, entre otros), el desarrollo y colonizacién de las
especies vegetales es dificil, ocasionando que la mayoria de las plantas tengan un
crecimiento lento y una baja produccion de biomasa (Aran, 2017).

El método que se busca para la remediacion de suelos contaminados por MP
seria aquel que trate de estabilizar los contaminantes de una forma efectiva,
barata y sin afectar las propiedades de suelo (Cabrera, 2005). Por lo tanto, para
tener una buena fitorremediacion de suelos contaminados con MP, es necesaria la
combinacién con otras técnicas, como la aplicacién de enmiendas que ayuden a
las plantas en su desarrollo y supervivencia en estos sitios contaminados (Santos
et al., 2014). La fitoestabilizacién en conjunto con otras enmiendas son técnicas
prometedoras y de bajo impacto, ya que la adicibn de enmiendas al suelo y el
establecimiento de plantas dan un enfoque mas natural y amigable con el medio
ambiente, en comparacion con otros métodos de remediacion de suelos

contaminados por MP (Cabrera, 2005).

1.8 Estabilizacién quimica
Una de las formas para estabilizar MP consiste en agregar enmiendas organicas e

inorganicas al suelo para que interaccionen con los MP formando compuestos
altamente insolubles o absorbiéndolos, de tal manera que no estén biodisponibles
para las plantas, animales y humanos, esta técnica se conoce como estabilizacion
quimica (Valles y Alarcéon, 2008). Las enmiendas incluyen materiales como
algunos fertilizantes, éxidos de hierro y manganeso, materia organica, composta,
estiércol, minerales naturales, entre otros (Pérez et al., 2008). El uso de
enmiendas contribuye con diversos efectos positivos sobre los suelos, entre las
gue destacan, el incremento en el contenido de nutrientes, asi como la retencién
y/o inmovilizacion de contaminantes como los MP (Xu et al., 2013). En los ultimos
afos, se ha prestado gran interés en la aplicacion de biocarbén como enmienda

organica a suelos contaminados por MP debido a las interacciones y absorcion
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que éste presenta sobre los MP minimizando su biodisponibilidad (Puga et al.,
2015).

1.9 Biocarbén como enmienda organica para la captacién de metales
Una alternativa al empleo de enmiendas es la aplicacion de éstas para la retencion

o inmovilizacion de contaminantes (Aran, 2017). Dentro de las enmiendas mas
utilizadas, el biocarbdén es una alternativa para hacer mas eficiente el proceso de
fitorremediacion (fitoestabilizacion) (Santos et al., 2014).

El biocarbdén es un material rico en carbono que se obtienen a partir de la
degradacion térmica en ausencia de oxigeno (pirdlisis) de distintos materiales
organicos, por ejemplo, astillas de madera, estiércol animal y residuos de cultivos,
entre otros. Los biocarbones se caracterizan por presentar una alta porosidad,
elevada superficie especifica y una densidad alta de grupos funcionales reactivos
(Tang et al., 2013). Se han descrito diversas ventajas que ofrece el biocarbon al
utilizarse como enmienda, por ejemplo, capacidad de mejorar la eficiencia del uso
de fertilizantes y la produccién de cultivos (Huang et al., 2018), ayuda a mitigar las
emisiones de efecto invernadero (dioxido de carbono y 6xido nitroso) (Lu et al.,
2014) y presenta un elevado potencial para la recuperacion de suelos
contaminados, ya que puede reducir la biodisponibilidad de MP. (Aran, 2017).
Entre los principales mecanismos de reaccidén o interaccién de los biocarbones
con los MP, estan las interacciones electrostéticas, intercambio idnico,
precipitacion o co-precipitacion superficial y la adsorcion (Xu et al., 2013; Puga et
al., 2015). Una caracteristica especifica del biocarbén es que su produccién trata
de ser sustentable y de reducir gastos de produccién, para que pueda ser rentable
para la aplicacion en la remediacion de suelos contaminados con MP (Soria,
2016).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios en Huautla, Morelos sobre la bioacumulacion de metales
pesados en especies vegetales acumuladoras
En el municipio de Tlaquiltenango, Morelos, especificamente en el poblado de

Huautla, durante los siglos XVIII y XIX se explotaron las minas: San Francisco,
Santa Ana, Plomosa, Reforma, Animas y San Esteban (Velasco et al., 2004).
Durante los afios 50, la compaiia “Exploradora de Minas, S.A.” explot6 las minas
de Tlalchichilpa, Santiago, Peregrina y Nueva Peregrinacuatro. Posteriormente,
entre 1976 y 1988, la empresa “Rosario de México, S.A.” obtuvo una produccién
entre 140 y 190 toneladas Ag, Pb y Zn diarias (Velasco et al., 2004). En la
actualidad esta zona se encuentra inactiva, debido a la caida del precio de la plata
en 1992; posteriormente, en 1999 se decretd a la Sierra de Huautla como area
natural protegida federal (Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla) (Velasco et
al., 2004; Dorado et al., 2005).

En la regidbn de Huautla, existen alrededor de 780 mil toneladas de jales
abandonados ricos en MP como As, Cd y Pb. Estos residuos se encuentran a la
intemperie y al borde de un arroyo de temporal (Arroyo Chico), el cual se une con
los arroyos Juchitan, Salitre y Atlipa, para formar el Arroyo Grande que
desemboca en el Rio Amacuzac. Debido a lo anterior, existe una gran posibilidad
que, durante la temporada de lluvias, estos metales se lixivien hacia los cuerpos
de agua cercanos Yy, por lo tanto, se transporten hacia otras regiones (Velasco et
al., 2004). De acuerdo con lo reportado por SEMARNAT (2004, 2005), los jales de
Huautla contienen elevadas concentraciones de Pb (hasta 3,340 mg/Kg) y As
(hasta 274 mg/Kg) rebasando los limites maximos permisibles de la Norma Oficial
Mexicana-147-SSA1-2004 que establece, para As (22 mg/Kg de suelo residencial
y 260 mg/Kg para suelo industrial) y para Pb (200 mg/Kg en suelo residencial y
800 mg/Kg para suelo industrial). Ademas de las elevadas concentraciones de Pb
y As, los jales de Huautla contienen otros metales como Cr, Cd, Cu y Zn, estos
metales se encuentran biodisponibles, lo que facilita su bioacumulacion en la biota
circundante, provocando afectaciones en diferentes niveles de organizacion

bioldgica (Mussali-Galante et al., 2013). En un estudio realizado por Solis (2016),
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reporta los porcentajes de biodisponibilidad de los metales en los jales de Huautla,

siguiendo el siguiente orden: Cu>Pb>Zn>Mn>Cd>Fe.

En los jales de Huautla, Morelos se han realizado diversos estudios con especies

animales y vegetales. Dentro de los trabajos con especies vegetales, se menciona

que algunas plantas pueden bioacumular MP en sus estructuras, las cuales

podrian utilizarse en procesos de fitorremediacion, asi también se mencionan los

diferentes efectos negativos que producen los MP al ser bioacumulados por las

plantas (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios realizados en la localidad de Huautla, Morelos con especies vegetales
dominantes y acumuladoras de metales pesados.

Especie de  Bioacumulacion Resultados Autor y afio
estudio de Metales
Sanvitalia Fe, Pb, Zny Cd *Mayor bioacumulacién de metales en raiz Rosas, 2018

procumbens

Prosopis
laevigata Pb, Cuy Zn

Prosopis Fe, Pb, Zny Cu
laevigata

Vachellia Cr,Cu, Fe, Pby
farnesiana Zn

Pithecellobium Pb, Cuy Zn
dulce

gue en tejido foliar.
*Reduccién de caracteres morfolégicos y
clorofila en individuos provenientes de sitio
testigo y expuesto.

*Reduccién de caracteres morfoldgicos en Hernandez,
individuos expuestos a MP. 2014
*Mayor dafio genético en individuos Murillo, 2015

expuestos a MP.
*No hubo diferencias en diversidad genética  Fuentes, 2017
en individuos expuestos a MP con respecto

a los testigos

*Mayor bioacumulacién de metales en tejido Muro et al.,

foliar que en raiz. 2020
*Mayor dafio genético en plantas expuestas.
*Menor No. De hojas en plantas expuestas.

*Reduccion en el contenido de clorofila en

plantas expuestas.

*Capacidad fitorremediadora de Fe, Zn, Cuy

Pb.
*Reduccién de los caracteres macro- Santoyo et al.,
morfoldgicos de los individuos expuestos. 2020

*Menor biomasa de hojas frescas y secas en
individuos expuestos.
*Capacidad fitorremediadora de Pb, Cry Cu.

Mayor dafio genético y una reduccién en Castafieda,
caracteres morfologicos en individuos 2016
expuestos.

Hierro (Fe), Cromo (Cr), Cadmio (Cd), Plomo (Pb), Cobre (Cu), Zinc (Zn), Metales Pesados (MP)
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En la tabla 1, se describen algunas especies vegetales que habitan en los jales de
Huautla, las cuales pueden bioacumular MP como Fe, Cd, Cr, Cu, Pb y Zn en
tejido de raiz y hoja, ademas se muestra un patron de reduccion en los caracteres
morfolégicos y un aumento significativo sobre el dafio genético en individuos

asociados a los jales con respecto a los individuos del sitio testigo.

En un estudio realizado por Martinez (2009), donde evaluo la riqgueza y diversidad
de especies vegetales asociadas a los jales de Huautla, reportando una
disminucién en su riqueza y diversidad con respecto a un sitio testigo, encontrando
19 especies contenidas en 10 familias en los jales, en contraste en el sitio testigo
se reportaron 78 especies contenidas en 27 familias. Dentro de las especies
vegetales que se reportaron asociadas a los jales, se encuentra Sanvitalia
procumbens y Crotalaria pumila. Ambas especies son herbaceas, perteneciendo la

primera a la familia Asteraceae y la segunda a la familia Fabaceae.

2.2 Sanvitalia procumbens como especie para fitorremediar suelos
contaminados con metales pesados
Se ha reportado que S. procumbens puede bioacumular diferentes MP como Pb,

Zn y Cd. Cho-Ruk et al. (2006) analizaron la bioacumulacion de Pb (75 mg/Kg) en
tres especies vegetales en condiciones de invernadero. Una de estas especies fue
S. procumbens, que fue la segunda en acumular mayor concentracion de Pb en
todo el tejido vegetal con 12.33 mg/Kg, absorbiendo un 16.44% de Pb total del
suelo. Asimismo, Gonzalez y Gonzalez (2006) analizaron la bioacumulacion
especies vegetales asociadas a jales de Zacatecas contaminados con Ni, Pb, Cu,
Zn y Cd, entre las especies encontradas estaba S. procumbens, la cual
bioacumulé 71 mg/Kg de Pb y 400 mg/Kg de Zn en tejido de raiz de la planta.
También, Shi et al. (2016), realizaron un estudio con 18 especies vegetales (entre
ellas S. procumbens), para ver la bioacumulaciéon y crecimiento de respuesta
frente al Cd a diferentes concentraciones (2 y 10 mg/Kg de Cd) en condiciones de

invernadero, encontrando que las 18 especies bioacumulan diferentes cantidades
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de Cd, estos autores clasificaron a S. procumbens entre las especies de

indicadoras a acumuladoras de Cd.

En otro estudio, Del Pilar Ortega et al. (2010) evaluaron la riqueza de especies
vegetales asociada a cinco sitios de desecho de minas en Zimapan, Hidalgo (2
sitios de repoblacion forestal inducida por los habitantes y 3 sitios de sucesion
vegetal natural), encontrando a S. procumbens como una de las pocas especies
gue estaba en mas de 1 sitio (2 sitios, en un sitio de repoblacion forestal inducida
por el hombre y en un sitio de sucesion vegetal natural), siendo la familia

Asteraceae, la mas representada con 11 especies de un total de 66.

2.3 Crotalaria pumila como especie para ser utilizada en procesos de
fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados
Se ha reportado que C. pumila crece y puede acumular diferentes metales en sus

estructuras. En un estudio realizado por Noguez et al. (2017) observaron que C.
pumila fue una de dos especies pioneras en establecerse en sitios contaminados
por residuos mineros, mencionando que es dificil que las plantas se establezcan
en sitios contaminados debido a las condiciones desfavorables que presentan, por
lo que, sblo algunas especies son capaces de crecer y desarrollarse en estas
condiciones, sin embargo C. pumila es una especie que puede crecer y
desarrollarse en estos sitios. En otro estudio realizado por Sanchez et al. (2017)
evaluaron el potencial de diferentes especies vegetales silvestres en la
remediacion de 2 sitios contaminados por MP (Cd, Co, Cu, Ni, Pb y Zn) que se
encuentran en Zimapan, Hidalgo, los autores reportan 12 especies vegetales que
crecen en esta zona contaminada, entre las que se encuentra C. pumila, la cual
reportaron como fitoextractora de Zn, bioacumulando mayor concentracion en
tejido aéreo con respecto a la raiz, asi mismo se reporté que bioacumulo otros

metales como Cd, Cuy Pb en la raiz y tejido foliar.
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2.4 Biocarb6n como enmienda para la fitoestabilizacion de metales pesados
Diversos estudios han evaluado la utilizacion de biocarbén como enmienda para la

fitoestabilizacion de suelos contaminados con MP. Dentro de estos estudios
encontramos el realizado por Lu et al. (2017) donde analizaron los efectos de dos
biocarbones obtenidos a partir de bamblu y paja de arroz, los cuales fueron
adicionados a un suelo contaminado con Cd, Cu, Pb y Zn, reportando que la
aplicacion de biocarbdn redujo significativamente la concentracion de los metales
mencionados anteriormente del suelo, en comparacién con el tratamiento testigo
(sin biocarbdn). La tasa de aplicacion de biocarbén al 5%, dio como resultado una
mayor extraccion de MP con respecto a la aplicacion de 1% de biocarbon.
Asimismo, el biocarbén obtenido de la paja de arroz, fue mas efectivo para reducir
las concentraciones de MP que el biocarb6n de bambu. De igual manera, Puga et
al. (2015) evaluaron si el biocarbon obtenido a partir de cafia de azucar podria
reducir la movilidad de MP y mejorar el crecimiento en plantas (Canavalia
ensiformis y Mucuna aterrima) cultivadas en un suelo minero contaminado con
(Cd, Pb y Zn). Los resultados obtenidos reportan que el biocarbén provocéd una
reduccion de los MP biodisponibles en el suelo, con un 54% para Cd, 50% para Pb
y 57% para Zn en la aplicacion més alta de biocarbon, la cual fue de un 5%. Por
otra parte, Nawad et al. (2018) analizaron la influencia en la aplicacién de
enmiendas organicas (biocarbon, turba de musgo y estiércol de granja) a
diferentes dosis de aplicacion (1%, 2% y 5%) en suelos agricolas afectados por
mineria en plantas de chile (Capsicum annum) y chicharo (Pisum sativum). Los
resultados mostraron que los suelos modificados con biocarbén al 5%
disminuyeron eficientemente la concentracién biodisponible de metales (As, Cd,
Cr, Ni, Pb y Zn) en comparacién con la turba de musgo, el estiércol de granja y el
testigo. Por otra parte, Chen et al. (2018) realizaron un metaanalisis de los efectos
gue tiene el biocarbon en la biodisponibilidad de MP en el suelo y su absorcion en
plantas. En total, de los 74 articulos cientificos analizados, se reportdé que el
biocarbon redujo las concentraciones promedio de MP en el tejido vegetal en
comparacion con las plantas cultivadas en suelos sin biocarbon. Ademas,

reportaron que las concentraciones medias de Cd, Cu, Pb y Zn en los tejidos
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vegetales disminuyeron en un 38, 39, 25 y 17% respectivamente, cuando las

plantas fueron crecidas en suelo con agregacion de biocarbén.

3. JUSTIFICACION
Debido a que la actividad minera genera gran cantidad de residuos mineros que

contienen elementos potencialmente toxicos como los metales pesados, y en la
mayoria de los casos, estos residuos no tienen ningun tipo de tratamiento, como el
caso de Huautla, Morelos donde se han documentado efectos negativos sobre la
biota circundante derivado de la exposicion ambiental a metales. Es necesario
contar con técnicas efectivas de fitorremediacion para mitigar el efecto de los
metales sobre el ambiente. En este trabajo se propone utilizar biocarb6n como
enmienda organica, el cual se ha descrito como un agente efectivo para
inmovilizar metales pesados, para incrementar el rendimiento de fitoestabilizacion

de metales pesados de los jales de Huautla, Morelos.

4. HIPOTESIS
Si los jales de Huautla, Morelos contienen metales pesados biodisponibles, los

cuales son bioacumulados por diferentes especies vegetales, entonces se espera
que al agregar biocarb6on como enmienda organica al sustrato jale, disminuya
dicha biodisponibilidad, es decir, que las especies vegetales (Sanvitalia
procumbens y Crotalaria pumila) bioacumulen menores concentraciones de
metales pesados conforme se aumenta la proporcion de biocarb6n en el sustrato
jale. Asi mismo se espera que ambas especies vegetales al crecer en sustrato jale
con diferentes proporciones de biocarbon, produzcan mayor biomasa que las

plantas crecidas solo en sustrato jale.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la fitoestabilizacidon de jales contaminados con metales pesados utilizando
biocarbén incorporado al sustrato jale con las especies vegetales Sanvitalia

procumbens y Crotalaria pumila en condiciones de invernadero.

5.2 Objetivos particulares
1. Evaluar la biomasa de los individuos de S. procumbens y C. pumila

crecidos en sustrato jale con diferentes proporciones de biocarbon.

2. Determinar la concentracion de metales pesados (Cd, Cu, Fe, Pb y Zn) en
tejido de raiz y foliar de los individuos de S. procumbens y C. pumila

crecidos en sustrato jale con diferentes proporciones de biocarbdn.

3. Determinar el analisis fisicoquimico del biocarbén proveniente de la cascara

de coco.

6. METODOLOGIA

6.1 Especies de estudio

Sanvitalia procumbens Lam (Figura 2) es una planta perteneciente a la familia
Asteraceae, se le conoce generalmente con otros nombres como: ojo de gallina,
ojo de pollo, entre otros. Originaria de México y Centroamérica, es una hierba
anual (florece de junio a noviembre) puede ser rastrera o erguida, llegando a
formas de matas, puede alcanzar una altura maxima de 50 cm, con una anchura
de 75 a 100 cm. Presenta un tallo generalmente ramificado, liso o estriado,
pubescentes. Sus hojas son alargadas de hasta 5 cm. Sus flores son amarillo-
anaranjado con el centro de color puUrpura-marron oscuro, parecidas a las del
girasol (CONABIO, 2009).

Esta especie prefiere un suelo arenoso y ligero con un buen drenaje,

moderadamente hiumedo. Tiene una resistencia leve a heladas. Crece expuesta al
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sol, pero también puede crecer a la sombra. Planta cultivada en huertos familiares,
crece a orilla de caminos, en terrenos de cultivo abandonados, zonas urbanas o
en sitios con vegetacion perturbada de bosques tropicales caducifolio vy
subcaducifolio, matorral xerofilo, pastizal, bosque espinoso, bosque mesofilo de
montafia, bosques de encino, de pino y mixto de pino-encino. Puede usarse como
planta ornamental, crecida en macetas o cestas colgantes. Tiene una importancia
en la apicultura, ya que es productora de néctar, su principal polinizador son las
abejas, por lo que estas, pueden ser un medio para la dispersion del polen, junto
con el viento y la lluvia (SAGAR, 2010).

Figura 2. Sanvitalia procumbens Lam en los jales de Huautla, Morelos

Pruebas in vitro, confirman la actividad amebicida del ojo de gallina, por lo que su
uso tradicional para tratar problemas de diarrea y disenteria ha sido confirmado

con evidencias cientificas (Martinez, 2013).

Por otro lado, tenemos a Crotalaria pumila Ort (Figura 3), perteneciente a la familia
Fabaceae. Esta leguminosa nativa de las orillas de parcelas y caminos, y arvense
de milpas, se encuentra distribuida desde sur de Estados Unidos hasta
Sudameérica, es una hierba erguida, ramificada, de 30 a 50 cm de altura, su tallo
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esta cubierto por pelos rectos, a simple vista parece no tener pelos, sus hojas son
trifolioladas con flores dispuestas en racimos y estos con pocas flores, sus flores
miden 1 cm de largo, el fruto es una legumbre inflada, oblonga, de 15 mm de largo
por 8 mm de didmetro, con semillas asimétricamente reniforme, de 1.5 a 2.6 mm
de largo y 1.7 a 2.8 mm de ancho. Las plantulas tienen hipocatilo cilindrico de
hasta 27 mm de largo; cotiledones de lamina eliptica de 8 a9 mm de largoy 4.5 a
5 mm de ancho; epicétilo 10 a 13 mm de largo, con pelos; hojas alternas,

compuestas (Espinosa y Sarukhén, 1997; Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Esta especie crece en sitios con vegetacion de pastizal, orillas de canales y lotes
baldios, en selva tropical caducifolia, pero también en bosque de pino-encino y
bosque tropical perennifolio, es comun en suelos humedos. Su ciclo de vida es
anual o perenne de vida corta, florece y fructifica de mayo a diciembre. Tiene un
uso principalmente comestible y su cultivo se promueve con fines de
autoconsumo, aunque se comercializa de manera regional (Maldonado, 1997;
CONABIO, 2009).

Figura 3: Crotalaria pumila Ort

22



6.2 Sitios de estudio

6.2.1 Sitio Expuesto

El sitio expuesto (Figura 4) se localiza en el poblado de Huautla, que pertenece al
municipio de Tlaquiltenango, Morelos. En este sitio existen lugares contaminados
(jales) derivados de la actividad minera que existid, los cuales se encuentran
dentro de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla. Este sitio presenta un clima
templado subhimedo con lluvias en verano y una precipitacion media anual de
900 mm, la temperatura media anual supera los 22°C, siendo el bosque tropical
caducifolio la vegetacion predominante en los sitios, los cuales se caracteriza por
presentar una marcada estacionalidad donde los &rboles no superan los 15 m de
altura y pierden las hojas en la temporada seca (Dorado et al., 2005; Rzedowski,

2006).

MEXICO P
s

bl

MORELOS

I sitio Testigo (Quilamula) TLALQUILTENANGO

M sitio Expuesto (Huautla)

B Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla

Figura 4. Mapa de los sitios de estudio

En estos sitios se explotaron principalmente Pb, Zn y As que, durante el proceso
de extraccion, se generaron por décadas residuos provenientes de esta actividad,
formando jales. El jale 1 se encuentra a 18°26°36.37"N-99°01"26.71"0 localizado a
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500 m del poblado, mientras que el jale 2 se localiza a 18°26°22.62"'N-
99°01'51.71"0 y se encuentra a 1,000 m del poblado.

6.2.2 Sitio Testigo
Este sitio (Figura 4) se localiza en el poblado de Quilamula, en el municipio de

Tlaquiltenango, Morelos, en las coordenadas 18°30°52"'N y 98°59°59°0, presenta
una altitud de 1,100 msnm. Se estableci6é este sitio ya que presenta condiciones
geograficas y climaticas, y tipo de vegetacion similar a las del poblado de Huautla,
con la diferencia de que en estos sitios no hay actividad minera, ni posee residuos

provenientes de esta actividad.

6.3 Identificacion y colecta de semillas de las especies de estudio
Para la identificacibn de la especie, se conté con apoyo de fotografias y

ejemplares que se encuentran en el herbario del Centro de Investigacion en
Biodiversidad y Conservacion (CIByC) de la UAEM.

Se colectaron semillas del sitio testigo (Quilamula), ya que de acuerdo con el
trabajo de Rosas (2018), estas semillas bioacumulan mayor concentracion de MP

que las semillas del sitio expuesto (jales).

La colecta de semillas se realiz6 siguiendo el protocolo de Gold et al. (2004), quien
sugiere colectar semillas de al menos 50 plantas distribuidas al azar, para tomar la
mayor parte de la diversidad genética de la poblacién colectada y que esté
representada en la muestra. Una vez colectadas las semillas en bolsas de papel
estraza, se etiquetaron y se transportaron al Laboratorio de Investigaciones
Ambientales (LIA) del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB) de la
UAEM.

24



6.4 Colecta de sustrato del sitio expuesto
Se colecté aproximadamente 200 Kg de sustrato tanto del jale 1 como del jale 2

(estos dos jales son lo que mas se han estudiado debido a su localizacion cercana
al poblado) a una profundidad de 0 a 30 cm, con una pala de acero inoxidable
para evitar cualquier tipo de contaminacion. El sustrato fue colocado en costales
para su posterior traslado al invernadero del CIByC, UAEM. El sustrato se
homogeneiz6 con ambas muestras, tanto del jale 1 como del jale 2 con el
propdsito de que esté mejor representado el sustrato de los jales que se

encuentran en esta region.

6.5 Germinacion de semillas
Las semillas primero se germinaron en charolas de germinacion con sustrato Peat

Moss, posteriormente se esperaron 15 dias para el trasplante a macetas de 1 Kg,
las cuales se llenaron con diferentes proporciones de jale y de biocarbdn, teniendo
cuatro tratamientos, para la especie Crotalaria pumila fueron: 1) 100% de jale, 2)
87.5% de jale y 12.5% de biocarbdn, 3) 75% de jale y 25% de biocarbén y 4) 50%
de jale y 50% de biocarbon, y para la especie Sanvitalia procumbens fueron: 1):
100% de jale, 2): 93.75% de jale y 6.25% de biocarbon, 3): 87.5% de jale y 12.5%
de biocarbon y 4): 75% de jale y 25% de biocarbdén. En cada tratamiento se obtuvo
36 plantas, por lo que se obtuvo un total de 144 plantas por los cuatro
tratamientos, cada mes (30 dias) se realiz6 un corte de seis plantas por
tratamiento, lo que nos dio un total de 24 plantas que fueron sacrificadas en cada
corte. Los cortes se realizaron durante 5-6 meses, que es lo que

aproximadamente dura el ciclo de vida de estas especies vegetales.

6.6 Produccion de Biocarbén
Se realizo la produccion de biocarbon (Figura 5), la cual se llevdé a cabo en las

instalaciones de la planta de gasificacion de la Universidad Nacional Autonoma de
México, SAGARPA. La fuente que se utilizé para la produccién de biocarbon fue la

materia organica de cascara de coco. La temperatura en la que se realiz6 la
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pirolisis fue a 600°C. Una vez obtenido el biocarbén, se enfrié con agua de llave, y
posterior al enfriamiento, se coloco en costales para su traslado al invernadero del
CIByC de la UAEM. Posteriormente, se puso a secar a temperatura ambiente por
una semana y se procedio a romperlo en fragmentos pequefios para llevar a cabo
el llenado de las macetas con las proporciones antes mencionadas de jale y

biocarboén.

Figura 5. Produccién de biocarb6n instalaciones de la planta de gasificacién de la Universidad
Nacional Auténoma de México, SAGARPA

6.7 Medicion de metales pesados en raiz y tejido foliar
En cada corte se medi6 la bioacumulacién de MP (Cd, Cu, Fe, Pby Zn) en raiz y

tejido foliar de la siguiente manera:

Una vez realizado el corte, las raices y el tejido foliar se pusieron en una estufa a
60°C por 48 horas para su secado hasta obtener un peso constante,
posteriormente se tomaron 0.25 g de cada una de las muestras (raiz y tejido foliar)
y se le adicionaron 10 mL de &cido nitrico (HNOs) para la digestién acida en el
digestor de microondas EPA-3051 o por digestion manual en campana de
extraccion. Una vez realizada la digestion, cada muestra se dejé enfriar y se filtro
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en matraces aforados de 50 mL, se aforaron con agua destilada y por ultimo se
realizo la lectura de las muestras en el espectrofotometro de absorcion atomica
(GBC-908-AA, Cientific Equipment), las muestras se realizaron por triplicado. Los
metales analizados y las condiciones analiticas de medicion se presentan en la
Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones analiticas de medicién del espectrofotometro de absorcion atomica (Manual
de uso del espectrofotémetro de absorcion atomica, GBC CIENTIFIC EQUIPMENT)

Metal L. D. (mg/l) Longitud de Rango de Trabajo Sensibilidad
Onda (nm) Optimo (pg/ml) (ng/ml)
Cd 0.0004 228.8 0.2-1.8 0.009
Cu 0.001 324.7 1-5 0.025
Fe 0.005 248.3 2-9 0.05
Pb 0.01 217.0 2.5-20 0.06
Zn 0.0005 213.9 0.4-15 0.008

L.D.= Limite detectable, Cd= Cadmio, Cu= Cobre, Fe= Hierro, Pb= Plomo y Zn= Zinc

6.8 Medicion de biomasa
En cada corte, se medi6 la biomasa tanto de raiz como de tejido foliar. La

obtencion de los pesos frescos de tejido de raiz y tejido foliar se realizd
inmediatamente realizado el corte, se pesaron en una balanza analitica,
posteriormente, el tejido de raiz y foliar se colocaron en una estufa a 60°C por 48
horas y posteriormente de pesaron para la obtencién de peso seco.

6.9 Andlisis fisicoquimico del biocarbdn.
El analisis fisicoquimico del biocarbon se realizd6 mediante lo sefialado en la norma

oficial mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000, que establece las especificaciones
de fertilidad, salinidad y clasificacion suelos. Estudios, muestreo y analisis. Debido
a gue no hay una norma para el analisis del biocarbon se tomé el sustrato de
biocarbén como suelo. Los parametros que se midieron fueron, pH, porcentaje de

materia organica, nitrégeno total, fésforo total y carbono.
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6.9.1 pH
El pH es una medida de la acidez o basicidad de una solucion y es la

concentracion de iones o cationes hidrogeno (H*) presentes en una determinada
sustancia. El grado de acidez o alcalinidad de un suelo, se expresa en términos de
la escala de pH, de 0 a 14. El pH se midi6 por el método electrométrico, que se
basa en la determinacion de la actividad de ion H mediante el uso un electrodo
cuya membrana es sensitiva al H*. (NOM-021-SEMARNAT-2000).

El pH es una de las medidas mas comunes e importantes de los analisis quimicos
rutinarios del suelo, ya que controla reacciones quimicas y bioldgicas en el suelo.
La determinacion del pH se llevd a cabo de la siguiente manera: el potenciémetro
se calibr6 mediante el uso de los buffers de pH 4, 7 y 10, después se midié en una
suspension de biocarbon: agua 1:5, esto quiere decir, se tomaron 10 g de
biocarbén y se colocaron en vasos precipitados, esto se realizo por triplicado. Se
adicionaron 50 ml de agua destilada, se taparon y se sometieron a agitacién por
30 minutos para posteriormente medirse las muestras en el potenciometro (Ortiz et
al., 1993). Los resultados obtenidos fueron clasificados segun la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de pH de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000

Clasificacion pH
Fuertemente acido <5
Moderadamente acido 51-65
Neutro 6.6 -7.3
Medianamente alcalino 7.4—8.5
Fuertemente alcalino >8.5

6.9.2 Materia organica
La materia organica (M.O.) del suelo se define como la fraccion del suelo que

incluye residuos vegetales y animales en diferentes estados de descompaosicion,
tejidos y células que viven en el suelo y sustancias producidas por los mismos. El

fraccionamiento de la M.O. del suelo puede proveer informacién sobre el ciclado
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de diferentes materiales organicos y sus caracteristicas funcionales y estructurales
(Ortiz et al., 1993).

La determinacion de la M.O. se evalu6 a través del contenido de carbono organico
con el método de Walkley y Black. Este método se basa en la oxidacion del
carbono organico por medio de una disolucion de dicromato de potasio y el calor
de reaccion que se genera al mezclarla con acido sulfurico concentrado. Después
de un cierto tiempo de espera la mezcla se diluye, se adiciona acido fosforico para
evitar interferencias de Fe3'y el dicromato de potasio residual es valorado son
sulfato ferroso. Con este procedimiento se detecta entre un 70 y 84% del carbon
organico total por lo que es necesario introducir un factor de correccion, el cual
puede variar entre suelo y suelo. En suelos de México se recomienda utilizar el
factor 1.298 (1/0.77) de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000. Los
resultados fueron obtenidos clasificados de acuerdo con los valores de referencia
de la norma antes mencionada (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de referencia para clasificar la concentracion de MO (NOM-021-SEMARNAT-
2000).

Clase Materia organica (%) Suelos no volcanicos
Suelos volcanicos
Muy bajo <4.0 <05
Bajo 41-6.0 06-15
Medio 6.1 -10.9 1.6-35
Alto 11.0-16.0 3.6-6.0
Muy alto >16.1 > 6.0

6.9.3 Nitrogeno total
El crecimiento de las plantas esta limitado en mayor proporcion por el contenido

de nitrégeno del suelo donde crecen, que por otros elementos. El nitrégeno total
se evalué mediante el procedimiento de Kjeldahl, el cual se basa en una digestion
para convertir el nitrogeno organico a NHa4*, por ebullicion del suelo con acido
sulftrico, y de una destilaciéon de la digestion con una base concentrada para

determinar el amonio a partir de la cantidad de amoniaco liberado en este proceso
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(Ortiz et al., 1993). Los resultados obtenidos fueron clasificados de acuerdo con la
NOM-021-SEMARNAT-2000 (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de referencia para clasificar el nitrégeno de suelo (NOM-021-SEMARNAT-2000).

Clase Nitrégeno en el suelo mg/Kg?
Muy bajo 0-10
Bajo 10-20
Medio 20 -40
Alto 40 - 60
Muy alto > 60

6.9.4 Fosforo
El fésforo es un constituyente esencial en toda célula viviente, donde participa con

los acidos nucleicos para propésitos de reproduccién, con los compuestos
estructurales y con la conservacion y transformacién de la energia de las
reacciones metabdlicas que se llevan a cabo (Ortiz et al., 1993). La determinacién
del fosforo se realiz6 mediante el procedimiento de Olsen. Este método consiste
en una solucion de NaHCO3 0.5 M ajustada a un pH de 8.5. Posteriormente se
realizo la determinacion cuantitativa del elemento en esa solucién. Los resultados
obtenidos fueron clasificados segun la NOM-021-SEMARNAT-2000 (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de referencia para clasificar el fésforo de suelo (NOM-021-SEMARNAT-2000).

Clase mg/Kgtde P
Bajo <55
Medio 55-11
Alto >11

6.10 Analisis estadisticos
Mediante los procesos de medicion descritos anteriormente, se obtuvieron los

datos de pesos frescos y secos de raiz y hojas de C. pumila y S. procumbens, asi

como de la bioacumulacion de metales pesados en dichos érganos.
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Los datos se sometieron a pruebas para verificar su normalidad (Shapiro Wilks) y
homogeneidad de varianzas (Levene) con el fin de seleccionar las pruebas
pertinentes (ANOVA y Tukey o Kruskal Wallis y Steel Dwass) para identificar si
existen diferencias significativas: a) entre los tratamientos propuestos: jale, jale
con 12.5% de biocarbdn, jale con 25% de biocarboén y jale con 50% de biocarbén;

y b) entre los cortes que se realizaron mensualmente durante 5 meses.

Los analisis se llevaron a cabo mediante el programa STATISTICA 7.0 (Dell y
StatSoft).

7. Resultados

7.1 Pruebas de germinacion

Se realizaron pruebas de germinacidbn con ambas especies, para el caso de
Crotalaria pumila, se realizdé una prueba de germinacién donde se utilizaron cajas
Petri teniendo como sustrato papel filtro (Figura 6), al cual se le suministro agua
destilada, una vez puestas a germinar las semillas se revisaron durante 15 dias

para ver el porcentaje de germinacion. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de la prueba de germinacion de semillas de Crotalaria pumila

Semillas de Crotalaria pumila

Tratamiento Total de Semillas Porcentaje de
semillas germinadas germinacion
Papel filtro 100 80 80

Los resultados nos muestran que el porcentaje de germinacién para Crotalaria
pumila fue alto (80%), por lo que podemos inferir que las semillas se encuentran

en buen estado (viables) para ser utilizadas en posteriores germinaciones.
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Figura 6. Semillas de Crotalaria pumila escarificadas y en cajas Petri para su germinacion

Para el caso de Sanvitalia procumbens, se sabe que la mayoria de las especies
de plantas que pertenecen a la familia Asteraceae, presentan latencia fisioldgica,
por lo que para la germinacion de estas semillas se utilizaron dos tratamientos. Un
testigo, el cual fue cajas Petri con papel filtro remojado con agua destilada, y el
otro tratamiento consistid en cajas Petri con papel filtro remojado con nitrato de
potasio (KNOs3) (Figura 7), este reactivo ha sido reportado en la literatura como un
compuesto que ayuda a romper la latencia fisiologica de semillas (Moreno, 1984).
La realizacién se esta prueba de germinacion se realiz6 durante 15 dias. Los

resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de la prueba de germinacion de semillas de Sanvitalia procumbens

Semillas de Sanvitalia procumbens

Tratamiento Total de Semillas Porcentaje de
semillas germinadas germinacién
Papel filtro con 100 15 15
Agua destilada
Papel filtro con 100 65 65
KNO3
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Los resultados nos muestran que el KNOs tiene un efecto positivo en la
germinacion de semillas de Sanvitalia procumbens, por lo cual, en las posteriores
germinaciones de esta especie, se ayudo de este reactivo para la obtencion de las

plantulas requeridas para el proyecto.

Figura 7. Semillas de Sanvitalia procumbens germinadas en cajas Petri con papel filtro remojado
con nitrato de potasio

Para la especie de Crotalaria pumila, se realizé la escarificacion de las semillas
para posteriormente germinarlas en charolas de germinacién con sustrato Peat
Moss, 14 dias después de la germinacion, las plantulas se trasplantaron a los
diferentes tratamientos (Figura 8), por lo que cada mes se fueron realizando los
cortes. Para esta especie los cortes fueron el dia 8 de cada mes, el primer corte se
realizo el 8 de noviembre (2019), el ultimo corte (4) se realizé el 8 de febrero
(2020). Se realizaron 4 cortes en total de esta especie, debido a que florecio a los
90 dias, y posteriormente las plantas se fueron muriendo, y solo alcanzé para

realizar 4 cortes.
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Figura 8. Individuos de Crotalaria pumila antes de ser trasplantadas a macetas (14 dias de edad).

Para el caso de la especie Sanvitalia procumbens, se pusieron a germinar semillas
en cajas Petri utilizando como sustrato papel filtro el cual fue remojado con 5 ml de
nitrato de potasio, las semillas se dejaron por 7 dias hasta que emergieron las
plantulas, posteriormente se trasplantaron a charolas de germinacion, donde se
dejaron 21 dias (Figura 9) y por ultimo se trasplantaron a macetas con los
diferentes tratamientos. El primer corte de esta especie se realizé el 16 de enero

del 2020 y el ultimo corte (5) se realizé el 17 de mayo del 2020.

Figura 9. Individuos de Sanvitalia procumbens antes de ser trasplantadas a macetas (21 dias de
edad).
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7.2 Anélisis fisicoquimico del biocarbdn
Los resultados obtenidos de los andlisis fisicoquimicos del biocarbén fueron

comparados con la NOM-021-SEMARNAT-2000, establecida para analisis de

suelos.

Cada analisis fisicoquimico del biocarbén se realiz6 por triplicado, obteniendo los

resultados que se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados del andlisis fisicoquimico del biocarbén.

Parametro pH M.O. (%) N inorgénico P Carbono
(mg/Kg) aprovechable
(mg/Kg)
Valor | 10 | 4.4 - 0.033 10.5 | 2.6

M.O.=materia organica, N=nitrégeno, P=fésforo.

El pH del biocarbén es de 10, de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000, se
encuentra dentro del rango fuertemente alcalino, lo cual es un dato importante
para este estudio, ya que el pH es un parametro que influye en la biodisponibilidad
de los MP.

Para la materia organica, el biocarbon obtuvo un porcentaje de 4.4%, de acuerdo
con la NOM-021-SEMARNAT-2000, este pardmetro queda dentro del rango de
alto contenido de materia organica, este dato era de esperarse, ya que el

biocarbon proviene de un residuo vegetal como es la cascara de coco.

Para el caso del nitrégeno, el biocarbén tiene 0.033 mg/Kg de nitrégeno,
comparandolo con lo que establece la NOM-021-SEMARNAT-2000, se encuentra
dentro del rango muy bajo, esto era de esperarse, ya que el biocarbon tiene un
alto contenido de carbono (2.6), si realizamos la relacion carbono/nitrégeno del

biocarbén, encontramos que tiene una relacion C/N muy alta (78).

Para el fésforo aprovechable se obtuvo 10.5 mg/Kg de fésforo, comparandolo con
lo que establece la NOM-021-SEMARNAT-2000, se encuentra en el rango medio,
por lo tanto, podemos decir que el biocarbon obtenido a partir de la cascara de

coco le proporciono fésforo a las plantas de estudio.
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7.3 Efecto del tratamiento (jale/biocarbdn) y tiempo de exposicion sobre
caracteres morfologicos en individuos de Crotalaria pumila en condiciones
de invernadero

Se realizdé un andlisis de Kruskal-Wallis para detectar el efecto del tratamiento

(jale/biocarbon) y tiempo de exposicion sobre los caracteres morfolégicos de C.
pumila bajo condiciones de invernadero (Tabla 10).

En general, hubo un efecto del tratamiento en todos los tiempos de exposicion y
en los cuatro caracteres morfoldgicos estudiados: Peso Fresco de Raiz (PFR),
Peso Seco de Raiz (PSR), Peso Fresco de Hoja (PFH) y Peso Seco de Hoja
(PSH), siendo los individuos de los tratamientos dos (12.5% biocarbon) y tres
(25% biocarbdn) los que presentaron mayor peso fresco y seco tanto de raiz y
hoja con respecto a los individuos de tratamiento uno (0% biocarbén), a excepcién
del peso seco de raiz a los 90 dias, donde no hubo diferencias significativas entre

tratamientos.

Con respecto al tiempo, en el tratamiento uno (0% biocarbén) no hubo diferencias
significativas a través del tiempo para los cuatro caracteres estudiados. Para el
tratamiento dos (12.5% biocarbdn) solo hubo diferencias significativas en el PFR,
siendo los individuos de los 60 dias los que tuvieron mayor peso con respecto a
los demas tiempos de exposicion. Para los otros tres caracteres (PSR, PFH vy
PSH) no hubo diferencias significativas. Con respecto al tratamiento tres (25%
biocarbon) no se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de
exposicién en los cuatro caracteres estudiados (PFR, PSR, PFH y PSH). Por
altimo, para el tratamiento cuatro (50% biocarb6n) no hubo diferencias
significativas para el PFR y PFH, sin embargo, para el PSR y PSH se encontraron
diferencias significativas con respecto al tiempo, siendo los individuos de los
tiempos 90 y 120 dias de exposicion, los que presentaron mayor seco tanto de

raiz como de hoja.
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Tabla 10. Efecto del tratamiento (jale/biocarbén) y tiempo de exposicién sobre caracteres morfoldgicos de Crotalaria pumila bajo condiciones de
invernadero. Mediana + rango intercuartilico y analisis de Kruskal-Wallis.

Tiempo (dias)

Tratamiento: Jale/biocarbo6n (%)

100/0 87.5/12.5 75/25 50/50 K-W tratamiento (3,24)
Peso freso raiz (gr)
30 0.053+0.019 A a 0.201+0.330 A ab 0.266+0.253 A b 0.141+0.144 A ab  H=10.353, P=0.016
60 0.091+0.182 A a 0.968+1.070 B b 0.475£0.252 A a 0.159+0.188 A a H=14.842, P=0.002
90 0.083+0.091 A a 034410425 A b 0.334£0.309 A b 0.224+0.237 A b H=7.980, P=0.046
120 0.042£0.048 A a 0.348+0572 A b 0.449+0425 A b 0.358+0.362 A ab  H=13.447, P=0.004
K-W tiempo (3.24) H=4.629, P=0.201 H=9.080, P=0.028 H=4.833, P=0.184 H=4.127, P=0.248
Peso seco raiz (gr)
30 0.015£0.006 A a 0.035£0.042 A ab 0.040£0.030 A b 0.019+0.012 A ab H=9.578, P=0.023
60 0.016+0.022 A a 0.079£0.066 A b 0.057+0.038 A ab 0.021+0.023 A a H=14.593, P=0.002
90 0.016+0.036 A a 0.043+0.049 A a 0.057£0.016 A a 0.054+0.041 AB a H=6.348, P=0.096
120 0.013+0.006 A a 0.05740.043 A b 0.070+0.046 A b 0.066£0.066 B b H=13.075, P=0.005
K-W tiempo (3,24) H=3.378, P=0.337 H=6.413, P=0.093 H=5.511, P=0.138 H=11.080, P=0.011
Peso fresco hoja (gr)
30 0.115£0.082 A a 0.351+0471 A b 0.398+0.166 A b 0.190+0.108 A ab H=9.560, P=0.023
60 0.082£0.071 A a 0.493+0.093 A b 0.280£0.291 A b 0.263£0.272 A b H=15.327, P=0.002
90 0.107£0.051 A a 0.420£0.189 A b 0.354+0.377 A b 0.250£0.258 A ab H=10.856, P=0.013
120 0.089+£0.025 A a 032740111 A b 0.443+0.264 A b 0.381+0.211 A b H=8.944, P=0.030
K-W tiempo (3.24) H=3.258, P=0.354 H=5.034, P=0.169 H=2.597, P=0.458 H=6.655, P=0.084
Peso seco hoja (gr)
30 0.032£0.025 A a 0.094+0.059 A b 0.116+0.050 A b 0.044+0.021 A a H=13.364, P=0.004
60 0.026£0.020 A a 0.123+0.038 A b 0.065£0.079 A ab 0.066+0.049 AB ab H=13.724, P=0.003
90 0.031+0.016 A a 0.10740.058 A b 0.090+0.078 A b 0.086+0.135 B b H=12.357, P=0.006
120 0.038£0.008 A a 0.078+0.044 A b 0.090+0.033 A b 0.100£0.020 B b H=14.424, P=0.002
K-W tiempo (3.24) H=3.644, P=0.302 H=4.066, P=0.254 H=2.915, P=0.405 H=10.656, P=0.014

Diferentes letras mindsculas denotan diferencias significativas con una P<0.05 entre tratamientos para cada tiempo de exposicion (Steel Dwass).

Diferentes letras mayusculas denotan diferencias significativas con una P<0.05 por tratamiento a través del tiempo (Steel Dwass).
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7.4 Efecto del tratamiento (jale/biocarbon) y tiempo de exposiciéon sobre
caracteres morfoldgicos de individuos de Sanvitalia procumbens en condiciones
de invernadero.

Se realizé un analisis de Kruskal-Wallis para detectar el efecto del tratamiento

(jale/biocarbon) y tiempo de exposicion sobre los caracteres morfolégicos de S.

procumbens bajo condiciones de invernadero (Tabla 11).

En general, hubo un efecto del tratamiento en todos los tiempos de exposicion y en los
cuatro caracteres analizados, siendo los individuos de los tratamientos dos y tres
(6.25% biocarbén y 12.5% biocarbon, respectivamente) los que presentaron mayor
peso de raiz y hoja en todos los caracteres analizados con respecto al tratamiento uno
(0% biocarbon), a excepcion de peso seco de raiz a los 150 dias de exposicion, donde

no hubo diferencias significativas entre tratamientos.

Con respecto al tiempo, en todos los tratamientos y en los cuatro caracteres
analizados, en general, hubo diferencias significativas, siendo los individuos de los
ultimos tiempos de exposicién 90, 120 y 150 dias, los que presentaron una mayor
biomasa de raiz y hoja tanto en peso fresco como en peso seco con respecto a los
individuos de los primeros tiempos de exposicion 30 y 90 dias, a excepcion del peso
fresco de hoja para el tratamiento tres (12.5% biocarbén), donde no hubo diferencias

significativas entre los tiempos de exposicion.
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Tabla 11. Efecto del tratamiento (jale/biocarbén) y tiempo de exposicion sobre caracteres morfoldgicos de Sanvitalia procumbens bajo

condiciones de invernadero. Mediana + rango intercuartilico y analisis de Kruskal-Wallis.

Tiempo (dias)

Tratamiento: Jale/biocarbon (%)

100/0 93.75/6.25 87.5/12.5 75/ 25 K-W tratamiento (3.24)
Peso freso raiz (gr)
30 0.102+0.110 A a 0.451+0.312 A b 1.737+£0.406 A d 0.923+0.336 A ¢ H=21.367, P=0.001
60 0.971+0.614 AB a 2.213+1.655 AB ab 2.874+2199 AB b 1.658+0.742 AB ab H=12.853, P=0.005
90 0.520+0.325 AB a 4551+4664 B b 4.725+4.297 B b 2.480+1.124 C ab H=15.920, P=0.001
120 1.158+0.622 BC a 3.689+5804 B b 3.698+1.716 AB b 2.374+0.836 BC ab H=14.127, P=0.003
150 1.459+1.697 C a 3.983+4408 B b 244742506 AB ab  2.381+0.658 BC ab H=9.460, P=0.024
K-W tiempo (2,30) H=20.245, P=0.0004 H=17.991, P=0.001 H=14.215, P=0.007 H=20.6323, P=0.0004
Peso seco raiz (gr)
30 0.032£0.025 A a 0.06740.043 A b 0.158+0.048 A c 0.104+0.038 A b H=19.884, P=0.000
60 0.103+0.022 A a 0.251+0.215 AB ab 0.278+0.361 AB b 0.244+0.185 AB ab H=13.244, P=0.004
90 0.087+0.037 A a 0.588+0429 B b 0.682+0.585 B b 0.336+£0.161 B ab H=16.367, P=0.001
120 0.207+0.092 B a 0.635+0.880 B b 0.554+0.302 B ab 03270192 B a H=14.447, P=0.002
150 0.328+0.186 C a 0.563+0.685 B a 0.361+0.364 AB a 0.309+0.110 B a H=6.687, P=0.0826
K-W tiempo (4,30) H=24.578, P=0.0001 H=19.862, P=0.0005 H=16.403, P=0.003 H=16.055, P=0.003
Peso fresco hoja (gr)
30 0.156+0.175 A a 0.45240.247 A b 0.870+0.241 A c 0.571+0.137 A b H=19.567, P=0.000
60 0.536+0.124 C a 1.262+0.327 B b 1.034+0.849 A b 1.003+0.158 B b H=15.588, P=0.001
90 0.205+0.167 AB a 1.242+2.177 B b 1.383+0.738 A b 0.891+0.393 B ab H=14.687, P=0.002
120 0.363+0.171 ABC a 0.911+0.666 AB b 11370447 A b 0.873+t0.240 AB b H=15.620, P=0.001
150 0.415+0.300 BC a 0.929+0.862 AB b 0.966+0.810 A b 0.895+t0.658 B b H=10.751, P=0.013
K-W tiempo (4,30) H=14.889, P=0.005 H=13.544, P=0.009 H=9.556, P=0.059 H=12.608, P=0.013
Peso seco hoja (gr)
30 0.041+0.038 A a 0.092+0.049 A b 0.132+0.045 A c 0.094+0.017 A b H=17.376, P=0.000
60 0.140+0.034 AB a 0.293+0.106 B b 0.331+0.268 B b 0.285+0.177 BC ab H=12.181, P=0.007
90 0.074+0.048 AB a 0.309+0405 B b 0.312+0.170 B b 0.235+0.093 B b H=15.402, P=0.002
120 0.167+0.146 BC a 0.309+0.269 B  bc 0.337£0.115 B c 0.199+0.060 B ab H=15.402, P=0.002
150 0.21240.180 C a 0.436+0.141 B b 0.391+0.122 B b 0.361+0.098 C b H=10.996, P=0.012
K-W tiempo (4,30) H=19.545, P=0.0006 H=16.615, P=0.002 H=14.525, P=0.006 H=21.604, P=0.0002

Diferentes letras mindsculas denotan diferencias significativas con una P<0.05 entre tratamientos para cada tiempo de exposicion (Steel Dwass).

Diferentes letras mayusculas denotan diferencias significativas con una P<0.05 por tratamiento a través del tiempo (Steel Dwass).
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7.5 Efecto del tratamiento sobre la concentracion de metales en los
individuos de Crotalaria pumila bajo condiciones de invernadero.
Se realiz6 un analisis de varianza para detectar el efecto de tratamiento

(jale/biocarbon) sobre la bioacumulacidon de metales (mg/Kg). Asimismo, se
realiz6 un andlisis de regresion para conocer la relacion entre el porcentaje de
biocarbon afadido y la bioacumulacion de MP (Fe, Zn, Pb y Cd) en raiz y tejido
foliar y para cada tiempo de exposicién 30, 60, 90 y 120 dias (Tablas 12, 13, 14y

15 respectivamente) en individuos de C. pumila bajo condiciones de invernadero.

A los 30 dias de exposicion; corte uno (Tabla 12) se encontré un efecto del
porcentaje de biocarbon sobre la bioacumulacion de metales, para la raiz se
encontro un efecto significativo del 75% en la bioacumulacion de metales (Fe, Zn
y Pb) a excepcion del Cd, donde no hubo diferencias significativas. Para el tejido
foliar, se encontr6 un efecto significativo del 75% en la bioacumulacion de metales
(Fe, Pby Cd), a excepciéon de Zn, donde no presento diferencias significativas. En
el caso de las regresiones, se encontré una relacion negativa y significativa entre
el porcentaje de biocarbon sobre la concentracion de metales, es decir, conforme
aumenta la proporcién de biocarbén en el jale, disminuye la bioacumulacién de
metales en la planta. Para la raiz se encontr6 una relacion negativa y significativa
del 75% de los metales (Fe, Zn y Pb), a excepcion del Cd, y para el tejido foliar se
encontrd una relacion negativa y significativa del 75% de los metales (Fe, Pb y

Cd), a excepcion del Zn donde no present6 una relacién significativa.

A los 60 dias de exposicion; corte dos (Tabla 13), se encontr6 un efecto
significativo del porcentaje de biocarbén sobre la bioacumulacion para todos los
metales (Cd, Fe, Pb y Zn) para la raiz. Mientras que para el tejido foliar se
encontré un efecto significativo del 50% en la bioacumulacion de metales (Pb y
Cd), a excepcion del Fe y Zn. Por su parte, en la raiz se encontré una relacién
negativa y significativa para todos los metales (Cd, Fe, Pb y Zn), mientras que
para el tejido foliar fue del 50% de los metales (Pb y Cd), a excepcion del Fe y Zn,

donde no se presentd una relacion significativa.
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A los 90 dias de exposicion; corte tres (Tabla 14), se encontr6 un efecto
significativo del porcentaje de biocarbon sobre la bioacumulacion en todos los
metales (Cd, Fe, Pb y Zn) tanto para raiz como para foliar. Asimismo, para las
regresiones, se encontrd una relacion negativa y significativa en todos los metales

(Cd, Fe, Pby Zn) tanto para raiz como tejido foliar.

Para los 120 dias de exposicion; corte cuatro (Tabla 15), hubo un efecto
significativo del porcentaje de biocarbon sobre la bioacumulaciéon en todos los
metales (Cd, Fe, Pb y Zn) para raiz y tejido foliar. Para las regresiones, se
encontrd una relacién negativa y significativa en el 75% de los metales (Zn, Pb y
Cd) para raiz y tejido foliar, a excepcion del Fe, donde no present6 una relacién

significativa tanto para raiz como en tejido foliar.

Se determind el factor de translocacion en todos los tiempos de exposicion para
todos los metales analizados, encontrando que todos los factores de translocacion
analizados fueron menores a uno. Este parametro es el coeficiente entre la
bioacumulacion del metal en el tejido foliar y la bioacumulacién en la raiz.
Factores de translocacion cuyos valores se encuentren por debajo de uno,
sugieren que la planta no transloca los metales a la parte aérea, y por
consecuencia, los retiene principalmente en la raiz, pudiéndose utilizar la planta
para fines de fitoestabilizacién de MP. En este sentido, C. pumila obtuvo valores
del factor de translocacion menores a 1 en todos los tiempos y en todos los
tratamientos, por lo que es una especie que se puede utilizar en procesos de

fitoestabilizacion de MP.
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Tabla 12. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarbdn) sobre la concentracion de metales (mg/Kg) y analisis de
regresion a los 30 dias de exposicién en individuos de Crotalaria pumila bajo condiciones de invernadero. Promedio * desviacién estandar.

Corte 1

Tratamiento (W/v) raiz foliar FT
Jal/Biocarb6n Fe

100/ 0 8537.88+3351.20 .. 1186.27+496.35 0.14
87.5/12.5 2763.99+2149.77 — 405.46+261.89 0.15
75/25 2621.64+1860.73 - 204.83+25.31 I 0.08
50/ 50 2110.75+753.70 87.33+11.44 ] 0.04
Anova F 3,66=33.303 *** r=-0.56, r’= 0.32, ** F36s=55.793 ** = -0.68 r?=0.48, **

Zn
100/ 0 440.66£281.95 ¢ 51.44:38.58 ¢ 0.12
87.5/12.5 40553t130.27 1 i . 34.02£26.53 | 0.08
75125 320.10+105.68 \ 31.2746.18 | _ 0.10
50/ 50 90.02+62.63 Jo ¥ 37.93£14.97 —_ 0.42
Anova F 5,65=16.055 *** r=-0.61, r?=0.37, *** Faee=1.470"  r=-0.11, r?=0.01, "™

Pb
100/0 949.72+338.61 274.98+107.76 ? 0.29
87.5/12.5 811.46+305.84 95.34+70.30 0.12
751 25 600.69+183.68 61.89+22.70 0.10
50/ 50 442.76+£111.80 58.74+32.47 0.13
Anova F 3.66=14.226 ** r=-0.59, r?=0.35, *** F36s=42.034 »*  r=-0.61, r’=0.38, **

Cd
100/0 114.30+64.03 66.34+66.08 0.58
87.5/125 97.03+114.95 10.13+6.75 0.10
75125 70.23+£62.72 9.89+4.51 0.14
50/ 50 63.10+3.22 4.13+0.72 I 0.07
Anova Faee=1.014 " r=-0.29, r?=0.08, ™ F36s=13.863 **  r=-0.59, r’=0.36, ***

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacion
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Tabla 13. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarb6n) sobre la concentracion de metales (mg/Kg) y analisis de

regresion a los 60 dias de exposicién en individuos de Crotalaria pumila bajo condiciones de invernadero. Promedio * desviacién estandar.

Corte 2

Tratamiento (/) raiz foliar FT
Jal/Biocarbén Fe

100/ 0 8960.38+4252.65 : . 1141.67727.98 & o= 0.13
87.5/12.5 8683.6743327.12 | \ 1013.70+363.34 0.12
75125 5843.33+1753.16 { = . . ' 953.724¢250.04 [ 0.16
50/ 50 4800.08+2002.90 B 94851+136.38 I t——— 020
Anova F 3,65=8.500 *** r=-0.45, r’=21, ** F36s=0.778 ™ r=-0.13, r’=0.02, ™

Zn
100/ 0 713.71+369.65 147.68+96.00 0.21
87.5/12.5 509.06+253.27 = 139.27+42.61 0.23
75125 546.49+177.36 111.59+43.67 0.20
50 / 50 366.30+70.56 o D 104.65+43.59 0.29
Anova F 5,65=6.354 *** r=-0.42, r?=0.18, * Faee=2.119 ™ r=-0.17, r?=0.03, "

Pb
100/ 0 1319.80£541.48 = . | 946.32+390.44 ™ 0.72
87.5/12.5 1067.33£624.08 | \ 559.26+324.15 : = s 0.52
75125 934.56+256.86  : P . 505.24+267.68 1wt . : 0.54
50 / 50 800.83+281.06 - 457.86+169.42 S 0.57
Anova F 3,65=4.263 ** r=-0.84, r?=0.71, *** F3,68=10.033 **  r=-0.40, r2=0.17, *

cd
100/ 0 237.84163.81 1 . 38.82+3.78 0.16
87.5/12.5 195.42462.49 28.17+3.78 0.14
75125 77.52+26.75  i= 11.50+3.78 0.15
50 / 50 23.49+7.98 2.47+3.78 J — O 0.10
Anova F30e=82.110 **  r=-0.84, r’=0.71, *** Faee=18.748 »*  r=-0.63, r’=0.41, **

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacién
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Tabla 14. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarb6n) sobre la concentracion de metales (mg/Kg) y analisis de

regresion a los 90 dias de exposicién en individuos de Crotalaria pumila bajo condiciones de invernadero. Promedio * desviacién estandar.

Corte 3

Tratamiento (V/V) raiz foliar FT
Jal/Biocarbén Fe

100/0 9134.53+3857.19 3525.65+922.43 1 ., 0.39
87.5/12.5 8874.31+3828.98 1 1247.18+626.22 * 0.14
75125 4780.15+2634.26 < 914.75+432.07 : 0.19
50/ 50 818.45+356.12 T o 818.45+356.12 0.21
Anova Faee=14.501 **  r=-0.55,r?=0.31, ** F 3,68=75.709 ***

Zn
100/0 641.914268.82 © 292.04+122.37 : 0.45
87.5/12.5 594.98+153.40 i . 87.05£31.52 - ,, 0.15
75125 104.804287.90 * = : : 60.31+18.56 - 0.15
50/ 50 272.362186.51 T e w w  h 53.32+15.08 0.20
Anova F 3.68=9.960 *** r=-0.51, r’=0.26, * F3,68=56.084 *** r=-0.62, r’=0.39, ***

Pb
100/0 5804.64+2686.390 : . . 3368.62£903.09 : . 0.58
87.5/12.5 993.00+481.78  : ..~ ND 0.00
75125 595.154210.54 ¢ \ ND 0.00
50/ 50 487.64£327.75 oo T ND 0.00
Anova F366=62.356 »* = -0.60, r’=0.37, ** F366=250.448 **  r=-0.63, r’=0.40, ***

cd
100/0 160.4679.44 35.21+31.97 0.22
87.5/12.5 102.79+37.03 11.02+5.65 _ 0.11
75125 45.66222.09 8.73t4.60  : 0.19
50/ 50 15.95+9.76 | 6.81+3.57 N 0.43
Anova F36s=35.625 *+  r=-0.73, 1?=,0.53, *** F36e=11.694 *+  r=-0.43, r?=0.19, *

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacion
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Tabla 15. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarb6n) sobre la concentracion de metales (mg/Kg) y analisis de

regresion a los 120 dias de exposicién en individuos de Crotalaria pumila bajo condiciones de invernadero. Promedio + desviacidn estandar.

Corte 4
Tratamiento (V) raiz foliar FT
Jal/Biocarbén Fe
100/0 9047.82+3874.13 1105.814446.81 s 0.12
87.5/12.5 6589.47+2650.18 898.78+312.00 . 0.14
75125 6075.03+3039.38 ‘ 819.76+266.52 | = 0.13
50/ 50 6028.94+2247.40 : : | 810.68+93.20 —————  0.13
Anova F 368=4.061 ** r=-0.24, r?=0.06, "™ F 3,66=3.597 * r=-0.24, r?=0.06, "™
Zn
100/0 987.80+233.67 175.88+103.52 .. 0.18
87.5/12.5 589.71+306.65 100.99+20.31 | 0.17
75125 366.33+119.87 92.54+56.42 | w . 0.25
50/ 50 173.70£79.23 38.70:2324 T r——, 022
Anova F30=52.0168 **  r=-0.78, r’=0.61, ** F30e=15.443 ¥+  r=-0.59, r’=0.35, *
Pb
100/0 2035.18+1753.51 : 1884.87+1261.60 : ,. 0.92
87.5/12.5 352.524206.80 ND 0.00
75125 257.52+98.09 ND 0.00
50/ 50 132.62479.65 ND 0.00
Anova F36s=18.541 **+  r=-50, r’=0.25, ** Faee=12.503 *+  r=-0.51,r?=0.27, **
. Cd
100/0 148.13t82.26 = - 27.86:1.38  : ., 0.19
87.5/12.5 56.58+22.03 '~ 21.49+10.45 | 0.38
75125 32.07+18.90 \ ND 0.00
50 /50 ND b e T e ND T . 0%
Anova F36e=38.446 ¥+  1=-0.72, r’=0.52, *** r=-0.80, r’=0.65, ***

F3,65=136.080 ***

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacion
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7.6 Efecto del tratamiento sobre la concentracion de metales en los
individuos de Sanvitalia procumbens bajo condiciones de invernadero
Se realizé un andlisis de varianza para detectar el efecto de tratamiento

(jale/biocarbdn) sobre la bioacumulacién de metales (mg/Kg). Ademas, se realiz6
un analisis de regresion para detectar el efecto del porcentaje de biocarbon sobre
la bioacumulacién de MP (Fe, Zn, Pb, Cd y Cu) para raiz y tejido foliar y para cada
tiempo de exposicion 30, 60, 90, 120 y 150 dias (Tablas 16, 17, 18, 19 y 12) en

individuos de Sanvitalia procumbens bajo condiciones de invernadero.

A los 30 dias de exposicion; corte uno (Tabla 16), se encontr6 un efecto
significativo del porcentaje de biocarbon sobre la bioacumulacion en todos los
metales (Fe, Pb y Zn) para raiz y tejido foliar. En el caso de las regresiones, se
encontré una relacion negativa y significativa entre el porcentaje de biocarbén
sobre la concentracion de metales, es decir, conforme aumenta la proporcion de
biocarbon en el jale, disminuye la bioacumulacion de metales en la planta. Tanto
para raiz como para foliar se encontré una relacion negativa y significativa en

todos los metales (Fe, Pb y Zn).

Para los 60 dias de exposicion; corte dos (Tabla 17), se encontr6 un efecto
significativo del porcentaje de biocarb6n sobre la bioacumulacién en todos los
metales (Fe, Pb, Zn y Cu) para raiz y tejido foliar. En cuanto a las regresiones, se
encontrd una relacién negativa y significativa en todos los metales (Fe, Pb, Zny
Cu) para la raiz, y el 75% de los metales (Pb, Zn y Cu) para el tejido foliar, a

excepcion de Fe donde no hubo una relacion significativa.

A los 90 dias de exposicién; corte tres (Tabla 18), se encontrd6 un efecto
significativo del porcentaje de biocarb6n sobre la bioacumulacién en todos los
metales (Fe, Pb, Zn y Cu) tanto para raiz como tejido foliar. Asimismo, para las
regresiones, se encontré una relacion negativa y significativa en todos los metales

(Fe, Pb, Zn y Cu) tanto para raiz y tejido foliar.

Para los 120 dias de exposicion; corte cuatro (Tabla 19), se encontré un efecto
significativo del porcentaje de biocarbdén sobre la bioacumulacién en todos los
metales (Fe, Zn, Pb, Cd y Cu) tanto para raiz y tejido foliar. En cuanto a las
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regresiones, se encontré una relacion negativa y significativa en todos los metales
(Fe, Zn, Pb, Cd y Cu) para la raiz, mientras que, para el tejido foliar, se encontro
una relacidén negativa y significativa en el 80% de los metales (Fe, Zn, Pb y Cu), a

excepcion del Cd, el cual no presento relacion significativa.

A los 150 dias de exposicion; corte cinco (Tabla 20), se encontré un efecto del
porcentaje de biocarbon sobre la bioacumulacion en todos los metales (Fe, Zn, Pb,
Cd y Cu), tanto para raiz y tejido foliar. Para el caso de las regresiones, se
encontré una relacion negativa y significativa en el 80% de los metales (Fe, Zn, Cd
y Cu) para la raiz, a excepcion del Pb que no presentd relacion significativa.
Mientras que para el tejido foliar hubo una relacion negativa y significativa en
todos los metales (Fe, Zn, Pb, Cd y Cu).

El factor de translocacion para esta especie también fue menor a uno, a excepcion
del tiempo 90 dias, (Corte 3), donde el Zn presentd un valor de factor de
translocacion de 1.13 en el tratamiento cuatro (25% de biocarbon), sin embargo,
sélo fue este tiempo y en este tratamiento, por lo que también esta especie vegetal
puede ser utilizada con fines de fitoestabilizacion de MP, ya que los retiene en una

mayor concentracion en la raiz con respecto al tejido foliar.
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Corte 1

Tratamiento (W/V) raiz foliar FT
Jal/Biocarbén Fe

100/ 0 11029.3+7917.47 = 3267.93+1132.39 3 uo 0.30
93.75/ 6.25 2908.9+808.81 : 1063.75+448.39 £ 0.37
87.5/12.5 1624.4+831.53 | 9638754324 0.59
75/ 25 1186.4+360.19 i . 950.30+244.95 —— . 0.80
Anova F30s=23.946 **  r=-0.53, r?=0.28, ** F365=50.775 ** r=-0.56, r’=0.32, *

Zn
100/ 0 1295.85+817.18 I ... 1043.34355.03 ; 0.81
93.75/ 6.25 1000.56+784.43 & ... 832.59+120.40 : 0.83
87.5/12.5 599.74+158.95 i ., 318.66+255.99 - 0.53
75/ 25 172.14+53.75 . 125.20+37.74 e | 0.73
Anova Fs65=13.106 **  r=-0.58, r’=0.34, ** Fs6=8.132 %+  r=-46, r’=0.20, *

Pb 2000
100/ 0 1250.75+662.68 543.64+231.65 0.43
93.75/6.25 672.79+148.79 : w 381.64+471.88 | 0.57
87.5/12.5 520.80+150.66 * 141.51+60.19 ° - 0.27

L] ‘ .

75 / 25 18163i3576 D, 5 : o | » s » 11948i2176 Drs 0 5 B\L?avbén‘(:i) 20 25 30 066
Anova F365=29.532 **  r=-0.69, r’=0.49, *** F365=10.584 ** r=-0.47,r’=0.2, *

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacién

Tabla 16. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarbon) sobre la concentracién de metales (mg/Kg) y analisis de
regresion a los 30 dias de exposicion en individuos de Sanvitalia procumbens bajo condiciones de invernadero. Promedio + desviacion estandar.
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Tabla 17. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarbon) sobre la concentracién de metales (mg/Kg) y analisis de
regresion a los 60 dias de exposicion en individuos de Sanvitalia procumbens bajo condiciones de invernadero. Promedio + desviacion estandar.

Corte 2

Tratamiento (V/V) raiz foliar FT
Jal/Biocarbon . Fe

100/ 0 2572.68t676.27 7 - 1395.54+1308.77 0.54
93.75/6.25 1270.40+442.52 - : 1225.93+644.11 ) 0.96
87.5/12.5 1080.15+239.82 756.45+445.83 <t : 0.71
75/ 25 854.96+261.55 594.58+275.40 . G ¢ 0.70
Anova F305=54.939 **  r=-0.68, r’=0.46, *** F365=4.2637 * r=-0.32,r’=0.10, ™

zZn
100/ 0 351.73+85.11 i ' | 252.78+19.75 ¢ 0.72
93.75/6.25 255.98+59.01 229.52459.10  i=_ ., 0.90
87.5/12.5 206.90+83.34 _ 195.62+18.97  : \ 0.95
75125 198.72+48.54 - : . 151.49+50.76 o ' : 0.76
Anova Fa6s=17.770 **  r=-0.54, r?=0.30, ** F36s=20.461 ** 1= -0.67 r’=0.45, ***

Pb
100/ 0 263.65:76.89 ¢ 102.17+34.35 0.39
93.75/6.25 210.60#50.52 - 75.08+33.95 0.36
87.5/12.5 124.87490.45  } . 65.69+23.95 0.53
75125 112.92+50.55 66.88+15.13 0.59
Anova Fa6s=19.325 #*  r=-0.62, r’=0.39, *** F365=6.634 ** r=-0.37,r°=0.14, *

Cu
100/ 0 62.56+39.12 8w 12.46+5.40 0.20
93.75/ 6.25 29.95+8.32 - 5.56+1.29 0.19
87.5/12.5 25.27+¢12.33  * \L\ 5.22+1.75 0.21
75/ 25 14.50+7.05 R ND 0.00
Anova Faes=17.120 ®*  r=-0.56, r?=0.31, ** F3,68=55.326 =+ = -0.75, r’=0.57, ***

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacion
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Tabla 18. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarbon) sobre la concentracién de metales (mg/Kg) y analisis de
regresion a los 90 dias de exposicion en individuos de Sanvitalia procumbens bajo condiciones de invernadero. Promedio + desviacion estandar.

Corte 3
Tratamiento (V/v) raiz foliar FT
Jal/Biocarbon Fe
100/ 0 13786.3+2704.44 10295.6+4105.72 ¢ 0.75
93.75/6.25 5486.6+1489.51 - 4745.8+874.06 - " 0.86
H H !
87.5/12.5 5252.6+1607.95 = 4027.7+630.40 + Py ' 0.77
75/ 25 3188.3+1732.30 e 3142.2+1628.65 ) 0.99
Anova F36s=104.620 **  r=-0.73, r?=0.54, *** F36s=36.304 #+ r=-0.62, r’=0.39, ***
Zn
100/ 0 631.39+185.99 © 340.98:266.04  _ 0.54
93.75/ 6.25 295.01+98.89 1 192.41+59.89  ,, 0.65
87.5/12.5 215.58+115.27 * 129.6434.24 &, T 0.60
. : ]
75/ 25 102.41+41.01 116.22429.52 " o 1.13
Anova F 3,66=62.900 *** F366=9.987 **  r=-0.43, r’=0.188, *
Pb
100/0 952.27+526.36 182.3789.06 - ... 0.19
93.75/6.25 262.58+201.59 1 106.38+33.76 | 0.41
87.5/12.5 237.50+90.09  * 63.74+22.27 17 . 0.27
75/ 25 209.60+53.16 51.96+23.44 T t—r—u 0.25
Anova F3s=28.159 #*  r=-0.53, r’=0.28, ** F36s=24.777 ** 1= -0.63, r?=0.40, ***
. Cu
100/ 0 116.17485.72  © 12.85¢3.41  © 0.11
93.75/6.25 54.13+17.80 e _ 7.90£3.52 - 0.14
87.5/12.5 40.9+23.42 el TN 2.85¢1.16  : ., 0.07
75125 6.38+3.09 R ND Te——— 0.00
Anova F305=18.406 , P=** r=-0.60, r’=0.36, *** F365=89.719 ** r=-0.89, r’=0.79, **

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacion
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Tabla 19. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarbon) sobre la concentracién de metales (mg/Kg) y analisis de
regresion a los 120 dias de exposicion en individuos de Sanvitalia procumbens bajo condiciones de invernadero. Promedio * desviacién estandar.

Corte 4

Tratamiento (V/V) raiz foliar FT
Jal/Biocarbén Fe

100/ 0 8797.46+4064.60 . 4153.99+474.64 i 0.47
93.75/6.25 5323.88+2761.18 : 3161.44+925.88 ! 0.59
87.5/12.5 4144.20+1397 \ 2595.14+960.25 : w»__, . . 0.63
751725 2756.81+749.5 ) 1914.75+379.75 TR, 0.69
Anova F3.65=18.031 *** r=-0.59, r?=0.35, ** F3,66=30.066 ** r=-0.72, r?=0.52, ***

Zn
100/ 0 801.68+466.16 © 271.52+71.56 0.34
93.75/ 6.25 484.88+184.88 — 191.02+31.94 0.39
87.5/12.5 218.37+74.60  * \ 143.41%36.34 = | 0.66
75125 153.91+53.39 P T Tt 117.33+28.43 Ty 0.76
Anova F3.68=24.123 *** r=-0.63, r?=0.40, *** F3,68=39.936 *** r=-0.72, r’=0.52, **

Pb
100/ 0 797.04568.27 & : 197.77+28.42 0.25
93.75/ 6.25 373.50+147.99 176.00+66.32 ! 0.47
87.5/12.5 320.75+87.14 126.07+60.60 "~ 0.39
75/25 215.35£61.70 66.57+33.97 L r——s 031
Anova F 3,65=13.200 *** r=-0.49, r2=24, ** F368=24.766 *** = -0.72, r?=0.52, **

cd
100/ 0 49.14+27.63 7.08+3.24 0.14
93.75/ 6.25 32.69+6.75 5.00+1.77 0.15
87.5/12.5 29.94+9.53 6.38+1.73 0.21
75/ 25 23.73+11.71 6.06+1.41 . 0.26
Anova F3,65=8.165 *** Fses=2.8814 *  r=-0.19, r’=0.040, ™

Cu
100/ 0 105.23+90.28 14.33+1.31 0.14
93.75/ 6.25 84.44+28.02 6.21+1.46 0.07
87.5/12.5 75.67+28.82 5.64+2.54 0.07
751/ 25 37.34#12.11 ND —_— 0.00
Anova F 3.68=5.842 *** r=-0.41, r?=0.17, * F 3.65=242.660 *** r=-0.92, r’=0.84, ***

ns= diferencias no significativas, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocaci6on
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Tabla 20. Andlisis de varianza para detectar el efecto del tratamiento (jale/biocarbon) sobre la concentracién de metales (mg/Kg) y analisis de
regresion a los 150 dias de exposicion en individuos de Sanvitalia procumbens bajo condiciones de invernadero. Promedio * desviacién estandar.

| Corte 5
Tratamiento (V/V) raiz foliar FT
Jal/Biocarbén Fe
100/ 0 6843.10+£522.50 4082.22+780.79 »f oo 0.60
93.75/ 6.25 5771.09+690.85 3778.38+943.30 : 0.65
87.5/12.5 5431.07+693.65 3479.97+876.44 0.64
751/ 25 3721.07+£8.949 : — 2955.33+1306.91 0.79
Anova F 3,65=58.453 *** r=-0.87, r>=0.75, *** F3,65=4.176 ** r=-0.36, r’=0.13, *
zn
100/ 0 672.12+363.64 = . 333.54+43.89 .. 0.50
93.75/ 6.25 512.10+206.09 “"\\.\ 291.52+138.43  : w 0.57
87.5/12.5 488.28+86.17 : - ° : : . 191.25+69.85 H 0.39
751/ 25 303.16+119.20 o - — 176.52+46.36 0.58
Anova F 3,65=8.377 *** r=-0.48, r?=0.23, ** F365=14.921 ** r= -0.55, r’=0.30, **
Pb
100/ 0 507.23+138.48 191.00+46.03 & 0.38
93.75/ 6.25 381.33+189.05 163.90+£62.80 0.43
87.5/12.5 359.91+168.12 117.64+49.85 0.33
75/ 25 181.75+71.96 - — 76.51+36.89 . : 0.42
Anova F365=14.636 **  r=-0.08, r’=0.008, " F365=18.585 ** r= -0.54, r’=0.29, **
) cd
100/ 0 42.49+17.09 3.69+0.87 ‘r : 0.09
93.75/ 6.25 29.21+15.81 2.76x0.81 ; - 0.09
87.5/12.5 27.93+15.81 2.67+0.56 . 0.10
751725 22.29+5.75 2.4820.72 a—— — 0.11
Anova F 3,65=8.364 *** r=-0.44, r?=0.20, * F365=9.366 **  r=-0.51, r’=0.26, **
- Cu
100/ 0 100.27+51.55 # 12.06+1.90 7 0.12
93.75/ 6.25 85.41+26.11 ; 100 . : 9.80+4.24 ; o 0.11
87.5/12.5 79.81+10.44 - \\\ 8.60£427 i = 0.11
75/ 25 58.62+15.35 - — 6.28+2.99 0.11
Anova F 3,68=5.817 *** r=-0.41, r?=0.17, * F 3,68=8.567 *** r=-0.49, r2=0.24, **

ns= diferencias no significativas, *P <0.05,

**P <0.01, ***P <0.001, FT=Factor de Traslocacion
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8. Discusion

8.1 Caracterizacion Fisicoquimica del biocarbén

8.1.1 pH

De acuerdo con los resultados obtenidos, el biocarbdn presenta un pH de 10,
dentro del rango fuertemente alcalino establecido por la NOM-021-SEMARNAT-
2000. En un estudio realizado por la SEMARNAT (2004 y 2005) en los jales de
Huautla, reportaron un pH de 8.2 (ligeramente alcalino). Por su parte Solis
(2016) reportd un pH de 8 a 8.4 (ligeramente alcalino) en los jales de Huautla.
Los estudios mencionados anteriormente reportan que los jales de Huautla
tienen valores ligeramente alcalinos, por lo que, al mezclar el jale con el
biocarbon, el pH de esta combinacion puede resultar en un rango de 8 a 10, de
ligeramente alcalino a fuertemente alcalino, dato importante en la

biodisponibilidad de los metales.

En cuanto a otros estudios relacionados con las caracteristicas fisicoquimicas
del biocarbén, se ha descrito que el pH de biocarbones producidos a partir de
diferentes biomasas residuales, presentan valores que van de ligeramente a
fuertemente alcalino (7 a 11). Nawad et al. (2018), reportaron valores de 8.2 y
8.5 en biocarbones obtenidos a partir de estiércol de granja y de turba de musgo
respectivamente producidos a 450°C. Por su parte, Soria (2016) encontré un pH
de 10.3, 9.9 y 9.1 para biocarbones obtenidos a partir de estiércol vacuno, olote
de maiz y planta de tule respectivamente, producidos a una temperatura
promedio de 550°C. Asimismo, Lee et al. (2013) reportaron valores de pH de 9.6
y 10.5 para biocarbones obtenidos de madera y paja de arroz producidos a una
temperatura de 500°C. De igual manera, Wang et al. (2015) reporto valores de
pH de 9.8 a una temperatura de 300°C y de 11.3 a una temperatura de 600°C.
Por su parte, Yuan et al. (2011) investigaron la influencia de la temperatura de
pirdlisis a 300, 500 y 700°C en cuatro biocarbones obtenidos a partir de paja de
canola, paja de maiz, paja de soja y paja de mani, encontrando que los
biocarbones producidos a 700°C fueron los que presentaron mayor pH (10.7,
11.3, 11.1 y 11.1 respectivamente) con respecto a los producidos a 300°C (6.4,
9.3, 7.6 y 8.6 respectivamente) y 500°C (9.3, 10.7, 10.9 y 10.8 respectivamente),
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encontrando que el pH de los biocarbones aumenta con la temperatura de
pirolisis, estos autores reportan que la alcalinidad de los biocarbones esta
influenciada por los carbonatos encontrados en los biocarbones de este estudio.
En otro estudio, Puga et al. (2015) obtuvieron un pH de 10.2 en un biocarbén
obtenido de cafia de azucar y producido a 700°C. Por su parte, Lu et al. (2017)
reportaron que el pH de los dos biocarbones obtenidos a partir de paja de arroz y
bambu fueron de 10 y 9.5, producidos a temperaturas de 500 y 700°C. Por
altimo, Melo et al. (2013) reportaron que el pH de biocarbén obtenido a partir de
cafia de azlcar aumentaba con la temperatura de pirdlisis, encontrando pH de
8.6, 9.7, 9.8 y 10.1 a 400, 500, 600 y 700°C. De acuerdo con los estudios
mencionados anteriormente, el pH es un parametro que esta influido por la
temperatura de pirdlisis, encontrando que a mayor temperatura de pirélisis
mayor pH en los biocarbones, independientemente de la biomasa utilizada, es
decir, la temperatura de pirdlisis influye en mayor medida que la biomasa a partir
de la cual de obtiene el biocarbon. El pH es de los pardmetros que mas influye
en la movilidad de los MP en el suelo. Varios estudios han reportado como el
biocarbon modifica el pH de los suelos donde son adicionados y su posible
funcién en la biodisponibilidad de MP. Chen et al. (2018) en su revision de
articulos sobre el biocarbon, encontraron que, en la mayoria de los estudios,
reportaron que el biocarb6n aument6 considerablemente el pH de los suelos.
Como se describié anteriormente, a mayor temperatura de pir6lisis, mayor pH en
los biocarbones. Los aumentos del pH del suelo pueden causar precipitacién de
metales y disminuir la solubilidad de estos conduciendo a una menor
movilizacion en el suelo (Ma et al., 2010; Tang et al., 2013). Por su parte,
Uchimiya et al. (2011) mencionan que las uniones de iones metalicos con
ligandos de la superficie del biocarb6n esta muy relacionada con el pH, por lo
gue estas uniones pueden ser promovidas por un aumento del pH en el suelo
gracias al biocarbon. De la misma manera, Shen et al. (2016) reportan que los
aumentos en el pH podrian dar como resultado en un aumento de los sitios
superficiales cargados negativamente en el suelo y por consecuencia, en la
capacidad de sorcion para los metales catidnicos. Por otro lado, Lu et al. (2017)

reportdé un aumento en las interacciones electrostaticas entre cationes metalicos
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y los grupos funcionales activados provocados por un aumento en el pH del
suelo. Por su parte, Nawad et al. (2018) menciona que a un pH superior a 7, las
concentraciones de iones metalicos se reducen debido al aumento de la carga
de oxido superficial, la precipitacion de hidréxidos metélicos y la quelacion con la
materia organica. En este estudio el biocarbon obtenido a partir de la cascara de
coco obtuvo un pH de 10, por lo que este parametro pudo influir en la
inmovilizacién de los MP en el suelo para una menor absorcion por parte de las

plantas.

8.1.2 Materia organica
El biocarbdén obtuvo un porcentaje de M.O. de 4.4%, lo que lo coloca en el rango

de alto contenido de M.O. de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000. En un
estudio realizado por Solis (2016), reporta que los jales de Huautla tuvieron
porcentajes de 0.52 a 0.87%, valores que de acuerdo con la Norma mencionada
anteriormente los clasifica de bajos a muy bajos. Entonces, al agregar biocarbén
al sustrato jale, es beneficioso para aumentar el porcentaje de M.O. y asi influir
positivamente en los procesos que se desarrollan en el suelo. Un aspecto
importante, es que la capacidad de intercambio catibnico aumenta
proporcionalmente conforme aumenta el porcentaje de M.O. en el suelo. Sin
embargo, el biocarbén tiene una capacidad aun mayor que otra M.O. del suelo
para absorber cationes por unidad de carbono (Lehmann, 2007), lo cual es
importante porque influye en la movilizacién y biodisponibilidad de los MP. Como
se menciond anteriormente, al agregar biocarbén al sustrato jale, se benefician
la mayoria de los procesos que ocurren en el suelo, entre los que se encuentran:
suministro y disponibilidad de nutrientes para las plantas, estabilizacion de la
acidez, mejora la estructura del suelo, entre otros. La M.O. del suelo también
influye en la movilizaciéon de los MP. En un estudio realizado por Lu et al. (2017)
reportaron que los MP unidos a la M.O. aumentaron después de la aplicacion de
biocarbén. Es decir, el biocarbdn tiene una capacidad aun mayor que otro tipo de
M.O. del suelo para absorber cationes metalicos por unidad de carbono

(Lehmann, 2007). Por su parte, Escalante et al. (2016) mencionan que el
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biocarbén presenta una mayor C.I.C por unidad de carbono que la M.O. del
suelo, debido a su mayor area y carga negativa superficial y a una mayor
densidad de carga. Los responsables del incremento de la C.I.C. pueden ser los
grupos carboxilicos que se forman sobre los puentes de nacleos aromaticos del
biocarbon que resultan de su oxidacién (Lian et al., 2006). Uchimiya et al. (2010)
menciona que la M.O. juega un papel importante en la movilizacion de MP a
través de dos mecanismos; 1) la formacibn de complejos con fracciones
organicas coordinadoras de iones metalicos y 2) la competencia entre la M.O. y
los iones metalicos por los sitios de sorcion. En este estudio el biocarbén obtuvo
un 4.4% de M.O. colocandose en el nivel de alto contenido, por lo que también el
porcentaje de M.O. pudo influir en la inmovilizacién de los MP en el suelo y una

reduccion en los tejidos de las plantas.

8.1.3 Contenido de Nitrégeno y Fésforo
El biocarbén presento 0.033 mg/Kg de nitrdgeno, que lo coloca dentro del rango

muy bajo a lo que establece la NOM-021-SEMARNAT-2000. Esto es de
esperarse, ya que el biocarbén presenté un alto contenido de carbono (2.6), lo
gue resulta en una relacion carbono/nitrégeno (C/N) muy alta de 78. Respecto a
esto, Novak et al. (2010), reportaron valores elevados de la relacion C/N de 245
en un biocarbén de céscara de nuez, estos autores mencionan que los
materiales ricos en nitrégeno presentan una relacién C/N baja, los cuales son
buenos para producir composta y favorecen la liberacion de nitrogeno para las
plantas y microorganismos. Por otro lado, cuando la relacion es alta, como en la
mayoria de los materiales lefiosos, la liberacion de nitrogeno es disminuida o
nulificada. Sin embargo, el biocarbén puede retener temporalmente nitrégeno y
liberarlo lentamente y asi, favoreciendo la absorcion por las plantas,
incrementando la eficiencia del nitrogeno y la productividad de los cultivos
(Zheng et al., 2013).

Para el fosforo, el biocarbon presenté 10.5 mg/Kg, lo que se encuentra en el
rango medio de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000, por lo que

podemos decir que al agregar biocarbdn al sustrato jale, se puede disponer de
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este elemento, al menos en pequefias cantidades, para su absorcion por parte
de las plantas. Asimismo, la disponibilidad del fésforo depende de la relacién
CIN, siendo las relaciones altas, cuando el fosforo puede ser menor del
necesario para la nutricion de las plantas, permaneciendo inmovilizado, si la
relacion es baja, puede ser liberado un exceso de fosforo en formas de fosfatos

inorganicos, aprovechado por las plantas (Ortiz et al., 1993).

8.2 Influencia del biocarb6n sobre la absorcion y bioacumulacién de
metales pesados en Crotalaria pumilay Sanvitalia procumbens
Crotalaria pumila bioacumulé cuatro MP, con el siguiente patron de

bioacumulacion Fe > Pb > Zn > Cd, durante los 120 dias de exposicion que durd
el experimento. Se han realizado estudios sobre la bioacumulacion de MP en C.
pumila. Sanchez et al. (2018) reporté que C. pumila bioacumulé Zn > Cu > Cd >
Pb, en ese patron de bioacumulacién, considerandola como especie extractora
de Zn con un factor de translocacion de 9.2, mientras que, para los demas
metales el factor de translocacion fue menor de uno. Por otro lado, Santoyo-
Martinez (2020) reporté que C. pumila bioacumulé Cu > Fe > Pb >Zn,
encontrando mayor bioacumulacion en raiz con respecto a tejido foliar, a
excepcion del Cu, que presentdé mayores concentraciones en tejido foliar con un
factor de translocacion de 1.33. Para los otros metales el factor de translocacion
fue menor a 1, proponiendo a C. pumila como especie acumuladora de Cu con
potencial fitorremediador de ambientes contaminados con este metal. Ademas,
C. pumila presenta diferentes ventajas para ser utilizada en procesos de
fitorremediacion de MP, por ejemplo, se le ha descrito como especie pionera en
ambientes perturbados, tiene un alto porcentaje de germinacion, tiene una gran
distribucion geografica abarcando tres tipos de vegetacion como matorrales
xerdéfilos, bosques caducifolios tropicales y bosques templados (Rzedowski
2006), es una planta dominante en el estrato herbaceo, ademas de que es de
rapido crecimiento, por lo que estas caracteristicas hacen que C. pumila sea una
especie vegetal con potencial fitorremediador en ambientes contaminados por
MP.
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Para el Fe, C. pumila bioacumul6 en promedio para el Tratamiento uno (0%
biocarbén) 8,919 mg/Kg en raiz y 1,739 mg/Kg en tejido foliar, por lo que el
factor de translocacion fue menor de uno. Para el tratamiento dos (12.5%
biocarbon) bioacumul6 6727 mg/Kg en raiz y 890 mg/Kg en tejido foliar. Para el
tratamiento tres (25% biocarbon) bioacumulé 4,829 mg/Kg en raiz y 722 mg/Kg
en tejido foliar. Por dltimo, para el tratamiento cuatro (50% biocarbon)
bioacumulé 3,439 mg/Kg en raiz y 665 mg/Kg en tejido foliar. Como podemos
observar, a medida que se incrementa la cantidad de biocarbén en el sustrato
jale, disminuye la concentraciébn de Fe tanto en raiz como en tejido foliar,
logrando una disminucion del 25, 46 y 61% en los tratamientos 2, 3 y 4
respectivamente, en raiz, y una disminucién del 49, 58 y 62% en los tratamientos

2, 3y 4 respectivamente, en tejido foliar (ver discusion al final de este apartado).

Para el caso del Pb, que fue el segundo metal que mas bioacumulé C. pumila,
después del Fe, para el tratamiento uno (0% biocarbo6n) bioacumul6 en promedio
2,526 mg/Kg en raiz y 1,618 mg/Kg en tejido foliar. Para el tratamiento dos
(12.5% biocarbén) bioacumul6 805 mg/Kg en raiz y 327 mg/Kg en tejido foliar.
Para el tratamiento tres (25% biocarbon) bioacumulé 596 mg/Kg en raiz y 283
mg/Kg en tejido foliar. Por ultimo, para el tratamiento cuatro (50% biocarbdn)
bioacumulé 465 mg/Kg en raiz y 257 mg/Kg en tejido foliar. De igual manera
como en el caso del Fe, a medida que se incrementa la cantidad de biocarbén
en el sustrato jale, la bioacumulacion de Pb disminuye tanto para raiz como para
tejido foliar, logrando un porcentaje de disminucion del 68, 76 y 82% en los
tratamientos 2, 3 y 4 respectivamente, en raiz, y para tejido foliar se logré una
disminucién del 80, 83 y 84% para los tratamientos 2, 3 y 4 respectivamente (ver

discusion al final de este apartado).

En cuanto al Zn, que fue el tercer metal que mas bioacumulé en concentracion,
presentando una bioacumulacion para el tratamiento uno (0% biocarbon) de 695
mg/Kg en raiz y 166 mg/Kg en tejido foliar. Para el tratamiento dos (12.5%
biocarbén) bioacumulé 546 mg/Kg en raiz y 90 mg/Kg en tejido foliar. Con
respecto al tratamiento tres (25% biocarbon) bioacumulé 334 mg/Kg en raizy 73

mg/Kg en tejido foliar. Por ultimo, para el tratamiento cuatro (50% biocarbon)
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bioacumuld 225 mg/Kg en raiz y 58 mg/Kg en tejido foliar. Al igual que el Fe y
Pb, a medida que se incrementa la cantidad de biocarbon en el sustrato jale, la
concentracion de Zn disminuye tanto para raiz como para tejido foliar, logrando
un porcentaje de disminucion del 21, 52 y 68% en los tratamientos 2, 3 y 4
respectivamente, en la raiz, y para el tejido foliar se logré un porcentaje de
disminucién del 46, 56 y 65% en los tratamientos 2, 3 y 4 respectivamente (ver

discusion al final de este apartado).

Para el Cd, que fue el metal que menos bioacumulé C. pumila de los cuatro (Fe,
Pb y Zn). Para el tratamiento uno (0% biocarbdn) presentdé una bioacumulacién
de 164 mg/Kg en raiz y 41 mg/Kg en tejido foliar. En el tratamiento dos (12.5%
biocarbén) presenté una bioacumulacion de 112 mg/Kg en raiz y 17 mg/Kg en
tejido foliar. Para el tratamiento tres (25% biocarb6n) presentd una
bioacumulacion de 56 mg/Kg en raiz y 10 mg/Kg en tejido foliar. Por ultimo, para
el tratamiento cuatro (50% biocarbdn) present6 una bioacumulacién de 33 mg/Kg
en raiz y 10 mg/Kg en tejido foliar. El mismo patrén se encontré en los cuatro
metales que bioacumuld C. pumila, a mayor cantidad de biocarbdn incorporado a
sustrato jale, menor la concentracion de Cd en la raiz como en el tejido foliar,
logrando un porcentaje de disminucion del 32, 66 80% para los tratamientos 2, 3
y 4 respectivamente, en la raiz, y para el tejido foliar, se logré un porcentaje de
disminucién del 59, 76 y 90% en los tratamientos 2, 3 y 4 respectivamente (ver

discusion al final de este