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Introduccion

1.1.- Generalidades.

Hay 17 elementos actualmente, en la tabla periddica conocidos como
imprescindibles para todas las plantas superiores (Asher, 1991). De estos elementos
esenciales, 9 son macronutrientes (C, H, O, N, K, Ca, Mg, P, y S), que estan normalmente
presentes en los tejidos de la planta a concentraciones mayores de un 0.1% en peso seco.
Ocho micronutrientes (definidos como elementos esenciales por que se requieren a
concentraciones de menores de 100 pg/g en peso seco) se reconocen ahora como
esenciales para todas las plantas superiores, B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, y Zn (Welch, 1995;
Marschner, 1995).0tros elementos no esenciales tales como Cd, Hg, Pb, Se, Cr, etc. son
también de interés porque concentraciones elevadas de los mismos en los suelos y en las
aguas de riego representan un peligro potencial para la produccion agricola y para la salud

del hombre y los animales (Urbano et al., 1998).

El interés sobre el estudio de micronutrientes en las plantas ha experimentado una
escalada en la Ultima década debido a recientes investigaciones que demuestran sus papeles
en la resistencia a enfermedades y a diversos estrés (Graham y Webb, 1991) ademas de que
las plantas es una fuente importante de estos elementos esenciales para animales y humanos
(Miller et al., 1991; Van Campen, 1991; Nielsen, 1992) y la posibilidad de que pueden
descubrirse mas elementos como esenciales para todas las plantas superiores (Nielsen, 1992;
Welch, 1995)

Otros elementos son considerados como esenciales para algunas especies vegetales
que crecen bajo condiciones medioambientales especificas. Por ejemplo, el Co es un elemento
esencial para la fijacion simbidtica del N en leguminosas y otras especies de plantas
dependientes del nitrogeno atmosférico para satisfacer sus requerimientos en N (Welch,
1995).
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Introduccion

1.2.- Micrenutrientes y metales pesados en suelos.

La cantidad de un determinado micronutriente en la solucién del suelo como ion libre
o como complejo soluble en forma de quelato, esta influenciada por las reacciones quimicas
relacionadas con la formacién de precipitados insolubles y por las transformaciones de los
microorganismos (Lou¢, 1988; Morgan y Mascagni, 1991), ademas de la reserva del suelo, €l
contenido de materia organica, pH, estado de oxidorreduccion, humedad y aireacion del suelo

asi como las variaciones estacionales (Loué, 1988).

El contenido total en microelementos y metales pesados de los suelos, no
contaminados, depende de la composicion de la roca madre (Graham, 1953), de la
descomposicion sufrida por ésta (Swaine et al., 1960). y de las condiciones pedoclimaticas de
la formacion de dichos suelos (Pais, 1980). Hay otros factores que condicionan el contenido

del suelo en micronutrientes y metales pesados, entre ellos, las aguas residuales (Loug, 1988).

Sin embargo en suelos contaminados, las fuentes de contaminacién son numerosas

(Tiller, 1989), y pueden reducirse en cuatro categorias importantes:

1. El aporte de elementos pesados, que puede prevenir de actividades industriales, mediante
deposito de materiales contaminantes y por gases de automocion (Gomez-Miguel et al,,
1998).

2. El aporte de iones SO, y NH," (Pierzynski et al., 1994). La llamada “lluvia acida” de pH
inferior a 5.5, que suele originarse por las actividades industriales como la generacion de
la energia eléctrica mediante la combustion de carbonos (Tiller, 1989)

3. El aporte excesivo de iones NO;” y PO,*, procedentes de los fertilizantes (Pierzynski et
al,, 1994).

4. La contaminacién microbiana causada por el uso de aguas de riego, provenientes de
aprovechamiento urbano e industriales, que son una de la causa mas graves de

contaminacion organica, tanto bacteriana, como virica (Otero, 1985; 1988).

Otra forma de contaminacion edafica viene dadas por el compost. Este proporciona

al suelo materia organica estabilizada, y nutrientes importantes para el cultivo, sin
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embargo, puede existir riesgo de contaminacion, por la presencia de metales pesados y

compuestos organicos (Garcia, 1990).

1.2.1.- Acumulacion de metales pesados en suelos.

La incorporacion de residuos de cultivos es un factor importante en el mantenimiento
de los niveles de micronutrientes en el suelo. Los agentes quelantes producidos por
microorganismos, o excretados por las raices, estdn relacionados con la mineralizacion de las

rocas y funcionan como transportadores de micronutrientes a las raices (Mori, 1999).

La acumulacion de metales pesados en suelos puede originarse de distintas formas,
entre ellas, la industrializacion y rapida urbanizaciéon, que en muchos paises, puede ser la
causa mayor del aumento en el nivel de metales en el medio ambiente (Bergomi et al., 1987,
Tennant, 1987). Frecuentemente se han encontrado suelos de jardines urbanos contaminados

con Cd, Pb y otros metales (Davis, 1978; Spittler and Feded, 1979; Davies y Ballinger, 1990).

Las fuentes mas comunes de contaminacion de los suelos, en areas urbanizadas, son:
el aumento en el nimero de automoviles, las actividades industriales y las aplicaciones como
el lodo de aguas residuales o estiércoles para mejorar las condiciones del suelo, o como fuente
de nutrientes para las plantas, pueden ser también una fuente potencial de metales pesados
(Webber et al., 1983; De Pieri et al., 1997).

Los gases de la atmosfera: adyacente a las carreteras (Wong et al., 1984), de las
emisiones de las incineraciones industriales, la combustion de energia fosil y neumaticos
desgastados, son fuentes de contaminacion de metales pesados como Pb, Zn, Ni, y Cu (Page y
Bingham, 1973).

1.2.2.- Movilidad de los metales pesados en suelos.

Salvo en suelos muy 4cidos, los metales pesados son poco solubles y aparecen

predominantemente adsorbidos o insolubles, por lo que el movimiento de estos en los suelos
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ha sido considerado generalmente minimo o practicamente no existente (Dowdy y Volk,
1983). William et al. (1987) no encontraron ningin movimiento significativo de Cd, Cu, Pb, y

Zn en suelos tratados con lodos durante 8 afios.

Chang et al. (1984), demostraron que mas del 90% de los metales pesados aplicados
se encontraban en los primeros 15 cm del suelo. En suelos naturales, los niveles de Cd y Pb
aumentaban en la parte superior del perfil del suelo, y los modelos de distribucion de estos

elementos eran similares a los de la materia organica (Andersson 1977).

Page y Chang (1985) mostraron que, en la mayoria de los casos, los elementos
trazas (refiriéndose a metales pesados) adicionados como diferentes tipos de residuos
sOlidos y desechos, o se retuvieron entre diferentes capas de tierra y basura, o se movieron
s6lo unos centimetros bajo la capa tratada Sin embargo, Shirado et al. (1986), descubrieron
que el Zn, Ni, y Cd emigraban de la zona cultivada del suelo hasta las capas mas profundas
en suelos areno-limosos con la ayuda de altas precipitaciones. Dowdy y Volk (1983)
demostraron que el movimiento de metales pesados en los suelos puede ocurrir en suelos
arenosos y acidos con niveles bajos de materia organica, y sometidos a fuertes lluvias

irrigacion excesiva.

Después de 14 afios de aplicaciones de lodos, Dowdy et al. (1991), encontraron un
pequefio movimiento descendente de Cd y Zn en el perfil del suelo. Los resuitados de
Stevenson y Welch (1979), mostraron que el acetato de Pb, aplicado al suelo, emigraba hasta

por lo menos 90 cm de profundidad en menos de 7 afios.

El movimiento de los metales pesados junto con el agua en los suelos, requiere que el
metal esté en la fase soluble, o asociado con particulas moviles. Se ha demostrado que
metales como Zn y Cu, forman complejos con los acidos hiimicos a niveles de pH entre 4.5 y
5.0 (Waller y Pickering 1992). Asi, las particulas organicas pueden formar complejos con los
metales en la parte superior del perfil del suelo y ser transportados descendentemente en
forma orgéanica cambiable (McBride, 1989; Petruzzelli y Lubrano, 1994). Por consiguiente, el

movimiento se relaciona esencialmente con las formas fisicoquimicas de los metales en el
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suelo, porque €stas tienen potenciales diferentes para la movilizacion por ligandos organicos o

inorgénicos en la solucion del suelo (Li y Shuman 1996).

Las fracciones solubles en agua y cambiables (y a veces las fracciones organicas) de
los metales, se consideran normalmente las formas disponibles para las plantas (Petruzzelli,
1989; Shuman 1991), que a su vez, son las formas potencialmente moéviles y perjudiciales
para el medio ambiente. Los acidos organicos en las partes superficiales del suelo pueden
solubilizar metales en la fraccion de Oxidos de Fe y de Mn, proporcionando asi una
oportunidad de entrar en el perfil descendentemente y ser readsorbidos en los complejos de
intercambio (Worthington y Evans 1990).

1.2.3.- Factores que controlan la disponibilidad y la asimilibilidad de los metales
pesados en suelos.

Las caracteristicas del suelo como el pH, humedad, temperatura, textura, el contenido
en materia organica, son factores muy importantes que pueden influir sobre la disponibilidad
y la absorcion de los metales (Tack y Verloo, 1996).

1.2.3.1.- pH.

El pH del suelo se conoce como parametro importantisimo en el control de la
disponibilidad y en el incremento de la absorcion de los metales (Adriano, 1986; Alloow y
Jackson, 1991). a través de su influencia en la solubilidad de dichos elementos-traza. En el
rango de pH de 5 a 8, Cu, Fe, Mn, y Zn estan mas disponibles para las plantas cuando el
pH esta cerca de 5. Lo contrario ocurre para el Mo. El pH es importante en la solubilidad
del Fe y Mn. La concentracion de Cu, Fe, Mn, y Zn en plantas de soja se correlacionaron
negativamente con el pH del suelo, cuando este se incremento de 5.1 a 6.47 (Mills y Jones,
1996). Los procesos de oxidacion-reduccion también estan, en cierto modo, influenciados
por el pH (Urbano et al., 1998). La solubilidad de los metales pesados en la solucion del
suelo es mayor a valores bajos del pH, y con la mayor solubilidad de estos metales, se
incrementa su disponibilidad, ya que existe una relacion estrecha entre la concentracion de

los metales en las plantas y el pH del suelo (Han y Lee, 1996).
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Mills y Jones, (1996) sugirieron, que el incremento del pH reduce la solubilidad y
absorcion de metales como Al, Co, Cu, Fe, Zn, y Mn, aumentando la del Mo. Mientras que
Tack y Verloo (1996), no encontraron ninguna relacion perceptible entre el pH del suelo y los
elementos estudiados, sugiriendo que el pH del suelo es uno de los numerosos factores que
controlan la absorcion de metales, pero también el resto de parametros fisicos o quimicos del
suelo y las condiciones climaticas de humedad, temperatura, y radiacion durante el

crecimiento, etc.

Las plantas crecidas en el suelo con el valores de pH= 5.5, acumularon grandes
cantidades de Cd, tres veces mas que plantas crecidas a valores de pH entre 6.5 y 7.5
(Zaurov et al., 1999). El pH también influye en el contenido en materia organica del suelo,
ya que los valores de este permiten una evolucion elevada de la materia organica y se
sithan entre 6 y 7.2. Las condiciones resultan poco favorables cuando el pH desciende a 5.5
o se eleva hasta 7.8 (Urbano et al., 1998).

1.2.3.2.- Materia orgéanica.

Los suelos contienen cantidades variables de materia organica, y ésta aparece en los
ecosistemas naturales como consecuencia de la actividad de los seres vivos (Dominguez,
1997). Esta constituida por la mezcla de microorganismos (biomasa microbiana), restos
vegetales y animales en diferente grado de descomposicion. Las materias organicas
frescas, 0 poco descompuestas, sufren una primera accién microbiana que las transforma
en humus (humificacion) para, en una segunda etapa, continuar descomponiéndose hasta

convertirse en elementos minerales (mineralizacion) (Urbano et al., 1998).

La incorporacién de materia organica al suelo, produce mejoras muy importantes en
las propiedades fisica, quimicas y biologicas del suelo (Clapp, 1986), traduciéndose en un
aumento de la productividad (Bartoli et al., 1992).

Esta juega un papel imprescindible en la nutricién de los cultivos, puesto que contiene

una fuerte proporciéon de micronutrientes asimilables. Los suelos pobres en materia organica
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tienen tendencia a serlo en microelementos (Loué, 1988), va que la formacion de complejos
organo-metalicos afecta al comportamiento de los micronutrientes de dos maneras
contrapuestas: la formacién de complejos por materia organica insoluble, disminuye la
disponibilidad, mientras que la formacién de complejos solubles la favorece (Urbano et al.,
1998).

La materia organica tiene la propiedad de formar complejos con los cationes. Puede
formar combinaciones estables con iones metalicos, contiene un 10-13% del N organico que,
normalmente, se libera rapidamente durante la mineralizacién (Ciavatta et al., 1997). Las
plantas son capaces de absorber numerosas formas de microelementos ligados a la materia
organica, ya que ésta ultima incrementa la capacidad de intercambio catiénico en el suelo
(Kuo, 1990). La incorporacion de una fuente de materia organica al suelo produce un
crecimiento microbiano que, como consecuencia de su metabolismo, produce un
desprendimiento de CO,. La evaluacion de este proceso se ha propuesto como un indice de la

actividad microbiana y del grado de transformacion de materia organica (Nannipieri et al.,
1990).

1.2.3.3.- Textura.

Es una de las caracteristicas mas importantes del suelo y determina, de algin modo, el
grado de actividad fisico-quimica del mismo (Dominguez, 1997). La textura del suelo puede
influir sobre la concentracion de los nutrientes, ya que ésta ha sido a menudo asociada a las
cantidades de microelementos asimilables (Maples y Keogh, 1973; Constable y Rochester,
1989; Maples et al., 1990).

El efecto de la textura sobre la asimilibilidad relativa, es decir sobre la relacion
microelemento soluble-microelemento total, no ha sido estudiada ampliamente (Loué, 1988).
En estudios suelos de Finlandia, se ha constatado una disminucion significativa de las
cantidades de Co, Cu y Mn solubles, en funcion de un contenido creciente de elementos
gruesos, pero no el caso de Zn (Sillanpéi, 1972). La textura tiene un efecto significativo sobre
¢l estado del B en la planta (Gupta y Gupta, 1998).
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1.2.3.4.- Microorganismos.

La actividad microbiana influye sobre la asimilibilidad de los microelementos.
Hodgson (1963), descubrio los efectos de los microorganismos del suelo sobre: (1) la
liberacion de iones durante la descomposicion de la materia organica, (ii) la inmovilizacion de
éstos por incorporacion a microorganismos, (iii) la oxidacion de elementos en una forma
menos asimilable, (iv) la reduccion de la forma oxidada de un elemento, en medio reductor, y

(v) las transformaciones indirectas debidas a los efectos sobre el pH.

El efecto de los microorganismos sobre la absorcion de microelementos resulta de la
descomposicion de las formas organicas, o de una competencia directa en la absorcion. La
deficiencia de Zn en arboles frutales se agravaba por el efecto de la competencia de ciertos
microorganismos (Loué, 1988). La actividad microbiana puede controlar en parte, el estado

de oxidacion del Mn, por intermedio de su efecto sobre el potencial de oxidacion.

En el suelo, los microorganismos desarrollan una amplia gama de acciones que
inciden en el desarrollo y la nutricién vegetal. Las actividades metabolicas de poblaciones
microbianas estimuladas en la rizosfera, tanto desde el punto de vista cualitativo como
cuantitativo, son de vital importancia para el desarrollo de las plantas (Barea y Azcon-
Aguilar, 1982).

Las acciones que desarrollan los microorganismos en la rizosfera, y que resultan
beneficiosas en los sistemas suelo-planta, pueden concretarse en las siguientes: (i)
Estimulacion de la germinacion de semillas y del enraizamiento, mediante la produccion
por los microorganismos de: fitoestimuladores, hormonas, vitaminas y otras sustancias; (ii)
incremento en el suministro/disponibilidad de nutrientes. Este efecto deriva del
protagonismo de los microorganismos (biofertilizantes) en los ciclos biogeoquimicos de
los nutrientes; (iii) mejora de la estructura del suelo, consecuencia de la contribucién
microbiana a la formacion de agregados estables (mejoradores del agroecosistema); (iv)
proteccion de las plantas a frente a estreses bidticos y abioticos, a través de la actividad
microbiana en fenémenos de antagonismo  microorganismo-microorganismo

(biopesticidas, agentes de control bioldgico de patogenos), o de eliminaciéon de productos
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xenobidticos (biorremediadores), o incremento de la resistencia/tolerancia a salinidad,

sequia, degradacion de sistemas, (mejoradores ecofisiologicos), etc. (Barea y Olivares,
1998)

1.2.3.5.- Temperatura.

La temperatura edafica influye de una manera significativa sobre el crecimiento de la
parte radical de las plantas (Cooper, 1973; Abbas Al-Ani et al., 1983), induciendo a una
mayor absorcion de nutrientes (Bland, 1993), Los cambios en la morfologia de las raices, asi
como los cambios en la temperatura, se caracterizan por las diferencias en las longitudes de

las raices, el peso seco y la ramificacion (McMichael y Burke, 1998).

En general, el crecimiento de la parte radical aumenta con la elevacién de la
temperatura del suelo, hasta un 6ptimo, por encima del cual se produce una disminucién del
crecimiento (Brar et al., 1970; Pearson et al., 1970; Glinski y Lipiec, 1990). La temperatura
optima para el crecimiento de plantas de algodén (Gossypium hirsutum) era de 28 y 35 °C, y
en plantas de girasol (Helianthus annuus) de 23 y 25 °C (McMichael y Quisenberry (1993),

cada especie vegetal tiene su necesidad térmica radicular y aérea.

Los cambios morfolégicos en el crecimiento de la parte radical pueden ocurrir como
resultado de la interaccion entre la temperatura del suelo, con otros factores de éste, como
actividades patogénicas. El desarrollo de raices laterales en plantas jovenes de algodon se
incremenba significativamente a bajas temperaturas (15 °C) y cuando las plantulas crecieron

en suelos estériles en ausencia de patogenos (McMichael y Burke, 1998).

El impacto de la temperatura edafica sobre el funcionamiento del sistema radical ha
sido estudiado en algunas plantas (Engels y Marschner, 1996). A las bajas temperaturas del
suelo, la absorcion de agua y de nutrientes por el sistema radical se ve reducida (Nielson,
1974) y se observo también una disminucion en actividades enzimaticas como la nitrato
reductasa (Vasilieva, 1999), asi como, una disminucion en el crecimiento de la parte aérea

(Ryppo, 1998). Sin embargo, altas temperaturas, pueden ser perjudiciales, conduciendo a
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disminucién en la concentracion de elementos minerales absorbidos y finalmente una

reduccion en el crecimiento (Huang y Xu, 2000).

1.2.3.6.- Humedad.

Los efectos de la humedad del suelo sobre la concentracion de elementos minerales,
depende del nivel del grado de éste. El incremento en humedad por encima del “punto de
marchitez” hasta el nivel de capacidad del campo, tiende a aumentar la disponibilidad de
algunos elementos, especialmente Ca y B, mientras que el contenido de P, Mg, K, Ny S,
derivados de la descomposicion de la materia organica, puede también reducirse por exceso
de humedad (Mills y Jones, 1996).

Boselli et al. (1998), observaron que la composicion idnica del limbo foliar no se
afect6 por variaciones de la humedad del suelo, a excepcion del Fe y del Ca cuyo contenido
en bayas y hojas fue muy alta en condiciones de humedad alta, condiciones que son
favorables para un metabolismo intenso en la planta entera. Mientras que Adams y Hand

(1993), encontraron situaciones de deficiencia de Ca en condiciones de alta humedad edafica.

El incremento de la humedad puede tener un efecto positivo, negativo, o neutro,
sobre la concentracion de elementos minerales en las plantas, dependiendo de los niveles
de nutrientes en el substrato y de la etapa del crecimiento del vegetal (Mills y Jones, 1996).
Bajo condiciones de alta humedad del suelo, la absorcion de nutrientes se reduce a causa
de su lixiviacion en la rizosfera (Ardkani et al., 1977), mientras que bajo condiciones de
escasa humedad, conducen a disminucioncs en: la transpiracién, el crecimiento foliar y en

la fotosintesis (Greenway y Klepper, 1968; Karrou y Maranville, 1994).

1.2.4.- Influencia de los metales pesados sobre la diversidad de la comunidad microbiana

en el suelo.

La mineralizacion de la materia organica se lleva a cabo por una gran comunidad de

organismos € involucra una amplia gama de procesos metabdlicos. Los cambios en la
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composicion o actividad de la comunidad microbiana se deben a la contaminacion, y los

efectos a largo plazo podrian dar lugar a la destruccion del ecosistema (Perry et al. 1989).

Los metales pesados afectan al crecimiento, la morfologia y el metabolismo de los
microorganismos del suelo, a través de desequilibrios funcionales, por la desnaturalizacion de

proteinas o destruccion de la integridad de las membranas celulares (Leita et al., 1995).

La respuesta de los microorganismos a los metales pesados se midié en el suelo
estimando: (i) el tamafio de la biomasa microbiana (Brookes and McGrath, 1984; Chander
and Brookes, 1993; Brookes, 1995), (ii) la composicion de fosfolipidos en acidos grasos
(Frostegard et al., 1993), (iii) la estructura de las comunidades de microfauna (Nordgren et al.,
1985) y (iv) respiracion y actividades enzimaticas (Tyler, 1981; Babich and Stotzky, 1982;
Baath, 1989; Nannipieri, 1994).

Tyler (1981), encontr6 una correlacion negativa entre las actividades de enzimas en el
suelo, y el contenido de metales pesados, especiaimente Cu, Pb y Zn.. Por el contrario, el Pb y
el Cd, causaron incrementos y disminuciones en la actividad de la xilanasa, ureasa y fosfatasa,
dependiendo del nivel de contaminacion y de la duraciéon del experimento (Brunner and
Schinner, 1984). En general, el grado de inhibicion varia con la concentracion y la forma del
metal adicionada al suelo en cuestién y con la enzima estudiada (Ladd, 1985; Nannipieri,
1994).

Ademas, la razon Carbono microbiano/Carbono del suelo fue un indice fiable para
evaluar la contaminacién de metales pesados, y era mas sensible que otros parametros, como
el carbono microbiano o el carbono organico total, por separado (McGrath, 1994,; Brookes,
1995; Leita et al., 1995).
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1.3.- Toxicidad de los micronutrientes y metales pesados en plantas.

1.3.1.- Toxicidad de micronutrientes.

Los sintomas de la toxicidad de micronutrientes han sido encontrados en numerosas
especies vegetales (Marschner, 1995). El nivel de toxicidad critico de cada elemento esta bajo
control genético, y varia dentro y entre especies para cada elemento. Las interpretaciones
fisiologicas de toxicidad de micronutrientes son limitadas, pero estan mdas detalladas para los
elementos como Mn, Cu, Zn, Mo, e Fe, que para elementos como B y Cl. La toxicidad
interfiere con los procesos fisiologicos normales en los que estan involucrados la utilizacién
de los elementos. Tales sucesos van desde alteraciones en los niveles de auxinas (Mn, Cu)
hasta alteraciones en la sintesis de proteinas (Mo, Fe, Zn) (Marschner, 1995). Algunos

ejemplos concretos serian:

Hierro: Un nivel excesivo de éste que pueda conducir a toxicidad, es muy raro en
condiciones naturales. No suele manifestarse mas que en suelos muy acidos, o con
aplicaciones excesivas de sales solubles (Loué, 1988). Altas concentraciones de Fe en el
medio de cultivo condujeron a una reduccién en el peso fresco de las plantas y produjeron

dafios al 50% del cultivo de Poa pratensis L. cv. Touchdown (Lee et al., 1996).

El “bronceado del arroz” sintomatologia de toxicidad férrica es un problema
importante de la produccion y el segundo factor mas severo que limita el rendimiento del
cultivo de arroz en suelos encharcados. El contenido toxico critico es superior a 500 mg kg,
de peso seco foliar, pero es altamente dependiente del contenido en otros nutrientes
(Yamauchi, 1989). La evolucion de los sintomas se inician con pequefios puntos rojizos a
marrones sobre la base de las hojas, que se propagan a todo el limbo y que pardea.
Finalmente, las raices de arroz tienen por otra parte la capacidad de eliminar el Fe que entra
con el agua, pero esta facultad se ve alterada por diversos factores, entre los cuales esta la
deficiencia de K (Tanaka, 1973).
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La toxicidad férrica también puede jugar un papel importante en cultivos de suelo y
probablemente, es un proceso precoz del dafio inducido por sequia en los tejidos
fotosintéticos, causado por la catalizacion del Fe en la formacion de radicales libres toxicos de

oxigeno en el cloroplasto (Price y Hendry, 1991)

Manganeso: En experimentos de Mn aplicado en exceso, Lee et al. (1996), no
encontraron mngun sintoma de toxicidad, ni observaron ninguna reduccién significativa en el
peso seco o en la altura de las plantas de Poa pratensis L. Solamente una concentraciéon 12
mM de Mn, condujo a una disminucion en el peso fresco, en comparacion con las plantas

control.

Los sintomas de toxicidad de Mn son: la aparicion de manchas marrones sobre las
hojas maduras, menos claras en condiciones de alta intensidad de luz, en comparacion con
baja intensidad (Weissemeir y Horst, 1992) y puede conducir a una deformacion de las hojas
jévenes, como ocurri6 en plantas de judia (Horst y Marschner, 1978) y algodon (Foy et al.,
1981). La toxicidad del Mn conduce a la aparicion de manchas negruzcas distribuidas a lo
largo de los tallos, peciolos y nervaduras principales, que corresponden a su acumulacion
(Juste, 1970); la toxicidad del Mn puede aparecer como clorosis y necrosis internerviales
(Nable et al., 1988; Horiguchi et al., 1988b).

En ciertos cultivos (arroz, judia) se ha demostrado que el Si podria atenuar la toxicidad
del Mn permitiendo una mejor distribucion de este en las hojas. El Si permitiria de esta forma

evitar la acumulacion del micronutriente (Mengel y Kirby, 1982).

Cobre: El exceso de este en el suelo conlleva a efectos sobre el metabolismo vegetal
son: la inhibicion del crecimiento (Woolhouse, 1983), el estrés oxidativo (Van Assche and
Clijsters, 1990; Woolhouse, 1983), dafios a membranas, alteracion de actividades enzimaticas
(De Vos et al., 1992), inhibicion de la fotosintesis, etc. (Lidon et al., 1993). Los efectos de la
toxicidad por el Cu son la inhibicién rapida del desarrollo radicular y clorosis similar a la
originada por deficiencia de Fe, probablemente como consecuencia de una deficiencia

inducida de este elemento al reducirse la absorcion de hierro por competencia y en cultivos
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plantas superiores sensibles, causa varios efectos que dependen fuertemente, entre otras cosas,
de la fase del crecimiento de planta en que fue aplicado el metal, y en el tiempo de su accion

(Loué, 1988).

El exceso de Cu, aplicado durante las fases iniciales del crecimiento, inhibe
fuertemente la expansion foliar e incrementa la cantidad de pigmentos por unidad de
superficie (Maksymiec et al., 1994; 1995: Maksymiec y Baszynski 1996). La inhibicion del
crecimiento por tan sélo un dia de tratamiento (Weckx y Clijsters, 1996). Después de una
exposicion, a lo largo del periodo vegetativo, la concentracion de clorofila disminuye,
asociada con la destruccion simultanea de la estructura interna del cloroplasto (Rousos et al.,
1986, 1989, Baszynski et al., 1988), y una modificacion considerable de la composicion de
proteinas lipidicas de la membrana tilacoidal (Lidon y Henriques, 1993; Maksymiec et al.,
1994), dependiendo de la duracion de la accion del Cu (Maksymiec et al., 1992). Las
caracteristicas comunes de la accién del exceso de Cu en la mayoria de las plantas es la
disminucién de la masa radicular (Casella et al., 1988; Rhoads et al., 1989, Lindo y Henriques,
1992; Rousos y Harrison, 1987). Los efectos toxicos de este nutriente sobre el aparato
fotosintético normalmente incluyen, la disminucion de las actividades fotoquimicas (Sandman
y Boger, 1980), dafios de la estructura y composicion de la membrana tilacoidal (Clysters et
al., 1991), y alteracion en los niveles de pigmentos (Ouzounidou, 1996). Los tratamientos con

exceso de Cu provocaron una reduccion en la elongacidn radicular (Ciscato et al., 1997).

El exceso de Cu también puede inducir inhibicién de la fotosintesis a través de la
limitaciéon del metabolismo de carbono, como resultado de cambios morfologicos y
bioquimicos en el tilacoide. El exceso de este tiene un fuerte efecto toxico para plantas y
animales. La necesidad de elucidar los mecanismos de la toxicidad del Cu no sdlo para su uso
en industria, sino también como fungicida, algicida o bactericida en agricultura, y como droga
en medicina, abre un amplio campo actual de estudio (Maksymeic, 1997).

Cinc: Cuando el suministro de éste es excesivo puede inducirse toxicidad rapidamente
en plantas no tolerantes. La inhibicion de la elongacién radicular es un parametro muy

sensible a esta toxicidad (Godbold et al., 1983; Ruano et al., 1988). A menudo, la toxicidad de
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Zn conduce a clorosis foliar, y a reducciones en la altura y en el peso fresco y seco (Lee, 1996;
Fontes y Cox, 1998). En soja, la toxicidad de Zn indujo la inhibicion de la fotosintesis. La
inhibicion de la actividad Ribulosa-bifosfato-carboxilasa se debe probablemente a la
competencia con €]l Mg y que inhibiera la actividad del FS II por reemplazo del Mn en la
membrana tilacoidal (Van Assche and Clijsters, 1986).

El nivel critico de toxicidad en hojas es tan bajo como de 100 pg Zn g de peso seco
(Ruano et al., 1988) y con niveles de 300 pg de Zn g de p.s., es lo mas comim. Incrementar el
pH del suelo por encalado, es el procedimiento mas eficaz para disminuir el contenido y paliar
la toxicidad del Zn (White et al., 1979).

Molibdeno: El Molibdeno no suele presentar problemas de fitotoxicidad, ya que la
concentracion foliar del Mo puede alcanzar 200 mg/kg p.s., sin que las hojas muestre sintomas
de toxicidad (Loué¢, 1988; Marschenr, 1995).

La toxicidad de Mo es muy rara, y los datos sobre las concentraciones toxicas de Mo
son extremadamente limitados. Las concentraciones téxicas del Mo difieren segin los
especies. Las dicotiledéneas son generalmente menos tolerantes al exceso de Mo que las
monocotiledéneas (Kluge, 1983). Algunas veces aparecen los sintomas de toxicidad en las
hojas, sin afectar la produccion (Loué, 1988). En pastos y forrajes, el exceso de Mo, interfiere
con la absorcion y utilizacién de Cu, y conlleva una deficiencia inducida de Cu en animales
(Thomson et al., 1972). Altas concentraciones de Mo, no toxicas, son ventajosas para la
produccion, pero en forrajes, son perjudiciales para los ruminantes, que son sensibles a altas
concentraciones de Mo (Marschner, 1995).

Los sintomas mas llamativos de la toxicidad de Mo son la clorosis: amarillo y
amarillo-naranja, con algunos tintes parduscos que empiezan en las hojas jovenes, (Bergmann,
1992). Los sintomas especificos de la toxicidad incluyen el color morado de plantas jovenes y
el retraso de la madurez en la coliflor (Vitosh et al, 1981); un color amarillo-naranjo intenso en
plantas de Phaseolus vulgaris (Gértel, 1993), y un color amarillo dorado hasta bronce de las
hojas es lo mas general (Falke, 1983),
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Boro: La toxicidad de Boro ocurre bajo dos condiciones: de forma natural por aguas
de riego; o bien, accidentalmente, por la aplicacion de elevadas cantidades de B para corregir
deficiencias (Gupta y Gupta, 1998). La toxicidad de éste en regiones aridas y semiaridas se
asocia frecuentemente con suelos salinos, pero a menudo ocurre con €l uso de aguas de riego
con alto contenido de B (Gupta y Gupta, 1998). Las altas concentraciones del B en ¢l agua de
riego conllevaria a una alta concentracion del B, en suelos con poco drenaje (Gupta y Gupta,
1998).

La adicion de materiales con alto contenido de B, como por ejemplo el compost,
puede producir toxicidad de B (Gupta et al., 1973; Purves y MacKensie, 1973). En alfalfa
(Medicago sativa L.), 1a produccion se redujo significativamente con la aplicacion de B en
suelos limo-arenosos mientras que no se observd reduccion de la produccion en suelos
limosos (Gestring y Soltanpour, 1987). Esta reduccion de la produccidn se asoci6 con las altos

niveles entre 800 y 900 mg kg

Los sintomas tipicos de la toxicidad del B son similares para muchas plantas. A causa
del bajo transporte de éste, los sintomas aparecen generalmente en hojas jovenes y son
necrosis progresiva que empieza por un amarilleo de extremidades y de los bordes, que
progresa entre los nervios laterales hacia la nervadura central y evoluciona con un
oscurecimiento y posterior necrosis, y las hojas caen prematuramente (Shorrocks, 1974; Loue,
1988). Los niveles criticos de la toxicidad de B varian desde 10-50 pg g'lp.s. en tejidos
vegetativos de cultivos sensibles como los cereales, a mas de 200 pg g’1 en especies tolerantes

como la remolacha (Beta vulgaris L.), etc. (Gupta, 1993).

En ocasiones también se observan sintomas similares a los de deficiencia de B: apices
defoliados y yemas marchitas, exceso de ramificaciones de escaso vigor, frutos deformados y

dificiles de conservar, etc. (Trocmé y Gras, 1972).

Para explicar la base molecular de la accion del B se han propuesto diferentes
hipdtesis. Entre éstas, se encuentran las relacionadas con los sistemas de extrusion de H' de las

membranas celulares. Asi, se ha propuesto la actuacién del B directamente sobre la H'-
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ATPasa, que podria ser la causa de la modificacion del potencial de las membranas y de los

transportadores i6nicos acoplados a ellas (Belver et al., 1988).

Cloro: Las altas concentraciones de Cl en la planta se generan comunmente por
niveles altos de salinidad en el suelo. Los sintomas de su toxicidad son la quemadura del apice

y bordes de la hoja, amarilleamiento progresivo y caida éstas (Dominguez, 1997).

La toxicidad del CI' puede provocar estrés, limitando el crecimiento y ocurre
particularmente en regiones aridas y semiaridas. Una concentracién media de ésta en la
solucion edéfica superior a 20 mM, puede provocar toxicidad en plantas sensibles, mientras
que las plantas tolerantes pueden soportar concentraciones cinco 6 6 veces superiores sin
reduccion del crecimiento (Marschner, 1995). El incremento del Cl en la solucion fertilizante,
tuvo un efecto menor sobre el crecimiento de las plantas, mientras que muy altas

concentraciones desarrollaban sintomas leves de toxicidad (Lee et al., 1996).

1.3.2.- Toxicidad de metales pesados.

Aluminio: La produccion de plantas de maiz se ve limitada fuertemente por la
toxicidad de Al en suelos acidos. En estos suelos, la produccion puede verse incrementada por
la aplicacion de cal. Los efecto del exceso de Al son la inhibicion de la elongacion radicular y
Ja induccién de la formacion de calosa (Wissemelier et al., 1987, Llungany et al., 1995). La
inhibicién de la elongacion radicular se puede detectar en menos de 30 minutos de exposicién
al metalo (Zhang et al., 1994; Wissemeir y Horst, 1995).

El Al se une a vesiculas de fosfolipidos e induce una fase de separacion en las
membranas (Deleers et al., 1985, Shi y Haug, 1988; Akeson et al,, 1989). En sistemas
biologicos, €l tratamiento con Al, disminuye la fluidez de los lipidos de las membranas en
Themoplasma acidophilum (Vierstra y Haug, 1978). Zel et al. (1993), sugirieron que el Al

disminuia la permeabilidad de las membranas plasmaticas en hongos resistentes a él.

Bajo condiciones de acidez el Al existe como cation polivalente que se liga

fuertemente a las cargas negativas de la pared celular de las raices (Rengel y Robinson, 1989;
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Delhaize et al., 1993; Hodson y Sangster, 1993; Marienfeld y Stelzer, 1993; Marienfeld et al.,
1995). Su toxicidad supone frecuentemente una limitacion importante para el crecimiento de
las plantas sobre suelos acidos (Taylor, 1988). El primer efecto aparece en las raices (Pavan et
al., 1982; Horst, 1987; Jan y Petterson, 1989; Simon et al., 1994), la causa principal de su
toxicidad es una gran reduccion del crecimiento radicular y del peso seco de la planta (Simon
etal., 1994).

Plantas crecidas sobre substratos con niveles toxicos de Al muestran trastomos en su
estado nutricional (Matsumoto, 1991), con una reducciéon de la concentracion elementos
como, Ca, Mg, K, y P (Clark, 1977; Pavan y Bingham, 1982; Wheeler et al., 1989; Keltjens y
Tan, 1993). Asi mismo, éste interfiere con la absorcion, transporte, y utilizacion de algunos de
elementos esenciales (Foy, 1988; Cambraira et al., 1990). El incremento en la concentracion
de Al en la solucion nutritiva provoco la disminucion de la concentracion de Ca, Mg, K y Mn
tanto en la parte aérea como radicular, y la reduccion de Fe y Zn en la parte aérea (Pintro et
al., 1996). También se observo una disminucion la concentracion de Fe, Mn, y Zn debida a la
toxicidad del Al (Clark, 1977; Pavan y Bingham 1982), aunque, Wheeler et al., (1992),

sugirid un incremento en la concentracion de Cu debido a la presencia del Al

Niquel: A mveles suficientemente altos, puede ser toxico para las plantas,
interfiriendo con la actividad fotosintética y respiratoria (Yang et al., 1996), con la nutricion
mineral (Barcelo y Poschenreider, 1990), y con diferentes actividades enzimaticas (Krogmeier
et al., 1991; Pandofini et al., 1992), asi como con la funcion de las membranas (Pandolfini et

al., 1996), y la concentracion de clorofilas (Brune et al., 1995).

Los sintomas tipicos de la toxicidad del Ni son la clorosis seguida de la necrosis foliar
y la distorsion y reduccion del crecimiento de la parte aérea y radicular (Pandolfini et al,,
1992; Moya et al., 1993; Yang et al., 1996). Estos sintomas a menudo resultan de los
trastornos por desequilibrios nutricionales, desérdenes en el metabolismo, y en los
leguminosas, por inhibicidn en la fijacion del N (Bazzaz el., 1974; Vesper y Waidensaul,
1978). Otra consecuencia de su toxicidad en plantas de maiz fue la inhibicion del transporte de

carbohidratos desde las hojas hacia las raices, lo que se explicé por una acumulacién de
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almidon en las hojas, que podria deberse a un incremento en la actividad fotosintética
(L'huiller et al., 1996).

Cobalto: Parece que la clorosis generada por su toxicidad, como en el caso del Fe
afecta el contenido en pigmentos, la fotosintesis, los cloroplastos y las células, de manera

similar (Terry, 1981).

El incremento de la concentracion de Co en la solucién nutritiva disminuye de
manera importante la produccion en el tomate (Moreno-Caselles et al., 1997). Resultados
similares se encontraron en arroz, algodon, y Hordeum vulgare (Davis et al.,1978; Kim et
al., 1978; Rehab y Wallace, 1978). La concentracion de pigmentos clorofilicos disminuye
con el incremento de la concentracion de Co en la solucién nutritiva y con el tiempo. Su
exceso es muy raro en condiciones naturales, y se traduce en clorosis y necrosis, seguidas
de marchitez de la planta. El Co puede ser quelado, como el Fe, Mn por ejemplo, y es
capaz de desplazar a estos iones, de disminuir la absorcion si hay competencia a nivel de
quelacion, o de alterar su forma de accion si son desplazados por el Co de los lugares de

accion fisiologica (Mengel y Kirkby, 1982).

Cadmio: Es uno de los metales pesados mds toxicos y contaminantes del medio
ambiente (Stroinski, 1999). Aunque este elemento no es esencial para las plantas, puede
absorberse facilmente por las raices y ser transportado por via xilémica a los 6rganos
vegetativos y reproductivos, afectando negativamente a los cultivos (Cox, 1986). Numerosos
estudios demostraron que Cd se transporta facilmente dentro de las plantas, en
comparacion con otros metales pesados (Pais y Jones, 1997). Estudios en maiz crecido
sobre suelos tratados con lodos contaminados, mostraban un incremento en la
concentracion de Cd (Garcia et al., 1979), en cantidades mds altas que las de Pb o Ni
(Sadiq, 1985). Altas concentraciones de Cd, impiden la absorcion y/o transporte de Fe, Mn, y
Zn en las raices y del Mn en el fruto (Moral et al., 1994).

El Cd esta presente de forma natural en cantidades variables en el suelo y muchas

plantas pueden acumularlo a niveles relativamente altos sin efectos adversos sobre su
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crecimiento (Kuboi et al., 1986). Su acumulacion en las plantas puede ser perjudicial para la
salud humana (Mortvedt, 1996). También puede acumularse en cantidades no toxicas para las
plantas, pero perjudiciales para animales y seres humanos (Pais y Jones, 1997). Dudka et al.,
(1994) mostraron que la concentracion de Cd en la parte vegetativa de plantas de trigo (25
veces superior que los niveles de plantas control) no fue perjudicial. La aplicacion de altas
concentraciones de Cd (50 pg g™), no causé ninguna disminucién en la produccién de trigo
(Dudka et al., 1994), mientras que los granos resultantes, que contenian 4 ug Cd g’1 p.s., sl se
utilizan como alimento, pueden causar toxicidad en el ganado. La aplicacién del carbonato-
calcico a los suelos puede, disminuir la disponibilidad de Cd y puede ser de gran importancia

para la reduccion de la toxicidad de este (Gupta y Gupta, 1998).

La disponibilidad del Cd y su posible toxicidad para las plantas estd condicionada por
las caracteristicas y propiedades de los suelos (pH, potencial redox, etc.) asi como por el tipo
de especie vegetal, cultivar, parte de la planta y edad de la misma (Adriano, 1986; Alloway,
1995). Ademas de estos factores también hay que considerar la forma en la que este metal esta

en el sistema suelo-planta (Nogales et al.,1993).

El sintoma mas aparente del efecto de la toxicidad de Cd es la clorosis foliar,
acompafiado por sus efectos negativos sobre la actividad fotosintética, fotosintesis neta,

actividad de FS 11, y dafios graves en la ultraestructura del cloroplasto (Malik et al., 1992).

Plomo: Es uno de los metales pesados contaminantes mas abundantes en el medio
ambiente, y se absorbe principalmente por la raiz (Foy et al., 1978; Vejtechova y Leblova,
1991; Fodor et al., 1996). El incremento de su concentracion en la solucion nutritiva redujo el
crecimiento radicular y la concentracion de otros elementos minerales (Godbold y Kettner,
1991, Fodor et al., 1996).

Numerosas investigaciones demostraron que los efectos toxicos de Pb sobre los
procesos metabolicos de las plantas se producen en la fotosintesis (Fodor et al., 1996), en la

transpiracion (Poskuta et al., 1988), en la sintesis de ADN (Gabara et al., 1992), en la mitosis
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y en la division celular (Liu et al., 1994), y en la germinacion (Wierzbicka y Obidzinska,
1998)

Cromo: En su estado oxidado puede ser toxico para las plantas como Cr IIl y Cr II
(Barlett y James, 1988), mientras que la forma Cr III se encuentra normalmente en las plantas
y es esencial para la nutricién humana (Huffman y Allaway, 1973). Pueden acumularse
niveles toxicos de Cr en suelos mejorados con lodos de aguas residuales con altos contenidos
en ¢l o con los residuos industriales ricos en taninos (Srivastva y Gupta, 1996). En la mayoria
de los suelos, los valores de Cr pueden oscilar entre 20 y 220 mg Kg™ y est4 presente en
pequeiias cantidades en podzoles, y en niveles altos en fluvisoles y chemozems (Kabata-
Pendias et al., 1992)

Los sintomas de toxicidad de Cr incluyen la restriccion en el crecimiento radical y
de la parte aérea asi como la clorosis foliar (Pratt, 1966). En monocotelidoneas, las hojas se
vuelven mds estrechas y parecen rojo-parduscas, con manchas necrdticas en avena, y
verde-moradas en maiz (Zea mays L.). Su toxicidad produce clorosis debido a Ia

disminucién de los pigmentos clorofilicos y carotenos (Barcel6 et al., 1986).

Selenio: La acumulacién de este en las plantas depende del pH del suelo y del
potencial redox, asi como de la capacidad de cada especie para absorberlo (Kopsell y
Randle, 1999). Los efectos toxicos de Se sobre las plantas resultan principalmente de su
mterferencia con el metabolismo azufrado(Mikkelsen, 1989). Con frecuencia, una clorosis
leve, la disminucion en la sintesis proteica y en la produccion de materia seca, se asocian
con la toxicidad de Se (Mengel y Kirkby, 1987). Se han realizado estudios sobre los efectos
toxicos de este sobre las plantas y animales. Alin no estan bien determinados los contenidos
toxicos para las plantas, pero si han sido descritos los sintomas de su toxicidad en
diferentes plantas (Ganje, 1966): se retrasa el crecimiento, talla reducida, el sintoma mas
tipico en cereales es clorosis “en color de nieve” en los bordes de las hojas, e igualmente,

es caracteristico un “olor a ajo” en los forrajes de las regiones seleniferas.
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Las causas de toxicidad de Se para las plantas son muy conocidas, y pueden
deberse a los compuestos de Se, que interfieren por sustitucion con el metabolismo de S.
Puede existir competencia a nivel de absorcion entre selenato y sulfato, por los mismos
lugares de transporte . Por otra parte, se ha observado en ciertas especies, la presencia de
Se en aminoacidos analogos a los del azufre: selenometionina y selenocisteina (Mengel y
Kirby, 1987). Algunas plantas metilan Seleno-aminoacidos para prevenir su incorporacion

en proteinas, evitando la fitotoxicidad inducida por Se (Brown y Shrift, 1982).

Estroncio: Este inhibe de forma considerable la expansion foliar, el crecimiento, y
estimula la senescencia foliar, que viene acompafiada por la degradacion de clorofilas, y
particularmente en las hojas jovenes (Kim y Heinrich, 1997). Los cambios en los niveles
de clorofila y actividad peroxidasa, inducidos por €l pueden ser una indicacion de su
toxicidad (Matile, 1980; Martinoia et al., 1982). La exposicion de plantas a largos periodos
y a elevados niveles de Sr puede inducir toxicidad en los procesos fisiolégicos, como la
activacion de las peroxidasas y la oxidacion de acido indol acético (Kim, 1994; Kim y
Heinrich, 1997). El Sr puede adherirse a la superficie de la pared celular, induciendo
cambios en la extension de la pared causando arrugas en las plantas debido a su toxicidad
(Kim, 1994), y la expansion célula fue inhibida (Burstrom, 1983).

Arsénico: La fitotoxicidad de As éste ve afectada por la forma en que exista en el
suelo. El Arsénito (AsO;") es més fitotoéxico que el arseniato (AsO43') y ambos, son mucho

mas toxicos que los arsenicales organicos cuando estan presentes en €l suelo (Lepp, 1981).

El Arsenito sédico se clasifica como toxico, segun el Tercer Articulo de Regulacion
Técnica Sanitaria para la produccién, venta, y uso de plaguicidas aprobadas por LA
ORDENANZA REAL 3349/1983 en la que se definen los productos toxicos, como
aquellos que contienen compuestos que implican riesgos extremadamente graves,
continuos o cronicos, para la salud humana, incluso la muerte por inhalacion, por ingestion

o penetracion cutanea (Linan, 1994).

El Arsenito sodico (NaAsO,) se usa ampliamente como herbecida y esterilizante de

suelos no selectivo y como pesticida en vifias (Carbonell-Barrachina, 1992, 1995).
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Bario: Su exceso causa lesiones de color rojo-oscuras cerca de las nervaduras y de

color brillante, proximos a los margenes foliares. Los sintomas son mas severos en la base
foliar (Clark, 1994).

Tal y como viene detallado por Pais y Jones (1997), el Ba estd presente en altas
concentraciones en la corteza terrestre, tiene solamente un estado de oxidacién que es +2. Es
fisiologicamente inactivo en plantas bajo circunstancias normales, pero su sales solubles son
muy toxicas para los animales y humanos (Pais y Jones). En el suelo la actividad
pirofosfatasa-inorganica puede verse incrementada con dosis crecientes desde de 30 a 50 uM
Ba’*, mientras que el Fe y el Cu disminuyeron dicha actividad. Con el incremento del pH del -
suelo, la disponibilidad del Ba incrementa; por el aumento de la concentracion de SO,
debido a lluvias acidas, etc. este absorcién disminuye. En los suelos con alto contenido de Ca,
Mg y S, la disponibilidad de Ba disminuye (Pais y Jones). Las plantas enriquecidas con Ba
normalmente no son téxicas para los animales porque su concentracion no es suficientemente
alta. En los procesos fisiologicos, este es un competidor con el Ca y Sr. Una concentracion de
200 mg kg es considerada moderadamente toxica y las superiores a 500 mg kg si son

toxicas. Las algas pardas pueden acumular grandes cantidades de Ba (Pais y Jones, 1997).

Plata: Este metal es poco toxico para las plantas crecidas en soluciones nutritivas; 0.5
mg/L de Ag en solucion resultan en concentracion critica en las plantas. La concentracion de
Ag en tejidos vegetales es normalmente menor de 0.01 mg/kg, aunque en algunos suelos
pueden alcanzar 0.5 mg/kg en planta. Puede considerarse como unos de los metales pesados

mas tdxicos para los microorganismos (Pais y Jones, 1997).

Antimonio: Aunque el Sb existe principalmente en formas catiénicas, tiene también
formas anidnicas, como antimonidos y antimonatos. Se conoce poco acerca de Sb y sus
efectos aunque se considera como moderadamente téxico para las plantas. Estas pueden
acumular concentraciones de Sb mayores que las encontradas en el medio de crecimiento:
desde 7 hasta 50 mg kg™ se encontraron en arboles y arbustos crecidos en suelos con alto
contenido. Las concentraciones de Sb en hojas varia desde 10 hasta 27 pg/kg (Pais y Jones,
1997).
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Silicio: Segin la literatura existente, las altas concentraciones de este nutriente no
tienen un efecto perjudicial sobre los cultivos, sino al contrario, los altos niveles de Si pueden
ser beneficiosos para los cultivos ya que promueven el crecimiento de las plantas (Epstein,
1999). Su contenido en las plantas puede variar entre un 0.1 y un 10% de peso seco (Epstein,
1994) en comparacion con otros macroelementos como Ca (0.1-0.6%), o el S (0.1-1.5%),
mostrando que el Si se puede encontrar en las plantas a concentraciones equivalentes a
macroelementos, y puede superar los niveles maximos de estos. En algunos casos, la
estimulacion del crecimiento se debe a la accion protectora del Si que permite a las plantas
una defensa contra los diferentes estreses bidticos y abidticos (Epstein, 1999). El Si interviene
en los mecanismos de defensa, permitiendo a las plantas la proteccion contra los agentes
patogenos (Bélanger et al.,1995). Esta probada la eficacia del Si en la proteccion de cultivos
de invernadero contra enfermedades provocadas por bacterias y hongos, induciendo

resistencia a enfermedades (Bélanger y Benyagoub, 1997).

El S1 confiere a las plantas una proteccion contra la toxicidad del Mn, ya que la
disminucién de la produccién causada por la toxicidad del Metal, puede ser aliviado por la
adicion de Si, y en angiospermas se encontrd una relacion negativa entre B y Si, y positiva
entre Ca y B (Epstein, 1999). La interaccion entre Si y otros elementos, reduce la actividad de
los metales toxicos en el medio (Epstein, 1998). La concentracion de Si en la solucion del
suelo es del orden de 0.1-0.6 mM (Epstein, 1994), y puede cambiar ligeramente segun los
valores del pH. Cuando se usan grandes cantidades de este nutriente en el medio de cultivo,
se produce su polimerizacién y precipitacion (Epstein, 1999). En Experimentos realizados con
plantas de maiz (Zea mays) se vio que el Si permite una proteccién contra la inhibicion de la
elongacion radicular inducida por la toxicidad del Al, los autores concluyeron que la

formacion del complejo Al-Si es responsable de dicha proteccion (Ma et al., 1997).
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1.4.- Fitorremediacion.

1.4.1.- Definicion y tipos de fitorremediacion.

La fitorremediacién es define como el uso de las plantas para eliminar contaminantes
del medio ambiente o para hacerlos inofensivos (Cunningham y Berti, 1993; Rasken et al.,
1994). Se han realizado varios trabajos de revision sobre este, resumiendo algunos aspectos
mmportantes de esta técnica novedosa con base vegetal (Cunningham et al., 1995; 1996; Salt et
al., 1995; Cunningham y Ow; 1996; Chaney et al., 1997; Raskin et al., 1997).

La idea de base de que las plantas se pueden usar para la remediacion ambiental es
muy antigua y no puede explicarse desde una perspectiva particular. Sin embargo una serie de
descubrimientos cientificos fascinantes en combinacion con una aproximacion interdisciplinar
en las investigaciones han permitido el desarrollo de esta "idea" hacia una técnica

prometedora, econdmica y ecolégicamente hablando.

La fitorremediacion se puede aplicar tanto a contaminantes organicos como
Inorganicos, presentes en substratos sélidos (como el suelo), liquidos (como €l agua), y ¢l aire.

La fitorremediacion se divide actualmente en las siguientes areas:

< Fitoextraccién: el uso de plantas acumuladoras de contaminantes para eliminar metales o

compuestos organicos del suelo acumulandolos en sus partes cosechables.

% Fitodegradacion: es el empleo de las plantas y sus microorganismos asociados, para

degradar contaminantes organicos.

¢ Rizofiltracién: esta utilizacion de las raices para absorber y adsorber contaminantes,

principalmente metales, desde el agua y lodos (lodos residuales).

%+ Fitoestabilizacion: consiste en el uso de las plantas para reducir la biodisponibilidad de

contaminantes en el medio ambiente.
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< Fitovolatilizacion: el uso de las plantas para volatilizar contaminantes.
+ Fitocondensacion: se trata de la eliminacion de contaminantes del aire.

La mayor parte de la presente revision se va a centrar en la fitorremediacion de
metales contaminantes en el suelo, particularmente en el area de la fitoextraccion de metales,
que es el area que ha sufrido el mayor avance tanto cientifico como técnico en los wltimos
afios. Esto puede explicarse, al menos en parte, por la facilidad relativa para detectar los

metales en diversos materiales bioldgicos (Salt et al., 1998).

La fitorremediacion de metales se estd desarrollando como solucion efectiva y
economicamente viable para miles de lugares contaminados de los EE.UU. y otros paises
desarrollados y su desarrollo estd dirigido por el prohibitivo coste de los métodos de
remediacion de suelos disponibles, que implican la retirada y deposicion posterior del suelo

contaminado a un previo que ronda el millon de ddlares por acre (Salt et al., 1998).

Los metales de mayor importancia como contaminantes medio ambientales y algunos

de sus limites reguladores se presenta en la Tabla 1.

Distintos autores han colocado los metales en cada categoria segin su importancia
como contaminantes medio ambientales en los EE.UU. (Tabla 1.1). Esta revision se enfoca en
las técnicas de fitorremediacion para eliminar toxinas del medio ambiente. No entraremos a
discutir la rizofiltracién, que ya ha sido ampliamente revisada (Raskin et al., 1997; Salt y
Baker, 2000).
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Tabla 1.2. Rangos de concentracion encontrados en la actualidad y limites reguladores

para contaminantes metdlicos y radioactivos en orden de importancia

relativa
Elementos Intervalo de concentracion Limite regulador
Metales | (ugkg™)® (mgkg)°
Pb 1000-6,900,000 600
Cd 100-345,000 100
As 100-102,000 20
Cr 5,1-3,950,000 100
Hg 0,1-1,800,000 270
Cu 30-550,000 600
Zn 150-5,000,000 1500
Radionucleidos Unidades pCig”
U 0,2-16,000° -

0,06-18,700° 250"

Sr 0,03-540,000° -
Cs 0,02-46,900°
Pu 0,00011-3,500,000°

*Riley et al. (1992); ° Salt et al. (1998); © Microgramo por gramo (ug g"); ° Picocuries

por gramo (pCi g); “Picocuries por kilogramo (pCi kg™); * Stern et al.,, 1996
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1.4.2.- Fitoextraccion de metales.

Una revision de los trabajos sobre fitorremediacion revela que, actualmente, se
desarrollan dos estrategias basicas de fitoextraccion: fitoextraccion facilitada por quelatos,
que denominaremos “fitoextraccion inducida” (Figura 1.1); y la fitoextraccion a largo

plazo o “fiteextraccion continua”.

Fase de crecimiento Cosecha

Figura 1.3.- Representarcién esquimaditica de la fitoextraccién continua. La linea
continua representa la concentracion de elemento en la biomasa, la linea de

puntos representa la biomasa en parta aérea (Salt et al., 1998).

38

0000 000080000000 000000000000000000000O0C0CO0C°CO0CDOCGOOIOONOGIOPOTOONOOIONOTOTOSTYS



00000000000000000000006000000000000000000000000000000000000

C

Introduccion

De los dos procesos, la fitoextraccion inducida es la mas desarrollada y se esta
utilizando actualmente de forma comercial. La fitoextraccion continuada también se
estudia para la eliminacion o extraccion de metales como cinc, cadmio, niquel y metales
oxianionicos como selenio, arsénico y cromo. Se han llevado a cabo experimentos de
campo utilizando ambas estrategias de fitoextraccion, resultados aunque favorables,

sugieren la necesidad de un mayor desarrollo de esta técnica (Tabla 1.2).

Varias investigaciones (Bingham et al., 1979; Adriano et al., 1982; Erikson, 1989),
sugirieron que €l incremento en el pH del suelo por encalado, o por enmiendas con cenizas,
ayudo a reducir la absorcion de muchos metales pesados, pues el incremento en el pH de la
solucion del suelo favorecid, la solubilidad de la mayoria complejos de metales del suelo,

aumentando su biodisponibilidad.
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Table 2. 1. Ejemplos de experimentos de campo para la fitorremediacion de metales

Metal Planta Localizacion | Método® Comentarios Ref
Pb Brassica juncea Trenton, Nueva | PE-CA | Absorcion
Jersey, USA favorecida por

EDTA enun

cultivo resulté en

una reduccion del

28% del area

contaminada con

Pb
Cd Thiaspi caerulescens | Beltsville, Md. PE-C |Fitoextraccion de |Brown et
Zn Silene vulgaris suelos con lodos de | al., 1995

aguas residuales.

Acumulacién de

Cd fue similar en

tres especies. La

acumulacion de Zn

en T. caerulescens

fue 10 veces mayor

que en las otras

plantas
Zn Brassica oleracea Rothamstead, PE-C |Suelo enmendado|Baker et
Cd Raphanus sativus UK. con lodos | al., 1991
Ni Thlaspi caerulescens residuales
Cu Alyssum lesbiacum
Pb Alyssum murale
Cr Arabidopsis thaliana
Se Brassica juncea Los Bafios, PE-C |El B soluble en|Bafiuclos
B Festuca arundinacea Calif. PV agua se redujo|et al,,

Hibiscus cannibus entre 24-52% y el |1993
Lotus corniculatus Se total se redujo

entre 43-48% para

todas las especies
U Helianthuys annus Asthabula, RF Eliminacion de U

Ohio de aguas
subterraneas®

® Técnica de fitorremediacién: PE, fitoextraccion; PV, fitovolatilizacion; RF, rizofiltracion; CA,
fitoextraccion inducida; C, fitoextraccion continua.
®Phytotech Inc., comunicacién personal.
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1.4.2.1.- Fitoextraccion inducida.

El concepto de la fitoextraccion inducida. No existen informaciones fiables de
plantas capaces de acumular de forma natural la mayoria de los metales pesados mas
importantes y toxicos para el medio ambiente, como el Cd, As, y elementos radioactivos. Por
ejemplo, las plantas desarrolladas sobre suelos o en soluciones con altos niveles de Pb,
contienen solamente un 0.01-0.06% de este metal en biomasa seca de su parte aérea (Kabata-
Pendias y Pendias, 1992; Huang et al., 1997), niveles muy por debajo de los requeridos para
una fitoextraccion eficiente. Estudios antiguos de Jorgensen (1993), mostraron que la
aplicacion de quelatos sintéticos de metales, como el 4cido etilen-diamino-tetraacético
(EDTA) a suelos contaminados aumentaba la acumulacion de Pb por las plantas. Huang et al.,
(1997) y Blaylock et al. (1997), lograron una acumulacion rapida de Pb en la parte aérea
mayor del 1% de peso seco. Estos descubrimientos abrieron el camino para un uso eficiente
de la fitorremediacion de metales toxicos, para definir las estrategias para el desarrollo de la

fitoextraccion de otros metales toxicos usando los quelatos apropiados.

La cantidad total de metales retirados o eliminados de un lugar, es el producto de la
concentracion de dicho metal en la parte recolectada de la planta por la biomasa cosechada
(Salt et al., 1998; Meagher, 2000). La observacion de cultivos con una alta produccién de
biomasa, incluidos Brasicdceas, maiz y girasol, pueden ser inducidos a acumular grandes
concentraciones de Pb (Bockers et al., 1994; Huang y Cunningham, 1996; Huang et al., 1997),

esto significa otro progreso en el desarrollo de la fitoextraccion inducida.

El concepto de fitoextraccion inducida se aplica también para otros metales ademas
del Pb (Bockers et al., 1994). Estos autores, mostraron que la aqu:rmﬂacién simultanea de Pb,
Cd, Cu, N1, y Zn en plantas de especie Brassicdceas ocurri6 tras la aplicacion de EDTA al
suelo contaminado con varios metales pesados. La eficiencia en la acumulacién de metales en
dichos experimentos, se estaba directamente relacionado con la afinidad de los quelatos
aplicados para el metal. Esto sugiere que para fifoextraccion inducida eficiente, los quelatos
tienen que tener una alta afinidad por el metal en cuestion; como por ejemplo, el EDTA para
el Pb, EGTA (4cido etilenglicol tetraacético) para el Cd (Bockers et al., 1994), y posiblemente
citrato para el uranio (Salt et al., 1998).
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Basandose en la informacion anterior, se puede disefiar un protocolo hipotético para la
fitoextraccion inducida de un lugar contaminado.
» La evaluacion del lugar y la determinacién de la combinacion quelato/cultivo mas
adecuada.

» La preparacion del lugar, y se lleva a cabo la plantacion y posterior cuidado del cultivo.

v

Una vez alcanzada una produccion dptima de biomasa, se aplica el quelato apropiado.
» Después de un periodo determinado de acumulacion de metales (dias o semanas), se

cosecha el cultivo.

Dependiendo de los cultivos y las estaciones, el lugar puede ser revegetado para una
nueva fitoextraccion. Las estimaciones sugieren que las plantas pueden extraer entre 180 y
530 kg ha™ de Pb por afio (Bocker et al., 1994), remediando lugares contaminados con més
de 2500 mg kg™ de Pb en un periodo no superior a 10 afios (Huang y Cunningham, 1996).
A continuacion de la cosecha, el peso y volumen de material contaminado puede reducirse
aun mas por incineraciéon o por compostaje. Los residuos vegetales enriquecidos con
metales suponen un material peligroso que si es econdmicamente posible se pueden

emplear para la recuperacion de dichos metales en "fitomineria".

Desarrollo de fitoextraccion inducida: El descubrimiento de la absorcion de metales
facilitada por quelatos en las plantas es muy reciente, y consiste en dos procesos basicos:
liberacidn de los metales no disponibles en la solucién del suelo, combinada con el transporte
de dichos metales a la parte cosechable del vegetal. El papel de los quelatos en el aumento de
la concentracion de metales solubles en la soluciéon del suelo puede explicarse por la
utilizacion equilibrios quimicos bien establecidos. Sin embargo, los mecanismos involucrados
en la quelacion de metales, que inducen su absorcion y transporte a la planta, ain no estan
bien comprendidos (Salt et al., 1998; 2000).

Una vez se ha aplicado EDTA, la acumulacion de Pb en la parte aérea se
correlaciona con la acumulacion de EDTA (Salt et al., 2000). Asi, casi con total seguridad
probablemente el Pb se transporta dentro de la planta como complejo Pb-EDTA. La

presencia de altos niveles de EDTA en los tejidos vegetales debe aumentar la
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concentracion de Pb soluble dentro de la planta por la formacion de complejos Pb-EDTA
solubles, permitiendo su movimiento desde las raices hacia la parte aérea, donde el Pb

probablemente se acumula como Pb-EDTA.

Claramente, ¢l transporte de complejos metal-quelato dentro de la planta juega un
papel importante en la acumulacion de metales en plantas facilita por quelatos. ;Cual es el
mecanismo implicado en el transporte de los complejos metal-quelatos en plantas?. Un buen
lugar para empezar a buscar la respuesta a esta pregunta es la literatura de nutricion mineral.
En los afios 50, se comenz6 a introducir el quelato férrico como herramienta para corregir la
deficiencia de Fe en las plantas. Desde entonces, se debaten los mecanismos por los cuales las
raices usan el hierro desde quelatos estables de Fe’*. Parece que las raices de las
dicotelidoneas adquieren el hierro desde complejos de quelatos de Fe**, como Fe**, después
de la ruptura de los quelatos por la actividad de la Fe**- quelato-reductasa radical (Chaney et
al., 1972; Schmidt, 1999), o como complejo intacto de quelato de Fe’* (Hill-Cottingham y
Lloyd-Jones, 1965; Romheld y Marschner, 1981; Kochian, 1991). Los mecanismos de
absorcion dependen del estado nutricional del Fe en las plantas, con absorcion predominante
de Fe*" en plantas deficientes de hierro (Chaney et al., 1972). Asi, la alta estabilidad del
complejo Pb-EDTA, que no se rompe por la Fe’'-quelato-reductasa radical, puede ser
absorbido de la misma manera que los quelatos de Fe’*. Sin embargo, la "induccién” 6ptima
de la absorcion de metales se produce con concentracion de quelato de al menos dos érdenes
de magnitud mas altas que las que se usan en soluciones hidroponicas (Blaylock et al., 1997).
(Es diferente el mecanismo de absorcion de quelatos a estas elevadas concentraciones? Un
trabajo interesante publicado por Jeffreys y Wallace (1968) mostré que existe un umbral o
limite de concentracidn de quelato por encima del cual la acumulacion de quelato de Fe en la
parte aérea es inducida, y por debajo del cual, sélo se acumulan niveles bajos de dicho
quelato. Este informe precoz detalla la primera observacion de la acumulacion de metales
facilitada por quelatos hace casi 30 afios y sugiere, que hay por lo menos, dos mecanismos
involucrados en la absorcion de quelatos de metales, funcionado a bajas y altas
concentraciones de quelato. La induccién de la absorcion de quelatos de metal se correlaciona
con estreses vegetales severos y de forma terminal la muerte del vegetal;, no obstante no estd

claro si el estrés es necesario para la induccion, o simplemente refleja la acumulacion de altas
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concentraciones de quelatos sintéticos en la planta. Mas recientemente la naturaleza bifasica
de esta absorcion de quelatos se confirmo por la medida directa del movimiento y distribucion

de EDTA marcado con *C y de EDTA-Pb (Salt et al. 1998).

El transporte de metales facilitado con quelatos hacia la parte aérea parece que se
produce en el xilema (Huang et al., 1997) a través de la corriente de transpiracion (Blaylock et
al., 1997). Los metales parece que se transportan hacia la parte aérea como complejos metal-
quelato, cuando el agua se evapora, permanece el complejo metal-quelato y cuando se
evapora el agua el complejo metal-quelato se queda. De esta forma, tras la induccion de la
absorcion, asistida por quelatos, la planta conduce el metal quelado desde la solucion del suelo
hasta las hojas. Esta operacion depende de la altas superficies y areas del sistema radical y de
una eficiente capilaridad de transporte dentro de la planta. Aunque esto podria ser posible para
disefiar y construir un sistema similar usando conocimientos de ingenieria, la naturaleza

proporciona un técnica mas barata y evolutivamente perfeccionada.

1.4.2.2.- Fitoextraccion continua.

Una alternativa similar a la ﬁtoextraccib’n inducida es la fitoextraccion continua
que emplea los procesos fisiologicos especializados que permiten a las plantas acumular
metales a lo largo de su ciclo completo de desarrollo. Este tipo de absorcion de metales se
lleva a cabo por plantas hiperacumuladoras que crecen en suelos ricos en metales pesados
(Baker y Brooks, 1989). Estas plantas son capaces de acumular mas de un 1% en biomasa
seca de parte aérea de metales como Zn, Ni, Mn, o, Se, de forma natural. La existencia de
este fenémeno de hiperacumulacion inspir6 a Chaney, en 1983, para formular el concepto
de fitoextraccion (Chaney en 1983). A diferencia de la absorcidon inducida, la
fitoextraccién continua se basa en las capacidades fisiologicas y genéticas de plantas
especializadas en la acumulacidn, transporte y resistencia a altas cantidades de metales. La
mayor desventaja de la utilizacion de hiperacumuladoras naturales de metales para
fitoextraccion continua es su relativamente baja biomasa, baja tasa de crecimiento, y la no
existencia de hiperacumuladores de los contaminantes metalicos mas importantes del
medio ambiente, como Pb, Cd, As, y U. Sin embargo, la comprension de los mecanismos

de la hiperacumulacion puede ayudar al desarrollo de plantas superiores para
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fitorremediacion de metales (Salt et al., 1998; Salt y Kramer, 2000).

El concepto de hiperacumulacion. En 1885, Baumann, un botdnico aleman que
trabajaba en la frontera entre Bélgica y Alemania, observé que las hojas de ciertas especies
vegetales desarrolladas sobre suelos enriquecidos con Zn de forma natural, contenian niveles
extraordinariamente altos de este micronutriente (Baumann, 1885). Dos especies, una violeta
(Viola calaminaria) y una mostaza (Thlaspi calaminare; mas recientemente clasificada como
Thiaspi caerulescens, Ingrouille y Smirnoff, 1986), contenian entre un 1% y un 1.7% de Zn
en peso seco de hoja, respectivamente. Este resultado se puede comparar con los niveles
foliares de Zn de 0.001% y 0.02% en peso seco de plantas crecidas sobre suelos no
contaminados. Cincuenta afios después, estudios realizados en EE.UU. implicaron al Se
como el componente de la planta responsable de una enfermedad en animales de granja en
Dakota del sur. Estas observaciones condujeron al descubrimiento de plantas
hiperacumuladoras de Se, del genero Astragalus capaces de acumular mas de un 0.6% de Se
en peso seco de parte aérea (Byers, 1935, 1936). Poco después, dos botanicos italianos
(Minguzzi y Vergnano, 1948), descubrieron plantas que podian acumular Ni. Observaron que
en hojas secas de Alyssum bertolonii, crecidas sobre suelos serpentinicos ricos en Ni cerca de
Florencia (Italia), contenian casi un 1% de Ni, de 100 a 1000 veces mas alto que otras plantas

que crecian en las cercanias.

Después de estas observaciones tempranas, Baker y Brooks (1989), también
describieron plantas que podian acumular niveles altos de Co, Cu, Mn, y posiblemente el Pb.
Sin embargo, la existencia de hiperacumuladoras de otros metales que no fueron Ni, Zn y Se
ha sido cuestionada continuamente y requiere mayor comprobacion. Las primeras
hiperacumuladoras caracterizadas fueron miembros de las familias Brassicaceae y Fabaceae.
Actualmente, al menos 45 familias vegetales se sabe que contienen especies acumuladoras de
metales. El numero de Taxones identificados hasta la fecha supera los cuatrocientos.
Conforme se investigan mas ambientes enriquecidos en metales, se identificaran nuevas
especies hiperacumuladoras, y pueden reclasificarse especies silvestres como no-

acumuladoras después de un analisis mas pormenorizado (Salt and Kramer, 2000). -
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El papel ecologico de la hiperacumulacion de metales ain no esta totalmente claro. Se
ha sugerido que la acumulacion de metales proporciona proteccion contra ataques de hongos e
insectos (Reeves et al., 1981; Boyd y Martens, 1992). Evidencias mds recientes confirmaron
la funcion protectora de la hiperacumulacion de Ni contra hongos y bacterias patogenas en
Streptanthus polygaloides (Boyd et al., 1994), e insectos herbivoros en S. polygaloides y T.
montanum (Boyd y Martens, 1994; Martens y Boyd, 1994). Los efectos antiherbivoria del Zn
se han demostrado en plantas de 7. Caerulescencs hiperacumuladoras de Zn (Pollard y Baker,
1997).

Desarrollo de la fitoextraccion continua. La capacidad unica de las especies
hiperacumuladoras de acumular altas concentraciones foliares de metales hace que estas
plantas sean muy utiles para el desarrollo de cultivos utilizados en fitorremediacion para
fitoextraccion continua. Esta ideai fue introducida por Chaney (1983), y Backer et al. (1988).
La planta "ideal" para fitoextraccion continua, tiene que crecer sobre suelos contaminados,
producir una alta biomasa y acumular y resistir altas concentraciones de metales en su parte
aérea. Los primeros experimentos de campo, de fitoextraccion continta se realizaron en 1991
con una eficacia moderada (Baker et al., 1991). La mayoria de las hiperacumuladoras mas
conocidas, producen baja biomasa y/o tienen un crecimiento lento, mientras que las plantas
con crecimiento rapido y con alta biomasa son sensibles a los metales y acumulan solamente
cantidades pequefias en su parte aérea. Para superar estas limitaciones, estos dos componentes
de esta estrategia a largo plazo, necesitan desarrollarse para que la firoextraccion continua sea
efectiva (Salt et al., 1998).

Primero, es mnecesario mejorar la supervivencia de las lineas de plantas
fitoextractadoras (Kneen et al., 1990; Kunar et al., 1995; Delhaize, 1996), asi, como la
investigacion sobre nuevas hiperacumuladoras de metales con alta biomasa. La utilidad de
esta busqueda se demostr6 recientemente con la identificacién de una planta de la familia
Asteraceae con alta biomasa (Berkheya coddii) procedente de Sudafrica, capaz de acumular
mas de un 3.7% de Ni en biomasa seca de parte aérea (Morrey et al., 1992). Esta especie, y
otras relacionadas pueden tener un potencial significativo en fitorremediacion, debido a la
fuerte hiperacumulacion, relativamente alta produccioén de biomasa, y la capacidad para crecer

con elevadas densidades de plantacion. Los procedimientos y avances biotecnologicos de la
46



0.00.“0...‘......QC..‘..O.C..‘Q..O.Q..000......‘.00..0..‘.0.

Introduccion

produccion de hiperacumuladores de metales con alta biomasa deben también considerarse.
La genética moderna puede utilizarse para la transferencia de genes para la hiperacumulacion

en plantas no acumuladoras (Salt et al., 1998).

Segundo, necesitamos comprender y explotar los procesos bioldgicos involucrados en
la absorcién, transporte, y acumulacion de metales, en ambos tipos de plantas,
hiperacumuladoras y no acumuladoras. La literatura de nutricion vegetal es amplia en
informacion relacionada con la tolerancia, absorcion, transporte y acumulacion de metales
(Kochian, 1991; Marschner, 1995; Welch, 1995; Meagher, 2000), y continuamente

revisamos brevemente las areas de relevancia particular en fitoextraccion.
1.4.2.3.- Mecanismos de resistencia a metales.

La fitoextraccion continua se basa en la capacidad de las plantas para acumular
metales en su parte aérea, durante periodos de tiempo extensos. Para ello, tienen que poseer
mecanismos eficientes para la detoxificacion de los metales acumulados. La observacion
reciente de la resistencia al Ni en Thlaspi goesingense es un determinante primario de
hiperacumulacion de Ni cuando las plantas se desarrollan en cultivo hidropénico (Kramer et
al., 1997), que apoya esta conclusion. Por lo tanto, la capacidad de manipular la tolerancia de
metales en plantas es clave para el desarrollo de cultivos eficientes para fitorremediacién. Una
elegante demostracion de este principio se obtuvo con una Arabidopsis thaliana resistente a
mercurio (Hg”"). con una actividad mercurio-reductasa bacteriana sobreexpresada, que podia

eliminar eficientemente Hg* de la solucién nutritiva (Rugh et al., 1996).

La tolerancia a metales pesados en plantas superiores, es el resultado de diferentes
procesos, para soportar concentraciones toxicas de metales pesados en el citoplasma y en los
organulos y son procesos especificos para cada elemento y cada especie (Neumann et al,,
1997). Aminoacidos (Reilly, 1972), acido malico (Mathys, 1977), 4cido citrico (Lee et al,
1977, Thurman y Rankin, 1982), fitoquelatinas (Grill et al., 1985, 1987, Neumann et al.,
1995), acido fitico (van Stevenink et al., 1990; 1994), compuestos fenolicos (Neumann et al.,
1995), y proteinas (Neumann et al., 1995), estdn todos implicados en la quelacién o
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precipitacion de metales pesados. Ademas, algunas especies son capaces de excretar
cantidades considerables de metales pesados (Emst, 1974; Emst et al., 1992). La especificidad
de los mecanismos de tolerancia de las especies a los metales pesados se puede demostrar
claramente comparando dos especies de plantas crecidas en las mismas condiciones: en
plantas de Armeria maritima ssp, el Cu se acumulo en las vacuolas de los idioblastos (células
taniferas), por quelacion con compuestos fendlicos, y en la pared celular, el citoplasma

plastidial, y el nucleo, por union a proteinas (Neumann et al., 1995).

En Armeria maritima, los metales pesados se excretan por glandulas salinas (Ernest,
1974; Emst et al., 1992), mientras que en Minuartia verna, los hidatodos realizan esta
funcién, dependiendo de la humedad y de la temperatura (Neumann et al., 1995). Los metales
pesados que permanecen en la planta, pueden encontrarse exclusivamente en el espacio
intercelular y la pared celular. El Zn, por ejemplo se encuentra en forma de silicato de Zn en la
pared de las células epidérmicas (Neumann et al.,, 1997). El hecho de no detectar metales
pesados en el citoplasma, organulos, o vacuolas, puede ser el resultado de la excrecion de los
metales hacia el espacio intercelular, o la prevencion de la absorcion por las células, siendo
esta ultima la explicaciéon mas l6gica, pues en plantas superiores no se conoce ningun sistema

de transporte de metales pesados hacia el exterior (Neumann et al., 1997).

Para desarrollar plantas hipertolerantes y capaces de acumular altas concentraciones de
metales, es necesario y vital comprender la existencia de estrategias moleculares y
bioquimicas que adoptan las plantas para resistir la toxicidad de metales. Los procesos
involucrados en la detoxificacion intracelular de metales pesados se han revisado
extensamente (Tomsett y Thumran, 1988; Jackson et al., 1990; Emst et al., 1992). Los
mecanismos que pueden ser potencialmente manipulados para mejorar la resistencia de los
cultivos a altas concentraciones de metales, son la quelacion, la compartimentacion, la

biotransformacion, y los mecanismos de reparacion celular (Salt et al., 1998).

Quelacion. La quelacion de iones metalicos por ligandos altamente si reduce la
concentracion de estos iones libres en la solucion, reduciendo asi su fitotoxicidad. Dos clases

de principales de peptidos quelates de metales pesados se conocen en las plantas:
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metalotioneinas y fitoquelatinas. Las metalotioneinas se codifican geneticamente, son de bajo
peso molecular y peptidos ricos en cisteina (Robinson et al., 1993). Las metalotioneinas
vegetales se inducen por el Cu y tienen gran afinidad por este metal (Zhou y Goldsbrough,
1995, Murphy et al, 1997). Investigaciones recientes los niveles de expresion de
metalotioneinas (MT) en A. thaliana demostraron que el nivel de expresién de ARNm del gen
MT2 se correlacioné estrechamente con la resistencia al Cu (Murphy y Taiz, 1995),
sugiriendo que la metalotioneina esta implicada en la resistencia al Cu. Las fitoquelatinas son
péptidos de bajo peso molecular, sintetizados enzimaticamente, ricos en cisteina, y se unen al
Cd y al Cu en las plantas (Rauser, 1995; Cobbett, 2000). Estos péptidos son esenciales para la
detoxificacion del Cd en A. Thaliana. (Howden et al., 1995). Aunque no se ha definido como
quelacion, la precipitacién del Zn como fitato de Zn, se ha sugerido también como mecanismo
de detoxificacién (Van Steveninck et al., 1992). Probablemente, la precipitacion intra- y
extracelular de Pb como carbonatos, sulfatos y fosfatos juegue un papel importante en la

detoxificacion de este metal en los tejidos vegetales (Salt et al., 1998).

Compartimentalizacién. En el interior celular, Cd y fitoquelatinas si se acumulan en
la vacuola (Vogeli-Lange y Wagner, 1990), y esta acumulacion parece que se induce por un
antiporte Cd/H y una proteina transportadora de PC dependiente de ATP (Salt y Wagner,
1993; Salt y Rauser, 1995). Un sistema similar de detoxificacion de Cd existe en la fision de
levaduras mutantes de Schizosaccharomyces pombe, que carecen de la capacidad de acumular
el complejo Cd-PC en la vacuola, son sensibles al Cd, y tienen un defecto en el gen Atml que
codifica la union de ATP a un transportador de proteinas (Ortiz et al., 1992). El producto del
gen hmtl es responsable del transporte del complejo Cd-PC dentro de la vacuola (Ortiz et al.,
1995). Una vez en el interior de la vacuola, se une un sulfuro al complejo Cd-PC, formando
un complejo Cd-PC-Sulfuro, més estable y de alto peso molecular, esencial para la resistencia
de la levadura al Cd (Ortiz et al., 1992; Speiser et al., 1992).

En vacuolas intactas aisladas a partir de tabaco y cebada expuesta a Zn, también se
mostré que acumulaban este metal (Krotz et al., 1989; Brune et al., 1994). La acumulacién
vacuolar de Zn se confirmé en raices y tallos de Thlaspi caerulescens, que es una

hiperacumuladora de Zn (Vazquez et al., 1992; 1994). La acumulaciéon del Zn dentro de la
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vacuola, como mecanismo de detoxificacion de Zn, se apoya también por la observacion de
que el volumen vacuolar de las células meristematicas de Festuca rubra se incrementa durante
la exposicion al Zn (Davies et al, 1991). Los tricomas foliares también parece que
proporcionan lugares para el secuestro de Cd (Salt et al., 1995), Mn (Blamey et al., 1986), y
Pb (Martell, 1974).

Biotransformacion: La toxicidad de metales y metaloides como Cr, Se, y As
puede reducirse en las plantas por reduccion quimica de los elementos y/o por
incorporacion en compuestos organicos (Salt et al., 1998). El exceso de Se es toxico para la
mayoria de las plantas porque se metaboliza a selenocisteina y selenometionina, que
reemplaza residuos de cisteina y metionina en las proteinas (Kopsell y Randelle, 2000).
Por incorporacién de Se en aminoacidos no-proteinogénicos como metil-selenocisteina y
seleno-cistationina, las especies de Astragalus, acumuladoras del Se, son capaces de
reducir la cantidad del Se incorporado en proteinas, tolerando asi elevadas concentraciones
de Se en la parte aérea (Lauchli, 1993). Recientemente, la enzima responsable de la
metilacion de la selenocisteina en plantas de Astragalus bisculatus acumuladoras de Se se
aislo y caracterizo, el primer paso en la determinacion de las bases moleculares de la
resistencia de las plantas al Se (Neuhierl y Bock, 1996). También parece que varias
especies acumuladoras de Se son capaces de excluir selectivamente el Se de la ruta de
biosintesis de la metionina, evitando asi la sintesis de selenometionina, un seleno-derivado
toxico de la metionina (Burunell, 1981). El Se también se volatiliza por mecanismos de

fitovolatizacion (Terry, 2000).

50



Introduccion

El As es toxico para las plantas, tal y como se demostré con el uso de compuestos
organoarsenicales como herbicidas, aunque se sabe poco de la detoxificacion del As en
plantas terrestres. Sin embargo, en macroalgas marinas, el As se incorpora en varios
dimetil-arsenil-ribésidos y ciertos lipidos (Francesconi y Edmonds, 1994), vy
probablemente las plantas terrestres también biotransformen el As por esta via. El Cr es
también toxico para las plantas, y hay escasas evidencias de que las plantas, como ciertas

bacterias y animales, puedan reducir Cr(VI) a Cr(IlI) como parte de un mecanismo de

detoxificacion.

Mecanismos de reparacion celulares. Un componente principal de la resistencia
celular a las altas concentraciones de Cu parece que consiste en incrementar la resistencia,
o reparar, los dafios inducidos por Cu en la membrana plasmatica (De Vos et al., 1989,
Strange y Macnair, 1991; Murphy et al., 1997). La observacion de que las metalotioneinas
vegetales pueden unirse la membrana plasmatica (Murphy et al., 1997), sugiere un posible
mecanismo por el cual la metalotioneinas pueden estar involucradas en la reparacién de
¢sta. La implicacion de los mecanismos de reparacion de las membranas en la resistencia al
Cu estdn también fuertemente apoyados por observaciones recientes de una proteina
portadora de grupos acilo (ACP) y una proteina de union a Acetil-Coenzima A (AcylCoA),
dos proteinas que se saben implicadas en el metabolismo de los lipidos y que se inducen en
A. thaliana por exposicion a Cu. Ademas, la retro regulacion (antisense), o en contra
sentido de la expresion de ACBP incrementaba la sensibilidad de Cu, apoyando el papel de

la reparacion de membranas en la resistencia a Cu (Salt et al., 1998).

La resistencia a los metales serd claramente una caracteristica importante en los
cultivos utiles para fitorremediacién. Mientras que la resistencia a los metales, por si sola,
puede no ser suficiente para permitir a las plantas acumular altas concentraciones de
metales. La biodisponibilidad del metal, la absorcion radical, y el transporte son también

esenciales para una fitoextraccion efectiva.
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1.4.2.4.- Biodisponibilidad, absorcion radical acumulacion de metales en la parte

aérea.

El aumento de la biodisponibilidad de iones metalicos en el suelo por la adicién de
quelatos es un componente esencial de la fitoextraccion inducida y también puede ser
importante para la fitoextraccion continua. Esto se ilustra con los mecanismos implicados
en la adquisicion de Fe y otros micronutrientes por las plantas. Debido a la gran capacidad
de unién a los micronutrientes metalicos de las particulas del suelo, las plantas han
desarrollado distintas estrategias para aumentar su biodisponibilidad en el suelo. Estas
estrategias incluyen la produccion de compuestos quelantes de metales (fitosideréforos)
como los acidos mugénico y avénico (Kinnersely, 1993), que se sintetizan en respuesta a la
deficiencia de Fe (Higuchi et al., 1994, 1996, Kanazawa et al., 1994) y posiblemente de Zn
(Cackmak et al., 1996a, 1996b). En la rizosfera, los fitosideréforos quelan y movilizan Fe,
Cu, Zn, y Mn (Rémheld, 1991). Una vez unidos al fitosideroforo, los iones metalicos
pueden transportarse a través la membrana plasmatica como complejo metal-fitosideroforo
via transportadores especializados (Von wiren et al., 1994, 1995). Por la reducciéon de
Fe(III) quelado con una Fe (1I)-quelato-reductasa radical (Moog y Bruggemann, 1994), las
plantas son también capaces de liberar Fe(II) soluble para la absorcion radical (Yi y
Guerinot, 1996). Existen también evidencias de que esta Fe (II)-quelato-reductasa puede
Jjugar un papel general en la absorcion de Cu y Mn (Welch et al, 1993). Las plantas
también pueden solubilizar el hierro y otros metales por exudacién de protones desde las
raices, para acidificar la rizosfera (Crowley et al., 1991). Por lo tanto, es posible aumentar
la biodisponibilidad de metales contaminantes, manipulando estos procesos de las raices.
La liberacion de agentes quelatantes vegetales deberia reducir la necesidad de afiadir

quelatos sintéticos, reduciendo asi el coste de la fitoextraccién (Salt et al., 1998).

Posiblemente a excepcion del Fe, se sabe poco acerca de los mecanismos
moleculares de la entrada de metales a células de las raices. No obstante, recientemente se
han clonado transportadores alternativos de Cu (COPT1) e Fe (IRT1) de la membrana
plasmatica de A. thaliana usando complementaciones funcionales en levaduras

(Kampfenkel et al., 1995; Eide et al., 1996). Varios genes se han aislado recientemente a
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partir de A. thaliana, que parecen codificar transportadores del Zn en la membrana
plasmatica (Guerinot, 1997), con un experimento de metal en levaduras, se ha identificado
un gen de raices de trigo que incrementa la absorcion de Pb y Cd en levaduras transgénicas
que expresan dicho gen (Antosiewicz, 1996). Se ha sugerido que éste gen puede codificar
un transportador alternativo de metales en la membrana plasmatica. Estos datos
proporcionan una perspectiva molecular importante en el transporte en la membrana
plasmética de las plantas y sugieren la posibilidad cercana de manipular sistemas de
transporte de metales, para promover la fitoextraccion de metales toxicos (Antosiewicz,
1996; Guerinot, 1997).

Una vez los iones metalicos son absorbidos por las raices, se pueden almacenar o
exportar hacia la parte aérea. El transporte de metales hacia la parte aérea, tiene lugar
principalmente en el xilema. La carga del Cd en la savia del xilema de Brassica juncea
muestra una cinética de saturacion bifasica (Salt et al., 1995), que sugiere que la carga
xilemética de iones metalicos se facilita por procesos especializados de transporte en la
membrana. Trabajos recientes con hiperacumuladoras de Ni del genero Alyssum sugieren
que la carga de Ni en el xilema puede facilitarse por la union del Ni a histidina libre
(Kramer et al., 1996). El movimiento de iones metalicos, particularmente el Cd, en el
xilema, parece ser dependientes principalmente del flujo de masas dirigido por la

transpiracion (Salt et al., 1995).

La alta capacidad de intercambio ionico de las paredes celulares del xilema se
supone que retarda severamente el movimiento ascendente de cationes metalicos. Por lo
tanto, los complejos no catidnicos de metal-quelato, tales como Cd-citrato, deben
transportarse mas eficientemente en corriente de transpiracion (Senden et al., 1990). Los
estudios teodricos predijeron que la mayoria del Fe(Il) y del Zn(II) en la savia de xilema
deberian estar quelados por citrato, mientras que el Cu(Il) debe ser quelado por varios
aminoacidos, incluidos histidina y asparagina (White et al., 1981). El aislamiento del
complejo citratoquelato de Ni (I) en latex de Sebertia acuminata, hiperacumuladora del
Ni, apoya el papel de los acidos organicos en el transporte de metales (Lee et al., 1977). El

analisis de absorbancia de rayos X (EXAFS), mostré que el Cd en la savia del xilema de B.
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Juncea era quelado por atomos de oxigeno o de nitrgeno, sugiriendo la implicacion de los
acidos organicos en el transporte de metales (Lee et al., 1977). El analisis por EXAFS, no
proporciono ninguna evidencia de que la coordinacion entre S y Cd, confirmando que las
fitoquelatinas y otros ligandos que contienen grupos tiol, no juegan un papel directo en el
transporte de Cd en el xilema. La espectroscopia de rayos-X, también demostré que una
parte del Ni y del Zn transportados a la parte aérea en 7. goesingense (hiperacumuladora de
Ni) y en 7. caerulescens (hiperacumuladora de Zn), estd coordinado con acidos organicos
(Salt et al., 1998). No obstante, también se sugiere que, cantidades importantes de Ni y de
Zn se transportan en la savia de xilema como cationes hidratados. Una especiacion similar
del Ni en la savia del xilema de la hiperacumuladora de Ni Allyssum lesbiacum se

establecid por un modelo matematico (Kramer et al., 1996).

Otros compuestos quelantes también pueden jugar un papel en la movilidad de los
iones metalicos en plantas. El aminodcido no proteinogénico nicotinamina esta
ampliamente distribuido entre las plantas y tienen la capacidad de formar complejos con
varios iones metalicos divalentes incluidos Cu, Ni, Co, Zn, Fe, y Mn (Stephan et al., 1990).
Investigaciones con plantas de tomate mutantes Chloronerva, que carece de la posibilidad
de sintesis de nicotinamina (Higuchi et al., 1996), demostraron que estaba involucrada
probablemente en la distribucién de Fe (II), Zn y Mn, en tejidos jovenes en desarrollo via
floema (Stephan y Scholz, 1993) y en el transporte de Cu dentro del xilema (Pich y Scholz,
1996). Evidencias recientes sugieren también que en 4. thaliana el Cu celular se transporta
quelado con una proteina de bajo peso molecular analoga funcional de la proteina de union
a Cu de las levaduras (ATX1), y ademas los metales pueden transportarse en el floema

unidos a otros metabolitos o proteinas de bajo peso molecular (Marentes et al., 1996).

El aumento en la tasa de transporte de metales desde las raices hacia la parte aérea,

parece ser importante para la hiperacumulacion de Zn en 7. caerulescens (Lasat et al.,

- 1996), sugiriendo que las modificaciones en los procesos de transporte descritos

anteriormente permiten el desarrollo de planta con una capacidad de transporte los iones
metalicos contaminantes desde la zona radical hacia la parte aérea elevada, un importante

hallazgo en el desarrollo de cultivos para una fitoextraccién efectiva.
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1.4.3.- Fitovolatilizacion de metales.

La volatizacion de Se a partir de tejidos de vegetales puede proveer un mecanismo
de detoxificacion del Se. Ya en 1894, Hofmeister propuso que el Se en los animales se
detoxifica por la liberacion de dimetil-selenio volatil desde los pulmones. Este autor se
baso en el hecho de que el olor del dimetil-telirido se detectaba en el aliento de los perros
a los que inyectaba telurito de sodio. Usando la misma légica, se sugirié que el "olor a ajo”
de las plantas que acumulan Se, puede indicar la liberacion de compuestos volatiles de Se.
Lewss et al., (1966), fueron los primeros en mostrar que en ambos tipos de especies,
acumuladoras y no acumuladoras, volatilizan el Se. Esto lo confirmaron después otros
autores (Evans et al., 1968; Zieve y Peterson, 1984; Duckart et al., 1992; Zayed y Terry,
1992, 1994; Termry et al., 2000). El compuesto volatil del Se liberado a por la especie
acumuladora de Se Astragalus racemosus se identificé como dimetil-diselenio (Evans et
al., 1968). El Se liberado por la alfalfa, no acumuladora de Se, era diferente al de las

especies acumuladoras y se identificé como dimetil-selenio (Lewis et al., 1974).

Sin embargo, no esta claro si las plantas son capaces de absorber Se orgéanico
(como selenato o selenito) y reducirlo y metilarlo a formas volatiles. Trabajos Zayed y
Terry, (1994), demostraron que la adicion del antibidtico penicilina al medio hidroponico
de crecimiento de Brassica juncea, inhibi6 la volatilizacion de Se aproximadamente en un
90% cuando se suministro el Se como selenato. Sin embargo, las plantas puede aun
volatilizar Se en ausencia de rizobacterias, cuando se suministra como selenometionina
(Terry y Zayed, 1997). Esto sugiere, que las bacterias asociadas a las raices juegan un
papel importante en la reduccion y asimilacion de selenio a formas organicas. No obstante,
se necesita mas investigacion para clarificar el papel de los procesos bioquimicos de los

microorganismos en la volatilizacion del Se por las plantas.

La volatilizacién de As como dimetilarsenito se ha postulado como un mecanismo
de resistencia en algas marinas. Aunque no esta claro si las plantas terrestres también
pueden volatilizar el As en cantidades significativas. Estudios sobre la absorcion y

distribucién del As en plantas superiores indican que el As se acumula predominantemente
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en las raices y s6lo pequefias cantidades se transportan hacia la parte aérea. Sin embargo,
las plantas pueden incrementar la biotransformacion del arsénico por las bacterias

rizosféricas, favoreciendo asi su volatilizacion.

Mas recientemente, una reductasa bacteriana de Hg modificada se ha introdujo en
A. thaliana transgénica, que convierte Hg’" en mercurio elemental (Hg"). Ademas de ser
mas tolerantes, estas plantas transgénicas son muy eficientes para la volatilizaciéon de Hg
(Rugh et al., 1996; Pilon-Smits y Pilon, 2000). La fitovolatilizacién de metales puede tener
una ventaja unica sobre la fitoextraccion, porque elimina la necesidad de cosechar y
eliminar la biomasa contaminada de metales. Sin embargo, las implicaciones medio
ambientales de la volatilizacion de metales tienen que considerarse antes de esta técnica se

acepte por la sociedad.
1.4.4.- Fitorremediacion de contaminantes organicos.

La utilizacion de plantas para purificar aguas contaminadas con contaminantes
organicos e inorganicos, se utiliza desde hace cientos de afios y ha sido la base del uso
actual de humedales para el tratamiento de lodos residuales urbanos e industriales
(Hartman, 1975). El concepto de utilizacion de plantas para remediar suelos contaminados
con contaminantes organicos es un desarrollo mas reciente, y esta basado en la observacion
de la desaparicion mas rapida de substancias quimicas organicas en suelos con cubierta
vegetal, en comparacion con suelos de campos desnudos en la mayoria de su superficie
(Curl y Truelove, 1986; Aprill y Sims, 1990; Walton y Anderson, 1992; Cunningham y
Berti, 1993; Ferro et al., 1994; Burken y Schnoor, 1996; Hedge y Fletcher, 1996). El
estudio metabolico subsecuente establecia la capacidad de las plantas para absorber y
metabolizar contaminantes organicos problematicos para el medio ambiente, incluyendo
residuos de municién como por ejemplo TNT (Trinitrotolueno) y NTG (Nitroglicerina),
bifenilos policlorados (PCBs), vy tricloroetileno (TCE) (Schnoor et al., 1995; Goel et al.,
1997; Hughes et al., 1997; Newman et al., 1997).
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Ademas de la absorcion directa y del metabolismo de compuestos orgénicos, las
plantas liberan por sus raices, exudados que favorecen la biorremediacion microbiana en la
rizosfera, lo que se ha denominado fitorremediacién ex planta (Anderson et al., 1993;
Cunningham et al., 1996). A continuacion se presenta una berve revesion de estas dos
estrategias basicas de fitorremediacion. Se han publicado recientemente revisiones sobre
este tema (Cunningham y Berti, 1993; Anderson et al., 1995; Schnoor et al., 1995;
Cunningham y Ow, 1996). De hecho una revision de Cunningham et al. (1996), provee una
discusién en profundidad de las consideraciones técnicas, logisticas, economicas y

estratégicas de la fitorremediacién de suelos contaminados con contaminantes organicos.
1.4.4.1.- Absorcion directa y metabolismo de compuestos organicos.

BIODISPONIBILIDAD Y ABSORCION. Por analogia con la firoextraccion de metales, la
absorcion directa de contaminantes organicos estd limitada principalmente, por la
disponibilidad del compuesto en cuestion y por los mecanismos de absorcion. Las plantas
pueden absorber sustancias quimicas desde tres fases distintas del suelo: vapor, liquida y
solida (Cunningham et al., 1996). Con escasas excepciones notables, como la absorcion de
algunos hidrocarburos aromaticos (PAHs) y herbicidas, a partir de la fase vapor, el
movimiento de los compuestos organicos hacia el interior de la planta se produce a través
de Ia fase liquida, lo que se ha investigado extensamente para la absorcion de pesticidas y
herbicidas (Briggs et al., 1982; Topp et al., 1986; Paterson et al., 1990). Un criterio
principal en la evaluacién de la probabilidad de que un compuesto quimico objeto de
estudio sea absorbido por la planta es su caracter lipofilico. Esta caracteristica dirige su
movimiento a través de las membranas vegetales, asi como su solubilidad en la fase
acuosa. Los compuestos quimicos mas adecuados para ser absorbidos son ligeramente
hidréfobos, con coeficientes de distribucion octanol-agua de entre 0.5 y 3.0 (Briggs et al.,
1982; Ryan et al., 1988).

Ademas de la propiedades fisicoquimicas de los compuestos objeto de
descontaminacién, otros factores, incluyendo las condiciones del suelo (como el pH, nivel
hidrico, contenido en compuestos organicos, textura; Edwards (1986), Ryan et al. (1988),

Topp et al. (1986), Anderson (1992), Bollag et al. (1995) y la fisiologia de la planta
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(MacFarlane et al., 1987, 1990), influyen sobre su solubilidad y absorcion. Las diferencias
en la absorcién de compuestos organicos entre especies y variedades esta es reconocida
(Lichtenstein y Schultz, 1965; Harris y Sans, 1967) y debe ser una consideracion principal
en el desarrollo eficaz de estrategias de fitorremediacion. Los investigaciones de especies
vegetales para que absorben y metabolizan contaminantes organicos importantes son
limitadas, y se llevaron a cabo sélo en pocos grupos de investigacion (Schnoor et al.,
1995). Un estudio mas exhaustivo podria producir nuevas especies o variedades con mayor
capacidad de fitorremediar contaminantes ambientales, en la misma medida en que se
investiga para identificar a especies fitoextradoras, que pueden acumular grandes

cantidades de metales pesados y contaminantes organicos (Kumar et al., 1995).

En la actualidad, las estrategias de remediacion de compuestos organicos se basan
en los conocimientos sobre fitoextraccién continua a largo plazo, analogas a fitoextraccion
continua de metales pesados. La biodisponibilidad es el principal paso limitante de la

fitoextraccion de metales. Del mismo modo, la disponibilidad de contaminantes organicos

en el suelo parece ser la principal restriccion para su fitorremediaciéon (Lichtenstein y -

Schultz, 1965; Cunningham et al., 1996). Mientras que la aplicacion de enmiendas a suelos
por ejemplo, afiadiendo EDTA, se considera como un avance importante en el desarrollo
de estrategias de fitoextraccion inducida, estudios similares para identificar enmiendas
para el suelo que puedan inducir la absorcion y acumulacién de compuestos organicos en
las plantas son escasas. El uso de detergentes sintéticos (e.g, Triton X-100, SDS) y
naturales (rthamnolipidos) para incrementar la hidrosolubilidad aparente, € incrementar la
degradacion bacteriana de contaminantes organicos estd ampliamente documentada
(Providenti et al., 1995; Van Dyke et al., 1993; Bragg et al., 1994; Providenti et al., 1995;
Desai y Banat, 1997). Un trabajo reciente también mostrd el uso beneficioso de
ciclodextrinas para incrementar la solubilidad de compuestos organicos y de metales
pesados (Brusseau et al., 1997). Debe investigarse si se podran aplicar éstos u otros agentes
quimicos, como enmiendas para incrementar la dispomibilidad y absorcion de
contaminantes organicos. La ventaja potencial de la utilizacién de biosurfactantes o
ciclodextrinas, aparte de incrementar la biodisponibilidad de compuestos organicos, es su

rapida biodegradacion en el medio ambiente, la capacidad de sintetizar estos compuestos
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en plantas (Oakes et al., 1991) y microorganismos rizosféricos, y la habilidad de estos
compuestos de solubilizar contaminantes organicos y metales, que puede utilizarse como

instrumento en la remediacion de suelos con mezcla de contaminantes (Miller, 1995; Nivas
et al., 1996).

BIOTRANSFORMACION Y COMPARTIMENTALIZACION. Tras su absorcidn, los
compuestos organicos tienen diferentes destinos: pueden ser transportados a otros tejidos
(Cataldo et al,, 1987; Fellows et al,, 1996, Schroll et al., 1994) y posteriormente
volatilizados; pueden someterse a una degradacion parcial o completa (Wolfe et al., 1993;
Schnoor et al., 1995; Goel et al., 1997, Newman et al., 1997); o pueden ser transformados a
compuestos menos toxicos que se unen en los tejidos en formas no disponible (Field y
Thurman, 1996). La biotransformacion y secuestro de herbicidas y pesticidas, en
particular, se ha investigado extensamente (Field y Thurman, 1996). Recientemente, el
metabolismo de xenobidticos no agricolas como TCE, TNT, y la nitroglicerina (NTG), se
han estudiado usando cultivos axénicos de células y plantas enteras (Schnoor et al., 1995;
Goel et al., 1997, Newman et al., 1997). En general, muchos compuestos organicos parece
que sufren cierto grado de transformacion en las células antes de ser secuestrados en las
vacuolas o unidos de forma insoluble a estructuras celulares como la lignina. El
metabolismo del herbicida cloroacetanilida, por ejemplo, resulta en la produccién de
compuestos reducidos y oxidados que contienen azufre que siguen la conjugacion a
glutation (Field y Thurman, 1996). El éster de nitrato, NTG, se degrada a glicerol dinitrato
y glicerol mononitrato en cultivos celulares de remolacha (Goel et al., 1997), y el
metabolismo del TCE en alamos genera tricloroetanol y 4cido di- y tricloro acético
(Newman et al., 1997). Sin embargo, son pocas las sustancias quimicas que se mineralizan
completamente a agua y CO, por las plantas y en las que se produce, solo representan un
pequefio porcentaje del total de compuestos originarios (Newman et al., 1997). Esta
propriedad coloca a las plantas en una desventaja relativa en comparacion con las bacterias
que degradan contaminantes organicos. Ademas, la posibilidad de que los metabolitos de
las plantas sean mds toxicos que los contaminantes originales, crea una dificultad en la

regulacion medio ambiental para la fitorremediacion de compuestos organicos .
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Una consideracion importante en el desarrollo de las estrategias de fitorremediacién
de compuestos organicos es el destino a corto y largo plazo, asi como la toxicidad
potencial de los productos finales de la biodegradacion de dichos metabolitos. Para
substancias quimicas como pesticidas y herbicidas, estas cuestiones tienen, en la mayoria
de los casos, que estar perfectamente conocidas, y las evidencias indican que muchos
compuestos se ligan irreversiblemente con materiales vegetales (Bocker et al., 1994;
Komossa et al., 1995; Trapp y MacFarlane, 1995; Field y Thurman, 1996). La informacion
sobre el metabolismo de contaminantes organicos prioritarios e€s limitada, sin embargo,
requerira una investigacion extensa dados los resultados recientes. Por ejemplo, la mayoria
de productos de transformacién del TNT en Myriophyllum spicatum no se han identificado,
y una fraccion significativa de estos productos se liberan en el medio de cultivo o se
asocian a fracciones celulares extraibles con agua (Hughes et al., 1997). Los estudios
sugieren que los productos de degradacion del TNT en plantas no son biodisponibles
(Palazzo y Leggett, 1986, Wolfe et al., 1993; Schnoor et al., 1995). Las diferencias entre
plantas en la distribucion de compuestos organicos entre raices y parte aérea, asi como las
diferencias en el metabolismo de contaminantes organicos deben considerarse cuando se

escojan especies vegetales especificas para fitorremediacion.

1.4.4.2.- Fitorremediacion ex Planta.

Las plantas pueden secretar entre un 10 y un 20% de su fotosintetizados en
exudados radicales, que mantienen el crecimiento y la actividad metabodlica de diversas
comunidades de hongos y bacterias en la rizosfera (Lynch, 1982; Moser y Haselwandter,
1983; Shimp et al., 1993; Anderson et al., 1994). La densidad de bacterias rizosféricas,
puede ser tan alta como del doble o cuatruple que la de poblacién que se da en suelos
desnudos, y desarrolla un mayor rango de capacidades matabolicas incluyendo la
capacidad de degradar un numero importante de xenobidticos recalcitrantes (Walton y
Anderson, 1992; Anderson et al., 1994). No es sorprendente, por lo tanto, encontrar una
tasa mas rapida de biodegradacion de contaminantes organicos en suclos cultivados, en
comparacion con suelos no cultivados (Hedge y Fletcher, 1966; Curl y Truelove, 1986;
Ferro et al, 1994, Anderson y Walton, 1995; Burken y Schnoor, 1996). Algunos
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compuestos organicos de los exudados radicales como fenoles, acidos organicos,
alcoholes, y proteinas, pueden servir como fuentes del carbono y de nitrégeno para el
crecimiento y la supervivencia a largo plazo de microorganismos que son capaces de
degradar contaminantes organicos. Por ejemplo, compuestos fendlicos vegetales como
catecol y acido cumarico pueden servir como co-metabdlitos para las bacterias que
degradan PCBs (Bedard et al., 1987, Donnelly et al., 1994; Fletcher y Hedge, 1995; Hedge
y Fletcher, 1996).

La composicion quimica y la tasa de la exudacion de las raices difiere
considerablemente entre especies vegetales (Rao, 1990). Esto llevd a determinados
investigadores a buscar especies que exudaran fenoles capaces de mantener bacterias
degradadoras de PCBs (Fletcher y Hedge, 1995). Aunque los estudios para conocer los
mecanismos de degradacion de compuestos organicos por plantas facilitada por microbios
estan surgiendo, varios estudios de campo y experimentos piloto han examinado el uso de
plantas especificas para la degradacion de contaminantes organicos. Los suelos con
Agropyron desertorum mostraron un incremento en la mineralizacion de PCBs (Ferro et
al., 1994), mientras que la eliminacion mas rapida de PHAs se alcanzo con la utilizacion de
céspedes con pratenses (Foth, 1990; Anderson y Walton, 1995). Estudios similares
examinaron la degradacion de TCE (Foth, 1990; Anderson y Walton, 1995) y TNT (Wolfe
etal., 1993).

Los microorganismos rizosféricos también pueden acelerar los procesos de
remediacion mediante la volatilizacion de compuestos organicos como PHAs o por
incrementar la humificacién de contaminantes orgénicos (Dec y Bollag, 1994;
Cunningham et al., 1996). En particular, la liberacion de enzimas oxidorreductasas como la
peroxidasa, por estos microorganismos, asi como por las raices, puede catalizar la
polimerizacién de contaminantes en la fraccién humica del suelo y en la superficie radical
(Adler et al., 1994, Dec y Bollag, 1994). La especie Armoracia rusticana ha recibido una
particular atencion con respecto a la produccion de peroxidasas radiculares y su potencial

uso para remediacion de suelos y rios contaminados (Dec y Bollag, 1994).
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Enzimas de origen vegetal. Ademas de la secrecion de compuestos organicos que
mantengan el crecimiento y la actividad de los microorganismos rizosféricos, las plantas

también liberan enzimas capaces de degradar contaminantes organicos en los suelos.

Enzimas del suelo derivadas de plantas basandose sobre ensayos inmunoldgicos
incluyen: laccasas, dehalogenasas, nitroreductasas, nitrilasas y peroxidasas (Carreira y
Wolfe, 1995; Schnoor et al., 1995; Boyajian y Carreira, 1997). La degradacion de desechos
de municion como TNT, dinitromono-aminotolueno y mononitrodiaminotolueno asi como
el triaminotolueno se degradadan por nitroreductasas y laccasas, respectivamente (Wolfe et
al., 1993; Schnoor et al., 1995). Las posibilidades de la liberacion de enzimas desde la
abscicion de tejidos vegetales de exudados radicales, o fluidos de gutacién para
proporcionar una estrategia rentable para la fitorremediacion de contaminantes organicos,
tiene que ser determinada. La presencia de enzimas de origen vegetal capaces de degradar
xenobidticos problematicos en el medio ambiente como TNT y TCE, debe explotarse sin

lugar a dudas para el desarrollo de futuras estrategias de fitorremediacion.

1.4.4.3.- Conclusiones: Del laboratorio al campo.

En la actualidad, la fitrorremediacion de metales y contaminantes organicos se estd
desarrollando comercialmente. Ademas, los avances a corto plazo en fitorremediacion
sobre la seleccion de variedades mas eficientes, enmiendas de suelos, y perfeccionamiento
de practicas agronomicas para el cultivo de las plantas, se hacen mas necesarios. Mejoras
en la fitorremediacion a largo plazo llegaran cuando los cientificos aislen genes del origen
vegetal, bacteriano, y animal, que favorecen la acumulacion o degradacion de compuestos
organicos. Ademas, manipulando las bacterias rizosféricas para incrementar su papel en la
fitorremediacion se podra aumentar la eficacia en los esfuerzos futuros en

fitorremediacion.

Sin embargo, la biologia por si sola no puede hacer todo el trabajo de
fitorremediacién. La naturaleza altamente integrada de la fitorremediacion requiere del

sinergismo con otras muchas disciplinas. Por ejemplo, el desarrollo paralelo en ingenieria
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medio ambiental y agricola tendrd un mayor impacto sobre la eficiencia en el cultivo de
plantas, en la aplicacién de enmiendas y en la eliminacion de biomasa enriquecida en

metales.

Solo el futuro puede decir si la fitorremediation sera una tecnologia ampliamente
aceptada, sin embargo, estd claro que la utilizacién del notable potencial de plantas
superiores para acumular elementos y compuestos del medio ambiente y de realizar
transformaciones bioquimicas, estd llegando a ser una nueva frontera en la de biologia

vegetal.

La seleccion de especies vegetales para fitorremediacion es un area de investigacion
actual (Chaney, 1983; Baker et al., 1991). Varias especies se clasifican como acumuladoras de
Se, pues poseen la capacidad de extraer y/o de acumular miles de miligramos de Se por
kilogramo de peso seco de la parte aérea. Algunas incluyen especies de Astragalus y Sanleya
(Rosenfeid y Beach, 1964). Desgraciadamente, su utilizacion en fitorremediacion es limitada
a causa de su lento crecimiento y escasa produccién de biomasa y no tienen unos

requerimientos de crecimiento bien definidos (Parker y Puge, 1994).

La contaminacion de suelos y aguas provoca problemas importantes y principales en
la salud humana, que se solucionan al menos en parte con la aplicacién de tecnologias de
fitorremediacion (Salt et al., 1998).

1.4.5.- Fitoacumulacion.

Los metales pesados que permanecen en el interior de la planta, pueden encontrarse
exclusivamente en el espacio intercelular y en la pared celular como el Zn, que se
encuentra en forma de silicato del Zn, en la pared de las células de la epidermis, y el hecho
de no detectar metales pesados en el citoplasma, en los organulos, o en las vacuolas, puede
ser el resultado de la excrecion de metales hacia el espacio intracelular, o la prevencion de
la absorcién por las células, siendo ésta filtima la explicacion mas 16gica, pues en plantas

superiores no se conocen sistemas de transporte de metales pesados hacia el exterior
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(Neumann, 1997).

La accion directa del Ni sobre los tejidos mernistematicos, sugiere su acumulacion
en el 4pice de la raiz, lo que conllevaria a una fuerte inhibicion del crecimiento radical (L’
Huiller et al., 1996). Las relativamente altas concentraciones de Ni encontradas en la parte
a€rea, y especialmente en los cloroplastos, sugieren que el Ni tiene un efecto toxico a este
nivel, resuttando en una disminucion en el transporte de carbohidratos entre la parte aérea
y la raiz (Veeranjaneyulu y Das, 1982 L” Huiller et al., 1996)

Investigaciones previas con Thlupsi caerulescens, mostraron que altas
concentraciones de Zn se compartementalizan principalmente en vacuolas (Vazquez et al.,
1992; 1994). Los altos niveles de metales en la planta inducen a altas concentraciones de
malato en 7. caerulescens (Tolra et al., 1996) y a altos niveles de histidina en especies de
Alyssum (Kramer, 1996), 1o que se relaciono con la detoxificacion de altas concentraciones

de Zn y Ni, respectivamente.

En las células de las plantas no-acumuladoras de Al, este Gltimo se une al nucleo, a
las mitocondrias y a proteinas' intercelulares (Aniol, 1984; Tice et al., 1992). El Al se
localiza en la parte superior de las células epidérmicas y también se distribuye por el
meso6filo (Watanabe et al., 1998).

Los metales como Ag (I), AsO; (-1i), Cd (I1), Co (II), Cu (II), Hg (1) y Ni (I) son
secuestrados por unidn con S organico (R-SH) en los residuos de cisteina (Meagher, 2000).
En plantas de Brassicaceae como (Thlaspi goesingense), la histidina, es el unico
compuesto organico implicado en la movilizacion y transporte de Ni (II) y Zn (II) desde la
rizosfera hacia las rafces (Salt et al., 1999; 2000). Por otra parte, segin Hocking (1994), 1a
fitoacumulacion de metales depende de la movilidad de cada elemento y del tamafio del
sumidero, Por ejemplo el Ni se transporta rdpidamente dentro de la planta, donde se

acumula en cantidades superiores al 3% del peso seco de parte aérea (Kramer et al., 1996).
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Salt et al (1998) y Meagher (2000), sugieren que la fitoacumulacion de metales y
contaminates organicos requiere grandes sumideros para almacenar dichos compuestos.
Ademas, Bocker et al. (1994), Huang y Cunningham (1996) y Huang et al. (1997),
comprobaron que la mayor fitoacumulacion de metales se produce en aquellos 6rganos con

mayor produccion de biomasa.

1.5. El contenido de algunos metales pesados en plantas comestibles y su

riesgo para la salud humana.

Aunque algunos microelementos son esenciales para los seres humanos, muchos de
ellos pueden también ser toxicos a niveles por encima de los requeridos por el cuerpo, que son
muy bajos. Las condiciones patoldgicas relacionadas con la toxicidad por metales resultan de
anormalidades bioquimicas (genéticas) o fisiologicas (medio ambientales) o por los excesos
debidos a uno de los siguientes factores:

1) consumo excesivo en la dieta,

1) absorcion excesiva,

iii)  disminucién de la eliminacion y

v) pérdida de nutrientes debida a antagonismo o bloqueo del metabolismo (Gupta y
Gupta, 1998).

Cadmio (Cd) y plomo (Pb) pueden entrar en las cadenas alimentanas a través de su
concentracion en las plantas. Las investigaciones sobre la relacion entre el contenido de
metales pesados en el suelo y su concentracion en las plantas son vitales para determinar las
causas de la toxicidad de elementos como el Cd, Pb, As, etc,..asi como su difusion o
abundancia en el medio ambiente, vy su absorcion por las plantas (Han y Lee, 1996), puesto
que muchas especies pueden acumular grandes cantidades metales pesados sin mostrar ningin
sintoma de fitotoxicidad (Bingham, 1979). Asi, por ejemplo el Cd se considera como muy
peligroso, que puede causar problemas de salud piiblica a través de su paso a la cadena
alimentaria (Das et al., 1997), puesto que puede absorberse en cantidades perjudiciales para
los seres humanos (Page y Chang, 1994), sin llegar a ser toxico para las plantas, pudiendo ser

toxico para humanos y el ganado que consuman dichas plantas. El Cd generado por humos de
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tabaco, industrias y poblaciones se conoce como causante de hipertension, cancer y
desérdenes inmunologicos (Stewart-Pinkham, 1989). Otros sintomas de toxicidad de Cd
incluyen fuertes calambres gastricos, vomitos, diarrea, tos, dolor de cabeza, pigmentacion de
la orina, fallos renales (Berkow, 1992). Los efectos de la toxicidad de Cd pueden confundirse
con los efectos de Pb, porque el Cd libre causa deficiencia de Zn, que incrementa la absorcion

de Pb y la absorcion de Cd se incrementa por el fosfato (Stewart-Pinkham, 1989).

El Pb también se considera potencialmente peligroso para la salud humana, aunque los
conocimientos sobre el Pb son mas limitadas en comparacion con el Cd, especialmente la

movilidad de Pb en el suelo en relacion al crecimiento de la planta (Han y Lee, 1996).

En cuanto al Zn, su toxicidad es generalmente limitada, se produce solamente en casos
de sobre dosis accidental por ingestion de grandes cantidades de Zn, normalmente a partir de
comidas 4cidas, o el uso terapéutico de altas dosis de Zn. Los metales de humos industriales
provocan fiebres por inhalacion de 6xido de Zn y resultan en dafios neurologicos (Gupta y

Gupta, 1998).

Para el Cu, niveles de 0.1 y 0.2 mg Cu kg'de peso corporal producen desérdenes
gastrointestinales en personas sensibles (Bosshard y Zimmerli, 1994). La toxicidad aguda de
Cu en humanos es poco frecuente y se asocia con la consumicion de comidas y bebidas acidas
(van Campen, 1991). La “enfermedad de Wilson” es un desorden en un autosoma recesivo, en
el que la herencia de defectos metabdlicos, se asocia con una acumulacién gradual y

progresiva de Cu en el higado (Randolph y Rotter, 1989).

La toxicidad por hierro en humanos resulta a partir de la ingestién de suplementos
minerales que contienen Fe (II): sulfato férrico (20% Fe), fumarato férrico (33% Fe) y
gluconato férrico (12% Fe) (Olson y Becker, 1990). Concentraciones de Fe elemental
superiores a 20-30 mg kg de peso seco pueden causar toxicidad y cantidades superiores a 60
mg kg™ son potencialmente letales. El pico de concentracién de Fe en suero se produce de 4 a
5 horas después de la ingestion (Gupta y Gupta, 1998). Una concentracioén de Fe superior a
350-400 pg dL” en suero es peligrosa (Olson y Backer, 1990). La toxicidad de Fe causa
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