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RESUMEN

Con la finalidad de disminuir la problematica generada por el uso del agua en una empresa minera cooperante, que implica la
reutilizacion del agua del proceso de flotacion para volver a extraer y concentrar los minerales de interés, se realizd un biensayo
o prueba de toxicidad para cadmio en disoluciones acuosas empleando semillas de Lactuca sativa (lechuga romana). Se
utilizaron siete concentraciones de CdCl, (0.0, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 mg/L) y se analizaron tres variables de respuesta:
Largo de radicula, largo de hipocdtilo y % de germinacion, bajo condiciones controladas de temperatura y contenido de
humedad. Se observd claramente una relacion inversa entre el incremento de la concentracion del cloruro de cadmio y las
longitudes de hipocotilo y radicula. De igual manera, el porcentaje de germinacion de las semillas se ve disminuido a medida
que la concentracion del cadmio aumenta. Se plantea la realizacién de pruebas de cultivo de callos para verificar el efecto del
cadmio en el tejido de dos especies de hidrofitas, tules (7ypha latifolia) y carrizos (Phragmytes australis), especies que
formaran parte de un humedal artificial que serad propuesto como parte de la solucion a la empresa minera cooperante para el
uso eficiente de sus fuentes de agua.

Palabras clave: Flotacion selectiva de minerales, cadmio disuelto en agua, pruebas de germinacién, Lactuca sativa

ABSTRACT

In order to reduce the problems generated by the use of water in a cooperating mining company, which implies the reuse of
water from the flotation process to re-extract and concentrate the minerals of interest, a well-test or toxicity test for cadmium
was carried out. in aqueous solutions using seeds of Lactuca sativa (romaine lettuce). Seven concentrations of CdCl; (0.0, 0.2,
0.4, 0.5, 0.6, 0.8 1.0 mg/L) were used and three response variables were analyzed: Radicle length, hypocotyl length, and
germination %, under controlled conditions of temperature and moisture content. An inverse relationship was clearly observed
between the increase in cadmium chloride concentration and the hypocotyl and radicle lengths. Similarly, the percentage of
seed germination is decreased as the concentration of cadmium increases. Callus culture tests are proposed to verify the effect
of cadmium on the tissue of two species of hydrophytes, cattails (Typha latifolia) and reeds (Phragmytes australis), species that
will form part of an artificial wetland that will be proposed as part of the solution to the cooperating mining company for the
efficient use of its water sources.

Keywords: Mineral selection flotative, disolved cadmium in water, germination tests, Lactuca sativa

INTRODUCCION

Con la finalidad de disminuir la problematica generada por el uso del agua en una empresa minera
cooperante, que implica la reutilizacién del agua del proceso de flotacidon para volver a extraer y
concentrar los minerales de interés, se plantea como parte de un proyecto mas grande, el uso de
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bioensayos de toxicidad con cadmio vy la verificacion de los efectos del mismo en tules y carrizos. En la
Figura l1a puede verse que el efluente liquido del proceso de flotacion usado para concentrar los
minerales de interés se envia a enormes depositos construidos por el hombre en localizaciones
geograficamente adecuadas para almacenarlos conocidas como presas de jalesl7, en las que separan
el material solido y retornan el agua para reutilizarla en el proceso nuevamente (Figura 1b). La presa
original de esta empresa minera tiene un area de 132,800 m? (13 ha) y almacena aproximadamente
5.5 millones ton y hay una segunda presa de jales, en operacién desde principios de 2008 (Soto
Esquivel et al., 2013). En la Figura 1b se presenta la opcidn de pretratar el agua proveniente de la
flotacién antes de que se ‘intemperice’ en la presa de jales.

R :'nl*“\_ : -
Figura 1a. Agua de reproceso bombeada de la presa de jales hacia la nave industrial donde se realiza
la flotacion para enriquecer los minerales deseables (esfalerita, galena y calcopirita) (Pacheco

Gutiérrez y Duran de Bazua, 2006)
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Figura 1b. Produccion de concentrados de zinc, plomo y cobre a partir de un yacimiento subterraneo
de sulfuros masivos con una posible derivacidn para el pretratamiento del agua que sale de las tinas
de flotacion para su tratamiento anaerobio-aerobio (Modificada de Pacheco Gutiérrez y Duran de
Bazla, 2006)

Y7 palabra usada en México para designar estas instalaciones ingenieriles. Viene del nahuatl xalli, arenas finas (o particulas
finamente molidas usadas en la metalurgia prehispanica para obtener oro y plata) [Cabrera, 2022]
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Existen dos opciones que no son necesariamente excluyentes, una para pretratar el agua antes de
sufra intemperismo usando un biorreactor anaerobio (Leal-Gutiérrez et al., 2021, 2022) seguido de un
sistema de humedales artificiales (Rojas-Torreblanca, 2021; ) o usar antes de retornar el agua, las
especies vegetales para mantener los metales de estos minerales potencialmente tdxicos
relativamente confinados (Ruiz-Ldpez, 2009), ya sea en la biomasa del biorreactor anaerobio y/o en el
entorno de las plantas acuaticas.

Esta reutilizacién del agua del proceso de flotacién permite volver a extraer y concentrar los minerales
de interés sin detrimento de la eficiencia siendo una tecnologia mas limpia (Delfin Alcala y Duran de
Bazlia, 2008; Gonzalez Sandoval et al., 2008; Leal-Gutiérrez et al., 2021, 2022). Para corroborar que
esto sea posible es necesario estudiar la factibilidad de que esas plantas acuaticas puedan sobrevivir
con esa agua de proceso de las empresas mineras (Ruiz-Lopez, 2009; Soto-Esquivel et al., 2013).

La exposicion de las plantas a metales pesados trae como consecuencia variadas respuestas
bioldgicas, a nivel biogquimico, celular y fisioldgico, cambios a los que se denomina biomarcadores
(Livingstone, 1993; Melacon, 1995). Los principales biomarcadores resefiados en plantas como
respuesta a la exposicion a metales pesados son aumento en la pero-oxidacion lipidica, variaciones en
la relacion clorofila/carotenoides, aumento en la concentracion de acido jasmonico, nicotianamina,
glutatién (GSH) v tioles, aparicion de péptidos quelantes vy fitoquelatinas, y aumento en la actividad o
inhibicién de las enzimas antioxidantes (De-la-Rosa et al., 2005; Gallego et al., 1996; Mendoza y
Moreno, 2006; Pernia et al., 2008, Smeets et al., 2005; Weber et al., 2004). El cadmio, por ejemplo,
es considerando un metal fitotdxico debido a que su presencia produce efectos negativo sobre el
desarrollo normal de las plantas (Tabla 1).

Tabla 1. Algunos efectos del cadmio sobre las plantas reportados en la literatura (modificado de
Pernia et al., 2008)

Efectos Referencias

Reduccién en el crecimiento y de la elongacion Aina, et al., 2007; Chaoui y Ferjani, 2005;

de las raices Gianazza et al., 2007; Pomponi et al., 2006;
Wang et al., 2007; Wang y Zhou, 2005

Inhibicién de la apertura estomatica Barceld, et al., 1986; Barcel6 y Poschenrieder,
1990

Inhibicién de la sintesis de clorofila Drazic y Mihailovic, 2005; Mishra et al., 2006;
Padmaja et al., 1990; Wu et al., 2004

Inhibicién de la fotosintesis Dalla-Vecchia et al., 2005; Drazkiewicz et al.,
2003; Pietrini et al., 2003; Van-Assche y Clijsters,
1990

Clorosis Aidid y Okamoto, 1992; Aravind y Prasad, 2003,
2005; Mishra et al., 2006

Disminucion en el contenido de carotenoides Larsson et al., 1998; Mishra, et al., 2006; Rai et
al., 2005

Disminucion en la tasa de transpiracion Haag-Kerwer et al., 1999; Sandalio et al., 2001

Inhibicion de la germinacion del polen vy el Xiong y Peng, 2001

crecimiento del tubo polinico

Aumento en los niveles de peroxidacion lipidica Chaoui et al., 1997; Mishra et al., 2006; Singh et
al., 2006; Zhang et al., 2005

Estrés oxidativo y enzimas antioxidantes Brahim et al., 2007; Gallego et al., 2005; Han et
al., 2008; Maksymiec y Krupa, 2006; Romero-
Puertas et al., 2004, 2007

Inhibicién de la fosforilacion oxidativa Kessler y Brand, 1995

mitocondrial
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Efectos Referencias

Interferencia con la toma, transporte y uso de Sanita-di-Toppi y Gabbrielli, 1999
varios macro y micronutrientes, especialmente

Fe, Mny Zn
Aceleracidn de la senescencia celular Sanita-di-Toppi y Gabbrielli, 1999
Reacciones semejantes a hipersensibilidad Piqueras et al., 1999

Reduccion del intercambio normal de H*/K* yla  Obata et al., 1996

actividad de la ATPasa de membrana plasmatica

Disturbio en el control redox y el metabolismo Devi et al., 2007; Ernst et al., 2008;
Schiitzendiibel y Polle, 2002

Polimorfismos en el ADN Liu et al., 2005; Mukherjee et al., 2004

Recientemente se ha propuesto otra manera de evaluar la toxicidad de residuos industriales,
municipales, plaguicidas, sedimentos de agua dulce, suelo y lixiviados de residuos sélidos, mediante la
realizacion de bioensayos con plantas (Panizza de Ledn, 2009). Con este tipo de bioensayos se
determina lo que se conoce como fitotoxicidad. Los bioensayos deben involucrar especies de
importancia comercial y rapido crecimiento, por ello es habitual utilizar las semillas de lechuga romana
(Lactuca sativa) en estos bioensayos. El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Llactuca
sativa) es una prueba estatica de toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en el que se pueden
evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de
germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de
crecimiento (Sobrero y Ronco, 2008). En la Figura 2 se presenta la morfologia de la mencionada
planta, observandose claramente el hipocétilo y la radicula.

Hipooatiln

Figura 2. Morfologia de la semilla y la plantula de lechuga,
Lactuca sativa (tomado de Sobrero y Ronco, 2008)

Radizala

Entre los factores mas importantes a tener en cuenta para lograr la respuesta morfoldgica deseada en
un cultivo de tejido no diferenciado /in vitro, es la composicion del medio de cultivo. El medio de
cultivo esta conformado por macro y micronutrientes esenciales para la supervivencia de la planta,
nutrientes (hidratos de carbono, vitaminas), agentes reguladores del crecimiento y hormonas
vegetales, que ayudaran a obtener un callo, una planta completa, o un drgano vegetal en particular, a
partir del explante elegido (en condiciones de asepsia) y algin agente gelificante inerte (agar, gelrite,
etc.). También es necesario adoptar procedimientos de asepsia para mantener los cultivos libres de
contaminacién microbiana (Badillo-Corona et al., 2009; Fuerte-Martinez et al., 2019; Rewers et al.,
2012).

Usando técnicas de cultivo de tejidos la formacidn de callos puede ser inducida en numerosos érganos
y tejidos de plantas, que usualmente no desarrollan callos en respuesta a un dafo. El material vegetal
comunmente cultivado incluye cambium vascular, parénquima de reserva, periciclo de raiz,
cotiledones, mesdfilo de la hoja y tejido provascular (Fuerte-Martinez et al., 2019; Lallana y Lallana,
2003; Dodds y Roberts, 1987; Rogers, 2003).
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Una de las caracteristicas importantes del callo, desde un punto de vista funcional, es su irregular
crecimiento, teniendo el potencial para desarrollar raices normales, brotes y embriones que forman
plantulas.

El objetivo de eta fase de la investigacion fue la implantacién de una sencilla metodologia para
corroborar la toxicidad de un metal tomando como ejemplo el cadmio.

MATERIALES Y METODOS

Diseifo de experimentos

Se consideraron siete niveles (concentraciones de cadmio en solucién acuosa de cloruro de cadmio
(CdCl,.5H,0) (0, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 mg/L). Hubo diez repeticiones de cada nivel. Las
concentraciones mencionadas arriba fueron sugeridas considerando las concentraciones maximas y
minimas de cadmio total y soluble que determind Ruiz-Lopez (2009), en una mezcla de 30% lixiviados
de jales y 70% de una solucion nutritiva (Tabla 2).

Tabla 2. Valores maximos y minimos de cadmio total y soluble, medidos por Ruiz-Lopez (2009)

Cadmio medido Concentracién minima (mg/L) Concentracién maxima (mg/L)
Total 0.15 0.45
Soluble 0.20 0.50

Bioensayo con lechuga (Lactuca sativa)

La solucion preparada se ajustd a un pH de 4.8, con acido sulfdrico (0.1 N) e hidrdxido de sodio (0.1
N) segun la metodologia de Panizza-de-Ledn (2009), antes de hacer las diluciones mencionadas. Una
vez que las diluciones quedaron listas, se adicionaron 4 mL por caja de Petri, de 50 mm de diametro,
previamente preparada con un poco de algoddn y una capa de papel filtro Whatman No. 40. Después
se anadieron diez semillas de lechuga por cada caja y se mantuvieron en una camara oscura
termostatizada, a 22°C, por 120 h (5 dias).

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayo con lechuga (Lactuca sativa)

Después de los 5 dias de incubacidn, se revisaron las cajas y se midieron el largo radicular y largo del
hipocétilo de cada brote y se calcularon los porcentajes de inhibicion de las semillas.

La informacidn experimental obtenida esta plasmada en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores promedio y desviacion estandar de la longitud radicular, la longitud de hipocétilo y el
porcentaje de germinacion de las semillas de lechuga romana (Lactuca sativa)

Concentracién de Cd Longitud del Longitud de Germinacion de Observaciones en el
(mg/L) hipocétilo (cm) la radicula las semillas (%) color
(cm)

0.0 3.4+0.3 22+04 93+7.8 Verde brillante
0.2 3.3+0.5 1.9+0.5 94 + 6.6 Verde brillante
0.4 3.1+0.5 1.8+ 0.7 92 +8.7 Verde brillante
0.5 2.7+0.5 1.5+0.5 87 +14.2 Verde menos intenso
0.6 23+04 1.2+ 0.5 85+ 12 Verde café
0.8 1.7 £ 0.5 1.0+ 0.4 76 +12.8 Verde café
1.0 1.4+ 0.4 0.6 + 0.3 68 + 12.5 Mas café que verde
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Al graficar la concentracién de cadmio contra la longitud del hipocdtilo, la longitud de la radicula y el
porcentaje de germinacion de las semillas de lechuga, se obtienen las Figuras 4, 5, y 6.
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DISCUSION FINAL

Bioensayo con lechuga (Lactuca sativa)

Se observa en la Figura 4 una relacién inversa entre las dos variables comparadas: Es decir que, a
mayor concentracion de cadmio en el sistema, la longitud del hipocotilo es menor; la planta crecid
menos. Con respecto a la Figura 5, se aprecia el mismo tipo de relacion inversa que se observé en la
figura anterior (Figura 4). Pareciera que la concentracion alta de cadmio les impidiera el crecimiento.
Se observa que las longitudes de hipocotilo y radicula, conforme aumenta la concentracion de cloruro
de cadmio, disminuyen de manera drastica, lo que corrobora lo planteado por varios autores respecto
a la reduccion en el crecimiento y de la elongacion de las raices en plantas expuestas al cadmio
(Chaoui y Ferjani, 2005; Gianaza et al., 2007; Pomponi et al., 2006; Wang et al., 2007; Wang y Zhou,
2005).

A MANERA DE CONCLUSIONES

El cadmio afecta definitivamente el desarrollo de las semillas de lechuga. Por ello es que esta planta
sirve para corroborar si un lote de agua contiene sustancias tdxicas. En una comunidad rural, este
método tan sencillo puede ayudar para que las personas no consuman una fuente de agua
determinada aunque parezca limpia.

Asimismo, sera importante probar con las plantas acuaticas que soportaron estas concentraciones de

cadmio, carrizos (Phragmites australis) y tules (Typha latifolia), para ver qué mecanismo es el que las
hace ser mas resistentes al cadmio y que les permite separar al cadmio del agua.

GLOSARIO DE TERMINOS

Término Significado
Cambium Las células del cdmbium vascular se dividen formando una banda de células entre el
vascular xilema secundario (paredes celulares de color rojo) y el floema secundario (paredes

celulares de color verdeazulado). Estas células se dividen periclinalmente, las dos
células hijas se disponen en un plano horizontal, perpendicular a la superficie de la
planta, originando el floema secundario hacia el exterior y el xilema secundario hacia
el interior.

PARENQUIMA
CORTICAL

CAMBIUM =
VASCULAR  PARENQUIMA
MEDULAR

XILEMA 22

XILEMA 12

OLENQUIMA
LAMINAR -

PERIDERMIS.

-
LENTICELA’ EPIDERMIS

Imagen del tallo de sambuco (sauco, alcanfor, Flor del Sauco, sauce, azumate,
sanabuco) a menos aumentos se puede localizar el cambium vascular en el tronco
(http://mmegias.webs.uvigo.es/1-vegetal/v-imagenes-
grandes/cambium_vascular.php)
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Término

Cotiledones

Hidrofitas

Hipocdtilo

Intemperie

Mesdfilo de
la hoja

Parénquima

Significado
Se denomina cotiledon a las hojas primordiales de las plantas con flores
(fanerégamas) y que se desarrollan con la germinacion de la semilla, donde forman la
primera hoja del embrion

(https://www.ecologiaverde.com/que-es-un-cotiledon-

1972.html# :~:text=Monocotiled%C3%B3neas%20y%20dicotiled%C3%B3neas-
,QU%C3%A9%?20es5%20un%20cotiled%C3%B3n%3A%20definici%C3%B3n,la%20pri
mera%?20hoja%20del%20embri%C3%B3n)

Son plantas acuaticas que viven en el agua o en suelos inundados. Junto a los cuerpos
de agua. La vegetacidn muestra una zonacion que estd determinada en parte por la
profundidad creciente del agua.

Hay plantas acudticas emergentes fijas (a, b, ¢, d), sumergidas fijas (e, f), flotantes
sumergidas (g) y flotantes libres (h)
(www.biologia.edu.ar/botanica/tema3/tema3_4hidrofita.htm, tomado de Arriola-de-
Ledn-Régil y Reyes-Morales, 2015)

El hipocétilo, que corresponde a la parte subterranea del tallo principal, comienza a
expresarse uno a dos dias después que la radicula y conduce a los cotiledones hacia
arriba hasta posicionarlos por sobre el nivel del suelo. El hipocétilo es el tallo que
hay entre los cotiledones vy la radicula y es, por lo tanto, el que mantiene erguidas a
las plantas. Ademas, a medida que pasa el tiempo este tiende a cambiar de color y/o
transformarse en un tronco lefioso (Wikipedia, 2022)

Modismo a la intemperie: 1. Loc. adv. A cielo descubierto, sin techo ni otro reparo
alguno. De ella se han derivado los términos intemperismo, intemperizacion vy el
verbo intemperizar, para las acciones que ocurren a cielo abierto
(https://dle.rae.es/intemperie?m=form)

El mesofilo o mesofilo se ubica entre las epidermis de la cara superior (el haz) y de
la cara inferior (el envés). Estd formado por una clase de tejido parenquimal llamado
clorénquima y por tejidos vasculares que se desarrollan en las venas. Proviene del
griego @uAdov - hoja, con el prefijo meso, literalmente en medio de la hoja (Font
Quer, P. 1982. Diccionario de botanica. Editorial Labor, S.A., p. 1244. Barcelona,
Espaiia)

Tejido vegetal de tipo parenquimatico caracteristico de los 6rganos de reserva de las
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Término
de reserva

Periciclo de
raiz

Plantula

Sambuco,
sauco,
salco,
alcanfor, Flor
del Sauco,
sauce,
azumate,
sanabuco

Significado

plantas superiores. Sus principales funciones son: Elaborar alimentos mediante el
proceso de fotosintesis y acumular y reservar diferentes sustancias, por ejemplo:
Almidon, aleurona, cristales, etc. El parénquima también puede adoptar otras
funciones como ayudar en la conduccion de la savia bruta y elaborada (Wikipedia,
2022)

Tejido parenquimatico que rodea al tejido vascular en la raiz de las plantas
vasculares, tiene actividad meristematica y funciona como un meristema, originando el
cambium, feldgeno vy raices laterales. éQué funcién cumple el periciclo de la raiz? En
las plantas con crecimiento secundario el periciclo contribuye a la formaciéon del
cambium vascular y al cdmbium suberoso. En el centro de la raiz estan los tejidos
vasculares que se organizan de forma radial, es decir, el xilema y el floema primarios
que se disponen en cordones separados y alternos (ver figura arriba) (Wikipedia,
2022)

Se denomina asi a la planta en sus primeros estadios de desarrollo, desde que
germina hasta que se desarrollan las primeras hojas verdaderas. Es posible reconocer
las plantulas de las malas hierbas al menos a nivel de género y, para ello, existen
guias especializadas. Las plantulas de dicotiledéneas tienen las partes siguientes:
Cotiledones u hojas embrionarias, cuando la germinacién es hipdgea los
cotiledones se quedan enterrados, mientras que si es epigea éstos son los primeros
organos fotosintetizadores; hojas verdaderas o nomdfilos, las primeras hojas
pueden ser distintas de las que la planta desarrolla mas adelante; epicétilo, espacio
entre los cotiledones y las primeras hojas verdaderas; hipocétilo, espacio entre los
cotiledones y Ila radicula, yema apical y yemas axilares; radicula
(https://www.unavarra.es/herbario/htm/plantula_BAMH_01.htm)

Hipacotila

. -r/" —

Bemilla

Hijas
primusias
[urdforlcdar)

Esta especie se distribuye desde Canada hasta Panama y Las Antillas. Crece entre los
20 a mas de 3,000 metros sobre el nivel del mar en una variedad de habitats
incluyendo bosque mesdfilo de montafa, bosque de pino, bosque de encino y bosque
tropical perennifolio. Es un arbol pequefio o arbusto que alcanza una altura de
aproximadamente 10 metros. Se trata de una especie que ha recibido varios nombres
cientificos y que finalmente ha quedado con el nombre original (Sambucus
canadensis) publicado por Linneo en 1753... Las flores y los frutos son comestibles.
De la flor se puede disfrutar un té relajante que en exceso tiene un efecto diurético.
Las abejas que visitan sus flores producen una miel muy sabrosa. Los frutos pueden
usarse para elaborar un rico vino. El sauco tiene registrados muchos usos medicinales
algunos de los cuales se incluyen para tratar la calentura y la tos, la bronquitis,
ronquera, asma, catarro o gripe y amigdalitis, en el tratamiento de trastornos
digestivos, dolor de estdmago y del higado. En problemas de piel como caspa,
salpullido, caida del pelo, sarampidn, sarna, y quemaduras. Ademas, como purgante y
tratar hemorroides y alcoholismo
(https://www.inecol.mx/inecol/index.php/es/ct-menu-item-25/planta-del-mes/37-
planta-del-mes/912-sauco)
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Término Significado

p Sambucus canadensis
Del latin sabdcus. Arbusto o arbolillo de la familia de las caprifolidceas, con tronco de
dos a cinco metros de altura, lleno de ramas, de corteza parda y rugosa y médula
blanca abundante, hojas compuestas de cinco a siete hojuelas ovales, de punta
aguda, aserradas por el margen, de color verde oscuro, de olor desagradable y sabor
acre, flores blancas y fruto en bayas negruzcas. Es comun en Espaiia, y el cocimiento
de las flores se usa en medicina como diaforético (Del latin diaphoreticus y este del
griego dlapopnTIKOG diaphorétikos. adjetivo, en medicina, sudorifico) y resolutivo
(adjetivo, en medicina, que tiene virtud de hacer desaparecer un tumor o una
inflamacion)
[https://dle.rae.es/sa%C3%BAco#XM1WfDj;
https://dle.rae.es/diafor%C3%A9tico?m=form; https://dle.rae.es/resolutivo?m=form]

Tejido Es un tejido embrionario que se sitia en el futuro cilindro vascular. Aunque este

provascular  tejido no dara directamente al xilema o al floema, produce los precursores de las
células que daran tanto al xilema y como al floema, es decir, dara lugar al procdmbium
(ver figura para cambium vascular)

UNAM Universidad Nacional Auténoma de México
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