eman ta zabal zazu

>

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

Trabagjo Fin de Grado

Grado en Biologia

ST ZTR-FCT

L)
AN :':. Zientzia eta Teknologia Fakultatea
ot 088 2X° Facuitad de Ciencia y Tecnolog
» ° y gia

DENDRORREMEDIACION: EL USO DBBetula alba PARA MONITORIZAR Y REDUCIR
EL CONTENIDO DE METALES EN SUELOS MINEROS

Autor:

Alessandra Maria Raimonda Nieddu

Director:

Jose Maria Becerril
Co-director:

Unai Artetxe

Leioa, 2015ko ekainaren 22a /Leioa, 22 de junio de 2015






eman ta zabal zazu [J

. ZTF-FCT
] ey
‘o.’o...o:g:.
Universidad  Euskal Herriko SoTonle
del Pais Vasco  Unibertsitatea
INDICE
RESUMEN
1. INTRODUGCCION. .....tiuiitiietiietesietesees s sese e sesaessssesassessssesesessesessnsennssans 1
2. HIPOTESIS Y OBJIETIVOS.....cooiiiietiieiesiemnamee st 2
3. MATERIALES Y METODOS
3.1.- Descripcion del area de eStUdIO......cceeeeeeeeeeeeeiiieiiciieeee e 5
3.2.- Descripcion de metales €N SUEIO ....ceeeeeeiiiiei e 5
3.3.-Determinacién de metales en mateagetal ............oeeeeeeeeiiiiiiiiii s 5
3.4.- Determinacion de toCOCrOMANQLES.........uuiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeiieiivennaaeeeeees 6

3.5.- Andlisis estadistiCO.....coou e e e i B

4. RESULTADOS Y DISCUSSION
4.1- MetaleS €N SUCIO. ... e T
4.2- Metales en planta..........coooovoie i e

4.3- Acumulacion detOCOTEIOl ..........iiiiviiiiiii e 12
D CONCLUSION. e et e et e e e e e s eanaanas 14
B. BIBLIOGRAFIA. ..ottt e et et e et e e et e e e et enneeaeeens 15
7. AGRADECIMIENT OS . ..t e et e e e e e e rans 18






eman ta zabal zazu [J

g0 o
sibecoiss.  ZTF-FCT
'.‘: ...o. Zientzia eta Teknologia Fakultatea
[ ]
%ol © x ! :o‘o. Facultad de Ciencia y Tecnologia
° o
Y [ ]

Universidad  Euskal Herriko eofles
del Pais Vasco  Unibertsitatea

ABSTRACT

The intense industrial activity that took place othe past century resulted in large contaminated
areas. This is an important risk to human healtld a@amvironmental safety. Recent
biotechnological techniques for bioremediation uile phytoremediation, which uses plants to
remove or stabilize contaminants in soils. In owdg we choose birchBgtula alba) as the
preferred species to remedy mining soils, due psatuces a large biomass and can accumulate
high levels of toxic elements in its tissues. The a&f this study was (i) to determine the
possibility of using this species in reforestatiand/or remediation of mining soils (ii) to
elucidate the potential of tocopherol levels ascatbrs of heavy metal pollution.

Trees growing in mining soils with high concentas of Zn, Cd and Pb were sampled and the
metal content in various organs and in tree rings \@nalyzeda-tocoferol levels were also
analyzed as an indicator of stress. The resultevsti@ different distribution of metals in plant
tissues. Zn and Cd had a higher accumulation velgavhereas Pb was stored in the timber. In
addition, the metal content in tree rings was higheolder rings, leading to a conclusion that
older tissues present a detoxification strategytheumore, we saw how the presenceaef
tocoferol on branches can be an indicator of n&talss in plants and it can be also used as a
monitoring factor.

RESUMEN

La intensa actividad industrial que se ha llevad@alao durante el siglo pasado ha dado lugar a
amplias zonas contaminadas, llegando a constituiiesgo importante para la salud humana y
La seguridad ambiental. Recientes técnicas biotégimas para la biorremediacion incluye la
fitorremediacion, que utiliza las plantas para &lan o estabilizar contaminantes en los suelos
contaminados. En nuestro estudio hemos elegidospace arbdrea como el abedul (Betula
alba) como la especie idonea para remediar sudlteros, ya que es una especie que produce
una gran biomasa y puede llegar a acumular alt@desi de elementos téxicos en sus tejidos. El
objetivo de este estudio fue de determinar la pakald de utilizar esta especie en la
reforestacion y/o remediacién de suelos mineras goltencialidad de la monitorizacion de los
niveles de tocoferoles como indicadores de la coimi@cion por metales pesados.

Arboles crecidos en suelo minero con altas conaeioimes de Zn, Cd y Pb fueron muestreados y
analizado el contenido de metales en diferenteandgydel arbol y en los anillos del tronco,
ademas se analizo los nivelesogidcoferol como indicador de estrés. Los resultadenidos
muestran una diferente distribucion de metalesosntédjidos de las plantas. El Zn y el Cd
presentan una mayor acumulacion en las hojas, ragqgtie el Pb se almacena en la madera.
Ademas, el contenido de metales en los anillosrde€o muestran un mayor nivel en los mas
antiguos, resultando en una mayor acumulacién entdpdos muertos como estrategia de
detoxificacion. Ademas, se he visto como la preisethen-tocoferol en las ramas pueda ser un
indicador de estrés para la presencia de metaléssgplantas y ser empleado como factor de
monitorizacion.
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1.- INTRODUCCION

El suelo es un recurso vital y soporte sobre elsgudesarrolla la vida de una gran parte
de los seres vivos (Seoanez Calvo, 1999). El cienbm demografico y la industrializacion
global que se ha llevado a cabo durante el sigkadm a dado lugar a una contaminacién
generalizada del medio ambiente (incluido el suelm) desechos organicos e inorganicos
persistentes y recalcitrantes (Chaudhry et al.819% concentracion de metales pesados en el
medio ambiente aumenta anualmente (Govindasanly @0a1). Aunque la acumulacion de los
metales pesados puede ser natural por procesas/aldol de minerales, erosion del terreno o
incluso actividades volcanicas, hoy en dia lastkgeantropogénicas son la principal fuente de
estos elementos. Una de las principales fuentespngénicas de contaminacién por metales del
medio ambiente es la extraccion de estos elementds mineria, cuya actividad y el posterior
procesado de la industria de manufacturacion hachgoe haya aumentado la entrada y la
acumulacion de metales pesados en el medio ampaaidgenas existen otro tipo de actividades
como son el uso de pesticidas o la utilizacién idedidos como fertilizantes en la agricultura
(Ali et al., 2013). La acumulacién de metales pesad las actividades industriales generan
suelos muy contaminados y degradados, en grangadetes de vegetacion, lo que permite una
facil erosion del terreno y aumento de la dispersié los contaminantes por el movimiento de
los propios suelos o por la lixiviacién de estostaminantes hacia aguas subterraneas, haciendo
que el problema generado sea aun mayor.

La practica mas extendida para la remediacion a@dosucontaminados por metales
pesados es la excavacion y almacenamiento de ébssscontaminados. La inmovilizacion o la
extraccidon mediante técnicas fisicoquimicas puesErcostosas y a menudo es apropiado sélo
para pequefias areas donde se requiere una ramdanpleta descontaminacion (Martin y
Bardos, 1996). Algunos métodos, como el lavado wdos, pueden tener un efecto adverso
sobre la actividad bioldgica, la estructura y Ieilidad del suelo, y algunos requieren costes
econdmicos importantes. En consecuencia, el enfdgua fitorremediaciom situ es atractiva
ya que ofrece la restauracion del lugar, la desooimiacion parcial, el mantenimiento de la
actividad bioldgica y la estructura fisica de lasles, y es una tecnologia potencialmente barata,
visualmente atractiva, y existe la posibilidad gigaer los metales (Baker et al., 1991, 1994). La
Fitorremediacion se define como el uso de plantaa pliminar los contaminantes del medio
ambiente o para convertirlos en inocuos (Salt et #998). Entre las tecnologias de
fitoremediacion se encuentran: i) la fitovolatitaa, i) la rizorremediacion, iii) iii) la
fitoestabilizacion, iv) la fitoextraccion y v) laeddrorremediacion. La fitovolatilizacion es la
toma y transpiracion por la planta de un contantagna liberacion de este contaminante o de
una forma modificada de este contaminante a la sferad La rizorremediacion se basa en
aprovechar la interaccion de los microorganismos$ sleelo, los hongos micorrizicos
arbusculares y las raices de las plantas para nelimios contaminantes del suelo. La
fitoestabilizacion es la técnica que utiliza unaeartura vegetal (mediante especies herbaceas o
especies lefiosas) sobre un suelo contaminado parvilizar los contaminantes del suelo. La
fitoextraccion de metales se define como “el emplelantas para la eliminacion de metales
del suelo mediante su acumulacion en la parte babée de las plantas” (Pilon-Smits, 2005). La
dendrorremediacion es una técnica mas reciente epime, secuestra o descompone
guimicamente los contaminantes (Mani y Kumar, 20hépiante especies lefiosas de rapido
crecimiento. La dendrorremediacion ha sido estadiadn diferentes contaminantes como
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petréleo, explosivos, metales o pesticidas (Komyw€allliner, 2006). La eleccién de las especies
a utilizar dentro de esta técnica es importanta pgitar riesgos ecoldgicos (invasion de especies
invasoras) o un aumento de la dispersion de losmounantes, debiéndose seleccionar aquellas
especies nativas de la zona afectada y que permitamanejo apropiado para la recuperacion de
los contaminantes (Vangronsveld et al., 2009)

Atendiendo a su funcion en la nutricibn mineralateplantas, entre los metales pesados
se encuentran: a) micronutrientes esenciales dadatas (Zn, Ni, Fe, Mn, Cu, Mo), necesarios
para el crecimiento vegetal y el desarrollo delocidtal, aunque pueden resultar toxicos a
concentraciones elevada. b) micronutrientes de cedielad restringida (Co, V etc.), que
presentan efectos beneficiosos en el crecimientalgienas especies pero resultan toxicos a
concentraciones elevadas y c) elementos no esendiRb, Cd, As, Hg etc.) que resultan
perjudiciales incluso a bajas concentraciones (Rpssols., 1994). Atendiendo a estas
interacciones entre plantas y metales hay variaategias que las plantas pueden emplear para
combatir el exceso de elementos toxicos en el médmantas exclusoras, que presentan una
absorcion restringida del elemento téxico y sudpante a la parte aérea y se utilizan para
tecnologia de fitoestabilizacion, ii) plantas iratloras, cuya concentracion interna de metales
refleja la concentracion del suelo y pueden sdizadias como bioindacadoras, vy iii) plantas
hiperacumuladoras, que presentan una alta capada@ansporte interno del elemento toxico
de la raiz a la parte aérea donde se concentrataraente (Memon y Schroeder, 2009) y se
utilizan en tecnologias de fitoextraccion. Estasfas son endémicas de areas de mineralizacion
natural y zonas con actividades mineras que caniéws niveles de elementos necesarios para
su desarrollo (Brooks, 1998). La concentracion dsalas para ser considerada una especie
hiperacumuladora depende del metal: 100 mypara el Cd, Se y Tl; 300 mg kgara el Co,

Cu y Cr; 1000 mg K¢ para Ni, Pb y As; 10000 mg Kgpara el Zn y el Mn.

Inicialmente, los estudios de fitoextraccion seti@@on en plantas hiperacumuladoras,
pero la explotacidon de la absorcion de metal erbitenasa vegetal como un método de
descontaminacion del suelo esta limitada por laytividad de la planta y las concentraciones
de metales en las partes cosechables (Baker &08all). Por ejempld\loccoea caerulescens es
conocida por ser una planta hiperacumuladora dep&rg su uso en el campo esta limitada
porque la biomasa que desarrollan las plantas gesuasa y tiene una tasa de crecimiento lenta
(Ebbs y Kochian, 1997). Las especies de plantadadgara remediar un suelo contaminado con
metales pesados serian aquellas que producerniatiada en sus cultivos y que pueden tolerar y
acumular los contaminantes de interés (Ebbs y kKoghi997). Una alternativa al uso de
hiperacumuladoras es el uso de plantas con mepasidad de concentracion de metales en los
tejidos de la parte aérea (como las plantas indiea)l junto con la manipulacion de la
disponibilidad de los metales (adicion de agentedamtes) en el suelo y, por lo tanto, aumentar
la absorcién de la planta. Otra alternativa esskalglizacion tanto del terreno como de los
metales mediante plantas exclusoras impidiendasigetsion de los metales hacia lugares no
contaminados o hacia las aguas subterraneas.

A pesar de que los arboles no tienen altas tasaxw®mulacion de metales han sido
estudiados para su utilizacion en procesos derditoediacion. Las ventajas que tienen los
arboles frente a otras especies no lefiosas e$)qo cultivos de larga duracién con una gran
produccion de biomasa (Marmiroli et al., 2011),tiénen alta tolerancia a la acumulacion de
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metales en sus tejidos (Di Lonardo et al., 201i)ciertas especies se propagan facilmente y
tienen un buena capacidad para tolerar manejassintes (podas, cortes de tronco), iv) tienen un
sistemas radicales profundos que abarcan un maamen de suelo y v) son capaces de
almacenar los metales pesados en la parte aéremdlén-Oreja et al., 2008). Ademas, el
andlisis de los anillos de los &rboles represengafuente de informacion Unica, ampliamente
disponible, de datos a largo plazo, ofrecen unruidé considerable para la identificacion de
agentes contaminantes en el suelo y nos permitartaniaar cambios espacio-temporales de los
contaminantes en escalas largas de tiempo. Estetaggs muy importante ya que los anillos de
los &rboles pueden registrar la historia ambiedgaln entorno del que no se dispone otra fuente
de informacién. Ademas de la mejora de los serside los ecosistemas que supone la
reforestacion, existe otra ventaja adicional comdaeposible utilizacion de la biomasa para la
produccion de energia, abaratando asi los costegab®so de remediacion. Entre las especies
de arboles mas utilizados se encuentran los géBaliasPopulus, Alnusy Betula. Los abedules
(géneroBetula) aunque no se han descrito como hiperacumuladsregiie tienen una gran
afinidad por el Zn (Dmuchowski et al., 2014), llada a acumular mas zinc que otras especies
incluso en sitios no contaminados.

Esta capacidad que tienen las plantas para acumdtales pesados hace que estos
interfieran en los procesos fisiolégicos normaf&asando los procesos fisioldgicos y bioquimicos
de ven alterados en las plantas causan estréstiogidmediante la formacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) produciendo dafios €mkmbranas lipidicas, inactivacion de
enzimas o incluso en la propia estructura del DKBernard et al., 2015). La alteracion del
crecimiento y de varios procesos fisioldgicos yahéticos puede reflejar la presencia de estos
elementos en el organismo de las plantas. De hestos indicadores vegetales pueden ser
usados como herramientas biolégicas para la bidariwacion de la tolerancia de las plantas o
del propio proceso de fitorremediacion. Para defeseldel estrés oxidativo las plantas activan
una serie de mecanismos enzimaticos (Superoxidonudesta, Ascorbato peroxidasa,
Monodehidroascorbato reductasa, Dehidroascorbatacatasa y Glutation reductasa) y no
enzimaticos ( ascorbato, glutation y tocoferol€zar€ia-Plazaola y cols. 1999). El incremento
del contenido en tocoferoles en respuesta al eahiésico incluyendo la toxicidad por metales
pesados ha sido apuntado por varios autores irdticgne este antioxidante lipofilico es un
excelente biomarcador de estrés oxidativo en ejedgetales (Artetxe et al., 2002; Epelde et al.
2010). Estudios recientes (Fleta-Soriano y col8142 indican que tococromanoles (tocoferoles
y tocotrienoles) pueden ser acumulados no soOloenejidos verdes de la planta, sino en la
madera de los arboles. De esta forma la deterndimai® tocoferoles en madera puede ser un
biomarcador util que registre el estado fisiologyoel estrés oxidativo durante el crecimiento de
los anillos de los arboles. Esta nueva herramigatdiagnéstico dendrometabolémico podria, a
nivel fisiologico, complementar la informacion @edcumulacién de contaminantes y su impacto
en la planta en una escala espacio-temporal. Roerleste estudio se analiza el contenido de
metales y tocoferoles en diferentes 6rganos deuddedue crecen en suelos mineros.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

* Hipotesis

La especieBetula alba es una especie autoctona del Pais Vasco, de aatinrapido,
colonizadora de suelos empobrecidos y con unaagtaptacion a los manejos culturales
intensivos. Con estas caracteristicas tiene un poéencial para sobrevivir en suelos
mineros con altos niveles de elementos toxicopa@dér monitorizar la acumulacion de
metales en sus anillos y otros tejidos de la plaBtabase a esta capacidad podria ser
utilizada para como especie extractora de metalagganicas de dendrorremediacion y
ser utilizada para la remediacion de suelos mineros

* Objetivos

o Determinar la potencialidad de la espdBétula alba para monitorizar la

acumulacion de metales en plantas creciendo enssaogheros, mediante
su acumulacién en los diversos tejidos y en lobosmdel tronco
Determinar la potencialidad de la monitorizaci@mniveles de tocoferol
en los anillos de los arboles y su relacion caaclamulacién de metales.
Determinar la potencialidad de utilizacion de estspecie en la
reforestacion y/o remediacion de suelos mineros.
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3.- MATERIALES Y METODOS.
3.1.- Descripcién del &rea de estudio.

El area de estudio es una antigua zona minera abansituada en Lanestosa, en el
distrito occidental de Bizkaia, Cuenca del Cantibxiasco, en el norte de Espafia (latitud 43 °
13 ' N, longitud 3 ° 26' O). Como la mayoria de dasncas mesozoicas en el norte peninsular,
esta area contiene una mineralizacion de Pb y dipdeMississippi Valley. En el afio 2001 en
esta zona mineralizada se plantaron 30 plantonesdgio de edad de la espeBatula alba.
Ademas se plantaron como controles 10 plantonedrem proxima pero no afectada por las
actividades mineras. Desde entonces los arboledi@usobrevivido (15) han estado creciendo
en un suelo procedente de los residuos de la dativininera de la zona si bien su desarrollo
respecto a los controles ha sido mucho menor. Elrem presenta una distribucion muy
heterogénea de metales (principalmente Zn y Phog lméveles de Cd), bajos niveles de materia
organica y macronutrientes esenciales (Barrutialy, 011).

3.2.- Determinacion de metales en suelo.

A pesar de que las raices son profundas, se recog&0 g. de suelo de la zona
superficial del area donde crecen los arboles.nuasstras de suelo se secaron con aire %C70
durante 48 horas y se tamizaron a través de urla gram.

El contenido de Cd, Pb y Zn extractable se detegrmiediante una solucién de CaQl
g de suelo seco y tamizado se agitaron con 20 mCad& 0.01 M durante 2 horas. Después de
la agitacion el sobrenadante se filtré por un diéonde poro de 0,4pm y se ajusto hasta una
concentracion final de 1% HNOLos andlisis de los metales se realizaron cOCBPRAES.

3.3.- Determinacién de metales en material vegetal.

A mediados de Noviembre 2014 coincidiendo con l@aale las hojas se recogieron
muestras de hojas, yemas, amentos, ramas y magé&e@ndo de los arboles crecidos en la zona
de estudio. Los testigos del tronco fueron recabtims usando un taladro de incremento Pressler
(5 mm de diametro interior) a 1,3 m por encimagielo. Las muestras de ramas se tomaron de
la zona expuesta al sur. Las ramas se separarofuremon del afio de crecimiento
diferenciandose hasta 3 afios (2014, 2013, 2012).

Una vez obtenidas las muestras se congelaron émthdgeno liquido), se almacenaron a
-80°C, y finalmente se liofilizaron durante 72h.

Los testigos de los troncos de los arboles seifmaamn en anillos anuales, para el
estudio de la extraccién de metales a lo largmsl@fios. Se necesitaron 3 testigos por arbol para
tener muestra suficiente de cada anillo anual lpagdaterminacion de los metales. Los anillos de
los troncos, las ramas, yemas, amentos y hojagw@iton con el empleo de un molino Retsch
MM301 (Fisher Bioblock Scientific) hasta homogeeizas muestras en un fino polvo. Se
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digirieron 100 mg de muestras de plantas con urlmele HN@HCIO, (85:15) (Zhao et al.,
1994) y se determino el contenido total de Zn, Rldyusando un ICP-AES.

3.4.- Determinacion de tococromanoles.

Aproximadamente 30 mg de muestra liofilizada yutatla fueron extraidos en 1 ml de
heptano puro (Romil, Barcelona, Spain) y centriflagaa 16.100 g durante 20 minutos a 4 C. El
sobrenadante fue filtrado con filtros de 0.2um PTEFEeknokroma, Barcelona, Espafa). Los
tococromanoles (tocoferoles y tocotrienoles) sdizaran por chromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) siguiendo un método modificadsddo en Bagci et al. (2004a, 2004b).

La separacion se realiza con una columna Supetc@siliol (25-0 x 4,6 mm, 5 um de
poro) (Sigma-Aldrich, Bellefonte, EE.UU.). Se flupon un gradiente isocratico de heptano/tert-
butil-metil-éter (97,5: 2,5) a un flujo del mL rifinLa deteccion se realiz con un detector de
fluorescencia Waters 474 a 295 hrde excitacion y 325 ninde emision.

Esté método permite la cuantificacion @e B-, y- y 6 -tocoferoles ya-, -, y- y o -
tocotrienoles (T3). Estandares de estos compudséren utilizados para la identificacion y
cuantificacion de tococromanoles.

3.5.- Andlisis estadistico.

Cada grupo de datos se comprobé la distribucibmrmabrmediante el test de
Kolmogorov-Smirnoff y la homogeneidad de varianzas el test de Levene, y cuando fue
posible, las diferencias entre tratamientos sézagaih mediante un test T-student (p<0.05) o una
ANOVA de una via (p<0.05). Cuando los datos no digngn con las premisas de los test
paramétricos, se utilizaron los test no paramétriddann-Whitney o Kruskal-Wallis.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.- Metales en suelo.

El andlisis de la concentracién biodisponible detle determinado como la fraccién
extraible mostré que el Zn (1162+596 mg'kgs el metal mas abundante, seguido por el Pb
(154+68 mg kg). El Cd presenté la concentracién méas baja dérésselementos (6,8+3,3 mg
kgl). La heterogeneidad vertical y horizontal de loslas contaminado por residuos de mineria
hace que, a pesar de crecer los arboles cercatressérla variabilidad de las medidas sea tan
alta. El contenido de metales fue muy alto ya dumetenido extractable de los tres elementos
supera incluso el contenido total de un suelo nbr8egun Kabatas-Pendias (2011), aunque que
depende del tipo de suelo, los valores de un sw@imal pueden oscilar entre 30 y 120 mg kg
para el Zn, entre 3-90 mg kgpara el Pb y entre 0,1-2,5 mg'kgara el Cd, valores que son
inferiores al contenido de metales extraibles delosen el que crecen los abedules analizados.

4.2.- Metales en planta.

* ¢En qué drganos de la planta se acumulan los metsfe

La acumulacién de los metales puede darse en mliésrérganos dentro del arbol, para
ello se determinaron los metales en hojas, yenasgntos (Fig. 1), en ramas de 1, 2 o 3 afios
(Fig. 2) y en el tronco (Tabla 1). En la figurad abserva como para el Cd y el Zn hay una
mayor acumulacion en hojas frente a las yemasog arhentos. Estos ultimos, como estructura
reproductora de especial proteccion, tienen un bdj@l de metales, como ocurre la
acumulacion de metales en semillas.

Los niveles de Zn en hojas son muy elevados (2ap&gt), lo que indica que el abedul
es una especie bastante tolerante a la contamma@talica y acumula altos niveles de Zn y Cd
en comparacion con los arboles del sitio contrstalEoncentracion es 10 veces superior para el
Zn y 8.5 para el Cd en los abedules procedentds ziena minera. Ademas la acumulacion en
hojas del Zn fue 27 veces superior a la del trgnpara el Cd fue 10 veces superior. Tanto el Zn
como el Cd como iones maviles se traslocaron prafemente a las hojas. Por el contrario, el
nivel de Pb en las hojas fue muy bajo, 5 vecesiorfal nivel de Pb en el tronco. La poca
movilidad del Pb en los tejidos de la planta puedéficar su mayor acumulacién en los tejidos
lefiosos. La alta acumulacion de Zn en hojas es a@bje al de plantas herbaceas metalicolas
como Rumex acetosa (Barrutia y cols, 2011), e indica que esta espéabe disponer de
mecanismos fisiologicos de tolerancia a la contamon metalica que merecen ser investigados.
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Figura 1. Contenido de Zn, Cd y Pb (mg Kg-1) erahpyemas y amentos de abedules crecidos en suelo
minero o en suelo control.

La acumulacién de metales en las ramas de abedrdegendo en suelos con altos
contenidos de metales fue superior a la acumulatgéérboles crecidos en un sitio control (Fig.
2). El contenido de Zn y Cd en las ramas fue tamhiés elevada que en el tronco (Tabla 1).
Para el Zn entre 11 y 16 veces superior dependidada edad de la rama y para el Cd entre 4 y
6 veces mas. Aun asi, la acumulaciéon en las hgjasigerior a la de las ramas ya que estos
cocientes fueron la mitad que en las hojas. Cuaedoomparan los resultados de los 3 dltimos
afos no se observa una acumulacién diferente erofude la edad.
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Figura 2. Contenido de Zn, Cd y Pb (mg‘kgn ramas de diferente edad (1, 2 o 3 afios) deubdse
crecidos en suelo minero o en suelo control.

El abedul tiene una estrategia diferente paradanatacion del Pb que para el Zn. En las
ramas acumula 2 veces més Pb que en el troncandependencia de la edad que tenga la rama,
y el contenido en rama también fue superior a lamatacion en hojas, yemas y amentos (Fig.
2).

La acumulacién de metales en diferentes partea glahta es una estrategia comun que
utilizan las plantas para reducir los metales srefdructuras de la parte aérea (Han et al., 2006)
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de la cual dependen procesos esenciales paracgh@eto como la fotosintesis. La mayoria de
los metales se acumulan en las raices formandolem®gon los grupos sulfidrilo (Singh et al.,
2004) impidiendo que se trasloguen los metalesas plartes de la planta. Sin embargo, algunos
metales con una alta movilidad en los tejidos dpldata como el Zn y el Cd pueden tener la
maxima concentracion en las hojas (Han et al., 2Qb@erbrunner et al.,, 2007). La propia
esencialidad del Zn hace que incluso niveles &toks tejidos no causen efectos fitotoxicos y
que este elemento sea traslocado y acumulado e feelectiva. Margui et al., (2007) sugieren
la posibilidad de utilizaBetula pendula como un indicador de la contaminacion por metales.

Por otra parte, la baja acumulacion de Pb en l@shimcluso en especies herbaceas, es
un resultado muy comun (Barrutia y cols, 2011) deld la baja disponibilidad de este metal y
su acumulacion en las vacuolas de la raiz (LAMBIg,c2010).

Los datos mostrados en la Tabla 1 muestran el miolotenedio de los tres metales en la
madera de los arboles crecidos en un suelo mineareocidos en un suelo control. La
heterogeneidad de los suelos descrita en el puté¢oi@a hace que la acumulacién de Zn, de Cd
o de Pb en los troncos diferentes arboles muesisdachbién sea variable.

Tabla 1. Contenido de metales (mg'k@n madera de abedul muestreados en un sueloaminen un
suelo control.

Procedencia érbol Zn Ccd Pb
1 116,76 + 8,43 0,35 & ,03 10,74 + 2,04
2 95,33 + 13,55 0,29 & ,03 5,37 + ,95
3 62,46 + 13,82 042 =+ ,05 10,46 + 1,98
Mina 4 51,58 + 4,32 025 + ,01 941 + 153
5 65,10 + 9,01 0,82 + ,05 7,61 + 147
6 73,60 + 5,61 0,41 =+ ,06 570 + 1,03
7 65,76 + 9,90 0,23 =+ ,02 6,47 + 1,80
1 19,21 + 2,68 0,08 =+ ,01 62 + ,04
Control 2 26,55 + 2,76 0,11 + ,01 1,02 + ,14
3 13,98 + 1,82 0,04 =+ ,01 43 + ,08

En el tronco de los arboles crecidos en el suahbacsinado se observé que el elemento
con una mayor acumulacién es el Zn, después el Pbryiltimo el Cd, al igual que la
concentracion de metales encontrados en el sudi miéna. Ademas, el contenido de metales
en la madera de los abedules crecidos en sueloarfune muy superior en todos los casos a los
arboles crecidos en un suelo control, como se tstritie por Reimann et al. (2007) y
Unterbrunner et al. (2007). De hecho, el contexiel@n en los arboles de la mina fue 3.8 veces
superior al de los arboles de una zona no contatajrel Cd fue 5 veces superior y el Pb fue
11,5 veces superior. Estos valores de metal enaldera son inferiores a los valores de otras
plantas herbaceas que crecen en esos suelos margigpéncluso los niveles de plantas con
estrategia exclusora conféestuca rubra (Zn 766 mg kg*; Pb 130mg kg*; Cd 1mg kg
(Barrutia y cols., 2011). Esto indica que un bapehde acumulacién de metales en la madera
del tronco.

10
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* ¢Influye la edad en la acumulacion de metales enhaadera del abedul?

Los abedules crecidos en un suelo contaminadoriuEpaces de almacenar Zn, Cd y Pb
en la madera del tronco, como hemos comentado epatado anterior. Al analizar este
contenido en anillos de la madera con edades dits€Fig. 3) se observa que los metales no se
distribuyeron uniformemente a lo largo de los afisimo que los anillos mas antiguos
acumularon un mayor contenido de los tres metatestrandose diferencias significativas para
el Zn y el Pb entre los afilos mas recientes y maguas. Para el Cd, aunque no se dieron
diferencias significativas también se pudo obsemvaincremento del contenido de metales con
los afos.

Mina Control

r 120
120 +

r 100
100
804 r 80

Zn (mg kg™)
(,-65% Bw) uz

60 -

40

 RMARRRN ominanall
14 .

0,20 4 r 0,20

[ o e e e e i
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(,-6% Bw) po

=

Pb (mg kg™)
(,-B3 6w) ad

: mﬁﬁ e fE s |,

T T T T
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Afo Afio

Figura 3. Contenido de Zn, Cd y Pb (mg'ken los anillos del tronco de abedules crecidoareantorno
minero (Mina) o en un sitio control.
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Para el Zn y el Cd se observo un incremento deleowio en el afio 2014 frente a los
afios 2012/2013, esto puede ser debido al transperteitrientes desde la raiz a la parte aérea
sigue activo y por tanto la acumulacién en el afiocerso es mayor porque su el sistema
vascular es funcional y transporta los metalesaHagparte aérea, incluidas las hojas. Ademas en
el caso de Zn las células vivas del cambium regnien mayor contenido de nutrientes que el
duramen (Hagemeyer y Schafer, 1997). Por el cootear el caso del Pb este aumento no se
observa ya que la movilidad de este metal es nduycida en comparacion con el Zn y el Cd.

Los patrones de distribucion de elementos en laeraade los arboles han sido usados
para la monitorizacién de los cambios de los n&/ele contaminacion ambiental a lo largo de
los afios (Cutter y Guyette, 1993). El dendroarglisdbmo se denomina a esta técnica, aunque
puede aportar una informacion ambiental sus asalie realizarse con precauciones (Smith y
Shortle, 1996). Como ejemplo, r es un isotopo radioactivo que no fue introdudola
biosfera hasta mediados de los aflos 1950, cuandmgezaron a probar las primeras bombas
atomicas. Sin embargo, Bondietti et al. (1990) atremon cantidades significativas de este
isotopo en anillos d®icea rubens formados en la mitad de la década de 1920. Tardmén
nuestros resultados se observa una traslocacidiesdelementos toxicos hacia el duramen,
sugiriendo que este proceso es un mecanismo defietoion desde tejidos vivos hacia tejidos
sin funcionalidad fisiologica (Hagemeyer y Shaf€95).

4 .3.- Acumulacién de-tocoferol.

La acumulacion des-tocoferol en los diferentes tejidos analizados fugy desigual
(Figs. 4 y 5). El contenido de este antioxidangerhayor en las hojas, seguido por las yemas, las
ramas, los amentos y finalmente en el tronco. Histimibucion refleja un patrén de actividad
fisiol6gica de estos Organos, siendo los mas actpiellos que presentan mas concentracion y
mas diversa variedad de tocoferoles. Asi los névele tocoferoles en hojas fueron los mas
elevados, y es aqui donde aparecian también larmayiedad de tocoferoles y tocotrienoles
(datos no mostrados). No se observo una gran ddereentre los niveles de los arboles de la
mina y los controles, debido al estado senescengsts tejidos durante el Otorio 2014.

La acumulacion de-tocoferol en el tronco fue muy desigual ya que@mente 2 de los
7 individuos mostraron niveles por encima del lémite deteccion. La acumulacion de este
antioxidante en la madera de los arboles, incluida especie del géneRetula, ha sido
recientemente descrita por Fleta-Soriano et all4R0Sin embargo, la mayor acumulacion se
describe en las venas del parénquima, metabdlidanaetivas, mientras que la estrategia para la
detoxificacion es la acumulacion de los metaleslan partes menos activas del tronco
(Hagemeyer y Shafer, 1995).

12
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Las ramas mostraron acumulacionod®coferol en todos los individuos, aunque no se
observa un efecto de acumulacién con la edad (Figds abedules del suelo contaminado
presentan valores detocoferol dos veces superiores a los del suelcontaminado, siendo este
tejido el Unico que muestra esta diferencia. Combadescrito anteriormente, las ramas son el
tejido que acumula un mayor nivel de metales despgadas hojas para el Zn y el Cd y después
del tronco para el Pb. Esto hace que un tejido hdétmmente muy activo sea utilizado por
parte del abedul como reservorio de elementosdéxi€l aumento de los niveles a@docoferol
ya se ha descrito anteriormente (Artetxe et abD220asi los niveles de este antioxidante pueden
ser utilizados como indicador de un estrés por atacion en metales pesados en abedul,
aungue aun son necesarios estudios complementarios.

20+

a-tocoferol (nmol gr' PS)

Procedencia

OMina
M Control

2014

2013
Afio

2012

Figura 5. Contenido de-tocoferol (nmol gi* PS) en ramas de diferente edad (1, 2 o 3 afioapeldules

crecidos en suelo minero o en suelo control.
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5.- CONCLUSIONES

» El abedul es capaz de almacenar altos nivelesedeeatos toxicos en sus tejidos,
siendo las hojas el sitio de acumulacién para e/ 2hCd, mientras que el Pb se
almacena en la madera.

e La acumulacién de elementos en el tronco dependa @elad, acumulandose
mayor contenido de metales en las partes con megad y metabdlicamente
menos activas.

* El a-tocoferol acumulado en las ramas de los abeduledepser utilizado para
monitorizar los efectos fitotoxicos de los metales.

 El abedul es una especie tolerante y capaz de rceatesuelos con altas
concentraciones de Zn, Cd y Pb en el suelo, ez agemas de almacenarlos en
sus tejidos, no tiene unos requerimientos espescidde nutrientes y puede ser
utilizado para reforestacion de suelos mineros.

14
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