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Resumen

Los metales pesados pueden estar
presentes de manera natural en el medio
ambiente, sin embargo en algunos casos, las
actividades antropogénicas introducen
cantidades elevadas que resultan dafinos para la
biodiversidad. El objetivo de este trabajo fue el
exponer plantulas de pasto vetiver
(Chrysopogon zizanioides) in vitro a
concentraciones de sales de metales pesados
Plomo (Pb), Mercurio(Hg) y Arsénico(As) con
la finalidad de saber si esta especie es tolerante
y/o es capaz de acumular estos elementos en sus
tejidos. Plantulas con un sistema radical
abundante y vigoroso fueron enraizadas en
medio de cultivo liquido MS, con sales de Pb,
Hgy As e incubadas en tubos de ensayo tomando
como referencia los valores maximos
contemplados en la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004. Después de 12
semanas de incubacion, las plantas y el medio
liquido remanente se analizaron por
Espectrofotometria de Absorcidn
Atoémica(EAA) y se calcularon los factores de
bioconcentraciéon (FBC) y traslocacion (FT).
Los resultados mostraron que la mayor
concentracion de los metales analizados se
acumula en la raiz del pasto. Los valores del
FBC de la parte aérea y raiz en los tratamientos
de Pb y Hg fueron >1, en el caso de dos de los
tratamientos con As, 22 y 33 ppm, mostraron
valores de7.22 y 6.16, respectivamente. De
acuerdo a estos resultados, el pasto vetiver se
considera una especie vegetal
hiperacumuladora.

Abstract

Heavy metals can be naturally present in
the environment, however in some cases,
anthropogenic activities introduce them in high
quantities that are harmful to biodiversity. The
objective of this work was to expose in vitro
vetiver grass seedlings (Chrysopogon
zizanioides) to concentrations of heavy metal
salts (Pb, Hg, and As), in order to know if this
species is tolerant and/or it is able to accumulate
these elements in its tissues. Seedlings with an
abundant and vigorous radical system rooted in
liquid MS medium were incubated in test tubes
containing salts of Pb, Hg and As taking as
reference the maximum values contemplated in
NOM-147-SEMARNAT / SSA1-2004. After 12
weeks of incubation, the plants and the
remaining liquid medium were analyzed by
AAS. The bioconcentration (BCF) and
translocation factor (TF) were calculated with
the values obtained. The results showed that the
highest concentration of the metals analyzed
accumulates in the grass root. The BCF values of
aerial and root part in the Pb and Hg treatments
were >1, in the case of two of the treatments with
As, 22 and 33 ppm, they showed values 7.22 and
6.16 respectively. According to these results,
vetiver grass is considered a hyperaccumulative
plant species.

Keywords : Chrysopogon zizanioides , Iin
vitro seedlings , bioconcentration  factor ,
translocation factor.
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Introduccion

La mineria es una de las actividades
econémicas de mayor tradicion en México,
practicada desde la época prehispanica y fuente
de la expansion regional desde la Colonia
(Hernandez et al., 2009). Actualmente esta
actividad sigue siendo una de las mas
importantes y ha definido la vocacion
productiva de algunas entidades federativas de
México como Zacatecas (Hernandez et al.,
2009; Secretaria de Economia, 2006). Esta
actividad ha generado enormes areas afectadas
por la contaminacién de compuestos
potencialmente téxicos, que bajo ciertas
condiciones y concentraciones pueden tener
efectos nocivos a la salud de la poblacion y
afectaciones al equilibrio ecologico, como se
establece en la norma NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (DOF, 2007). Los
problemas de contaminacién que existen
actualmente requieren de tecnologias costo-
efectivas, ambientalmente amigables y que
puedan aplicarse a gran escala, tal es el caso de la
fitorremediacion que aprovecha la capacidad de
ciertas plantas para absorber, acumular,
metabolizar, estabilizar o volatilizar
contaminantes organicos y/o inorganicos
presentes en el suelo, aire, agua o sedimentos: La
fitorremediacién implica complejas
interacciones que se establecen con la rizosfera,
y que le confieren a esta tecnologia importantes
ventajas sobre otros métodos convencionales de
remediacion (Delgadillo et al., 2011).Se han
identificado una diversidad de especies que se
emplean para este fin. Algunas de ellas, debido a
su gran capacidad para acumular metales
pesados, reciben el nombre de
hiperacumuladoras. Por definicion, estas plantas
deben acumular una concentracion excesiva de
metal por Kg de materia seca en algtn tejido de
su biomasa, éstas se especifican a partir de las
siguientes concentraciones: >10,000 mg-Kg"' de
Mny Zn,>1,000mg-Kg"' de Co, Cu, Pb, Ni, Asy
Se, >100 mg-Kg' de Cd y 10 mg-Kg' Hg

Introduction

Mining is one of the most
traditional economic activities in Mexico,
practiced since pre-hispanic times and a source
of regional expansion from the Colony
(Hernandez et al., 2009). Currently this activity
remains one of the most important and has
defined the productive vocation of some federal
entities of Mexico as Zacatecas (Hernandez et
al., 2009; Secretaria de Economia, 2006). This
activity has generated huge areas affected by
contamination by potentially toxic compounds,
which under certain conditions and
concentrations can have harmful effects on the
health of the population and also affect the
ecological balance, as established in the
standard NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004
(DOF, 2007). The pollution problems that
currently exist require environmentally friendly
cost-effective technologies that can be applied
on a large scale, such is the case of
phytoremediation, that takes advantage of the
ability of certain plants to absorb, accumulate,
metabolize, stabilize or volatilize organic and/or
inorganic pollutants present in soil, air, water or
sediments. Phytoremediation involves complex
interactions that are established in the
rhizosphere, and which give this technology
advantages over other conventional remediation
methods (Delgadillo et al., 2011). Adiversity of
species that are used for this purpose has been
identified. Some of them, due to their great
capacity to accumulate heavy metals are called
hyperaccumulators. By definition, these plants
must accumulate an excessive concentration of
metal per Kg of dry matter in some tissue of their
biomass; These species from the following
concentrations: >10,000 mg-Kg" of Mn and Zn,
>1,000 mg-Kg" of Co, Cu, Pb, Ni, As and Se,
>100 mg-Kg' of Cd and 10 mg-Kg' Hg
(Marrero et al., 2012).Vetiver grass is a
perennial plant of the gramineae family that
grows at a height of up to three meters, with a
strong radical system. It is cultivated for various
uses, among the most important,
phytoremediation of soil and water, and soil
protection against erosion (Pareek y Kumar,
2013). Vetiver multiplication is by asexual
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(Marrero et al, 2012). El pasto vetiver
(Chrysopogon zizanioides) es una planta
perenne de la familia de las gramineas
(Wildschut, 2013), que crece hasta una altura de
tres metros, con un sistema radical fuerte. Es
cultivada para diversos usos, entre los mas
importantes se pueden mencionar:
fitorremediacion de suelo y agua, proteccion de
suelos contra la erosion (Pareek y Kumar, 2013).
La multiplicacion del vetiver es por
reproduccion asexual (por esquejes) o por
reproduccion in vitro. El presente trabajo se
centra en exponer plantas de vetiver in vitro a
concentraciones de metales pesados para
determinar su capacidad de acumularlos.

Materiales y Métodos

El presente trabajo se inicid con
plantas in vitro con un sistema radical abundante
y vigoroso, las que se incubaron en tubos de
ensayo conteniendo 20 mL de medio liquido de
Murashige & Skoog (MS, 1962) suplementado
con concentraciones de sales de plomo,
mercurio y arsénico. La concentracion de
metales pesados se establecid tomando como
referencia los valores méximos contemplados
en la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004
(DOF, 2007). Se consideraron cuatro
tratamientos por cada uno de los elementos
estudiados, cada uno con 10 repeticiones.
Ademas a cada tratamiento se le afiadid una
cantidad equimolecular de EDTA como agente
quelante. Los tratamientos probados fueron 0%
(control), lo maximo permitido por la norma, un
50% por debajo y un 50% por encima de la
Concentracion de Referencia Total (CRT)
permitida en suelos para zonas residenciales
(Tabla1).

Tabla 1. Concentracion de metales pesados y sales empleadas.

Table 1. Concentration of heavy metals and salts used.

reproduction (by cuttings) or by in vitro
reproduction. The present work focuses on the
exposing vetiver plants in vitro to high
concentrations of heavy metals to determine
their ability to accumulate them.

Materials and Methods

The present work began with in vitro
plants with an abundant and vigorous radical
system, which was incubated in test tubes
containing 20 ml of Murashige & Skoog liquid
medium (MS, 1962), supplemented with
concentrations of lead, mercury and arsenic
salts. The heavy metal concentration was
established taking as reference the maximum
values indicated in the standard NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (DOF, 2007). Four
treatments were considered for each of the
elements studied, each with 10 repetitions. In
addition, an equimolecular amount of EDTA
was added as chelating agent to each treatment.
The treatments tested were 0% (control), the
maximum allowed by the standard, 50% below
and 50% above the Total Reference
Concentration (CRT) allowed in soils for
residential areas (Table 1).

After 12 weeks of exposing the grass to
heavy metals, the survival of plants was
evaluated. Next, the metal concentration in the
grass tissues was determined as well as in the
remaining liquid MS medium. The plants were
segmented in aerial part and root, and then
dehydrated in the oven at 70°C for 48 h; each
segment was subsequently weighed in analytical
balance.

Elemento Sal empleada Concentracion del metal (mg/L'l)
As KH,AsO4 0 11 22% 33
Pb Pb(NO3), 0 200 400* 600
Hg HgCl, 0 12 24* 36

*Valores méximos permitidos en suelos, con base a la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004

*Maximum permitted values of heavy metals and salts used.
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Después de 12 semanas de exponer el
pasto a los metales pesados se evalud la
sobrevivencia de las plantas. Enseguida se
procedi6 a determinar la concentracion de los
metales en los tejidos del pasto, asi como en el
medio MS liquido remanente. Se segmentaron
las plantas, en parte aérea y raiz para después ser
deshidratadas en horno a 70°C durante 48 h;
posteriormente se pesd cada segmento en
balanza analitica. Los tejidos deshidratados se
pulverizaron y digirieron con acidos (5 mL
H,SO, 1:1, 8mL HCI 1:1 y ImL HNO,
concentrado) llevandolos a ebullicion por cinco
minutos. Las muestras se dejaron enfriar, se
filtraron y se aforaron a un volumen de 100 mL.
Al medio nutritivo remanente se le midi6 el
volumen y se sometié de igual manera con
acidos (2 mL H,SO, 1:1, 2 mL HCI 1:1 y 1 mL
HNO, concentrado), se llevo a ebullicion por
cinco minutos, en este caso se aforo a 50 mL.
Una vez digeridas las muestras, se realizo la
cuantificacion de metales pesados utilizando el
espectrofotometro de absorcion atomica (EAA)
marca Perkin-Elmer 2380. Con los datos
obtenidos se procedio a calcular el FBC y el FT
de cada uno de los metales pesados evaluados.

El FBC se determind dividiendo la
concentracion del metal en la biomasa de la
planta entre la concentracion del elemento en el
medio MS liquido remanente (equivalente al
suelo). Siel FBC <1 la planta es excluyente, si es
de 1 a 10 la planta es acumuladora, si es >10 la
planta es hiperacumuladora (Baker, 1981; Yoon,
2006). El FT, se calculé al dividir la
concentracion del metal en la parte aérea de la
planta entre la concentracion del metal en la raiz
(Olivares et al., 2009). Si el FT >1 significa que
la planta traslada eficazmente los metales
pesados de la raiz a la parte aérea de la planta
(Baker y Brooks, 1989), por lo que su potencial
es la de hiperacumular metales en la parte aérea.
Si el FT <1 significa que la planta no traslada
eficazmente los metales pesados de la raiz a la
parte aérea, por lo que su potencial es la de
fitoestabilizar metales.

Resultados

El indice de sobrevivencia del pasto

Dehydrated tissues were pulverized and
digested with acids (5 mL H,SO, 1:1, 8mL HCI
1:1 and ImL of concentrated HNO,) by boiling
them for five minutes. The samples were
allowed to cool, filtered and settled at a volume
of 100 mL.The volume was measured in the
remaining nutrient medium and subjected
equally to acids (2 mL H,SO, 1:1, 2 mL HCI1 1:1
and 1 mL concentrated HNO,), it was boiled for
five minutes, in this case it was set to 50 mL.
Once the samples were digested, the
quantification of heavy metals was performed
using a Perkin-Elmer 2380 atomic absorption
spectrophotometer (AAS).

With the data obtained, the BCF and the
TF for each of the heavy metals were
determined. The BCF was calculated by
dividing the concentration of the metal in the
plant’s biomass by the concentration of the
metal in the remaining liquid MS medium
(equivalent to the soil). If the BCF <1, the plant
is exclusive, if it is 1 to 10, the plant is
accumulative, if it is >10, the plant is
hyperaccumulator(Baker, 1981; Yoon, 2006).
The TF was calculated by dividing the
concentration of the metal in the aerial part of the
plant by the concentration of the metal in the root
(Olivares et al., 2009). If the TF >1, it means that
the plant effectively transfers heavy metal from
the root to the aerial part (Baker and Brooks,
1989), so its potential is to hyperaccumulate
metals in the aerial part. If TF <1, it means that
the plant does not effectively transfer heavy
metals from the root to the aerial part, so its
potential is to phytostabilize metals.

Results

The survival rate of vetiver grass
incubated with the toxic elements for a period of
12 weeks was 100%. In the treatments with Pb,
the plants had longer and more vigorous roots
than in the rest of treatments including the
control. In treatments with Hg and As at their
maximum concentrations, the leaves of some
plants began to show a brownish color (Figure
1), probably due to physiological stress due to
the presence of the heavy metal in the nutritive
medium.
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vetiver incubado con los elementos toxicos por
un periodo de 12 semanas fue del 100%. En los
tratamientos con Pb las plantas presentaron
raices mas largas y vigorosas que el resto de
tratamientos incluyendo el control. En los
tratamientos con Hg y As, en sus maximas
concentraciones, las hojas de algunas plantas
comenzaron a presentar una coloracion
parduzca (Figura 1), debido probablemente al
estrés fisiologico por la presencia del metal
pesado en el medio nutritivo.

Plants exposed to As were the ones that
had a smaller size, in addition to smaller roots
compared to the other treatments. According to
these results, the concentration of heavy metals
accumulated in the root was high, but their
translocation was low in al treatments resulting
inaTF<1.0.

Figura 1. Respuesta de plantulas de vetiver a metales pesados in vitro a las 12 semanas de exposicion .
Tratamientos: 1) Pb 200ppm, 2) Pb 400ppm, 3) Pb 600ppm, 4) Hg 12ppm, 5) Hg 24ppm, 6) Hg 36ppm, 7)
As 11ppm, 8) As 22ppm, 9) As 33ppm, 10) Control. Las flechas amarillas muestran areas de clorosis en

follaje.

Figure 1. Response of vetiver seedlings to heavy metals treatments in vitro at 12 weeks of exposure. 1) Pb
200ppm, 2) Pb 400ppm, 3) Pb 600ppm, 4) Hg 12ppm, 5) Hg 24ppm, 6) Hg 36ppm, 7) As 11ppm, 8) As
22ppm, 9) As 33ppm, 10) Control. The yellow arrows show areas of chlorosis in foliage.
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Las plantas de vetiver expuestas con As
fueron las que presentaron un menor tamafio,
ademas de presentar raices mas pequefias en
comparacion con las plantas del resto de los
tratamientos, incluyendo el control. De acuerdo
a los resultados obtenidos la concentracion de
metales pesados acumulados en la raiz fue alta,
pero la traslocacion de éstos fue baja en todos los
tratamientos, dando como resultado un FT <1.0.

El follaje y la raiz fueron deshidratados
por separado y cada una de las muestras se
pesaron, para determinar el FT. La
concentracion de metales pesados en la planta
completa se calcul6 a partir del peso de la raiz
mas el peso del follaje deshidratados, y la suma
del peso del metal de ambas partes de la planta,
para calcular el FBC. La concentracion de
metales pesados se determind en mg-Kg'por
medio de EAA (Tabla 2); en el caso de la parte
aérea y raiz, se utiliz6 el procedimiento estandar
para el analisis del arsénico y selenio en los
suelos, sedimentos y sélidos, de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(US-EPA, 1990); las concentraciones del medio
MS liquido remanente se calcularon en mg-L".
Los valores del FBC en los tratamientos con Pb,
Hg y As son >1 lo que significa que el pasto
vetiver es una planta que puede acumular en sus
tejidos estos elementos.

Dehydrated foliage and root separately
from each sample were weighed to determine
the TF. The heavy metal concentration in the
entire plant was calculated from root weight plus
the dehydrated foliage weight, and the sum of
metal weight of both parts to calculate the BCF.
The concentration of heavy metals was
determined in mg-Kg"' by means of AAS (Table
2); in the case of the aerial and root parts, the
standard procedure was used for the analysis of
arsenic and selenium in soils, sediments and
solids of the United States Environmental
Protection Agency (US-EPA), 1990); the
concentrations in the remaining liquid MS
medium were calculated in mg-L". The BCF
values in treatments with Pb, Hg and As are>1
which means that vetiver grass is a plant that can
accumulate these elements in its tissues.

Discussion

The analysis of the concentrations of
heavy metals accumulated in vetiver show how
this plant has outstanding physiological
characteristics in addition to a great tolerance to
adverse conditions of'its environment.

Tabla 2. Concentracion de metales pesados cuantificadosen pasto vetiver bajo condiciones in vitro mediante

EAA. EI FBC y el FTen las dos columnas de la derecha.

Table 2. Concentration of heavy metals quantified in vetiver grass under in vitro conditions by AAS. The BCF

and TF in the two columns on the right.

Concentracion Parte : Planta MS
Elemento inicial (ppm) aérea_1 (mg-Kg comple_Ea remantflnte FBC FT
(mg-Kg') ) (mg'Kg) (mgL)

200 775.73  3583.33  1393.20 402.70 345 0.21

Pb 400 1283.79  4853.84 234194 1015.47 230 0.26
600 1508.21 4682.85 3020.55 1471.41 2.05 032

12 244.26 385.44 212.55 45.13 470  0.63

Hg 24 237.92 876.75 313.22 135.92 230 0.27
36 385.07 929.47  1237.24 150.70 821 041

11 185.81 378.27 192.08 46.57 4.12 049

As 22 335.80 115330  450.72 62.35 7.22  0.29
33 475.18  1567.10  557.31 90.40 6.16 0.30

32/ Vol. 4. Ntm. 1. (2019)



Biotecnologia y Sustentabilidad Vol. 4. Num. 1. (2019)

Discusion

El analisis de las concentraciones de
metales pesados acumulados en pasto vetiver
muestran que esta especie posee caracteristicas
fisioldgicas sobresalientes y una gran tolerancia
acondiciones adversas del medio ambiente.

Los metales pesados no pueden ser
biodegradados en los sistemas biologicos y son
daiiinos debido a sus efectos toxicos. La
generacion de especies oxigeno reactivas es una
de las repuestas en plantas cuando son expuestas
a altas concentraciones de metales pesados.
Algunos sintomas visibles de los dafios por este
tipo de toxicidad incluye inhibicion del
crecimiento, alteraciones metabolicas,
alteraciones de la reproduccidn,
marchitamiento, clorosis, deshidratacion,
inhibicidn de la fotosintesis y mortalidad (Torres
et al., 2007; Espinosa et al., 2014). Algunas
especies pueden retardar y disminuir el
crecimiento radical cuando se exponen a altas
concentraciones de metales pesados, dado que la
raiz es el primer 6rgano de la planta afectada que
es expuesto directamente (Rodriguez et al.,
2009). Sin embargo, plantas de pasto vetiver
forman mas raices cuando se incuban en medio
liquido nutritivo que contiene plomo. Este
resultado sugiere que en la planta se implementa
algiin mecanismo para evadir la toxicidad del
metal (Bolivar et al., 2009). Las plantas pueden
producir moléculas de bajo peso molecular del
grupo de los tioles, por ejemplo glutatién o
cisteina, las cuales tienen alta afinidad hacia los
metales toxicos, o pueden producir
fitoquelatinas las cuales son polipéptidos ricos
en cisteinas con la habilidad de unir metales, y
estos complejos péptido-ion metdlico son
subsecuentemente transportados del citosol
hacia la vacuola, donde estos son retenidos
evitando el efecto deletereo del metal pesado
(Nikalje et al, 2018). El menor crecimiento y
clorosis en los tratamientos con Hg y As sugiere
que hay inhibicion del metabolismo con impacto
en la fotosintesis, como ha sido reportado en
girasol donde As remplaza a Mg en la molécula
de clorofila, lo que conduce a desintegracion de
la clorofila y esto a su vez origina una drastica
reduccion de la fotosintesis (Yavad et al., 2014).

Heavy metals cannot be biodegraded in
biological systems and are harmful due to their
toxic effects. The generation of reactive oxygen
species is one of the responses in plants when
exposed to a high concentration of heavy metals.
Some visible symptoms by this type of toxicity
include growth inhibition, metabolic alterations,
reproductive alterations, wilting, chlorosis,
dehydration, inhibition of photosynthesis and
mortality (Torres et al., 2007; Espinosa et al.,
2014). Some species can retard and decrease
radical growth when exposed to high
concentrations of heavy metals, since the root is
the first organ of the affected plant to be directly
exposed (Rodriguez et al., 2009). However,
vetiver plants formed more roots when
incubated in liquid nutrient medium containing
lead. This result suggests that in the plant some
mechanism is implemented to avoid the toxicity

of heavy metal (Bolivar et al., 2009 ). Plants
can produce low molecular weight molecules
from the group of thiols , for example
glutathione or cysteine , which have high
affinity towards toxic metals, or they produce
phytochelatins ~ which are cysteine -rich
polypeptides with the ability to bind metals,
and these metal peptide -ion complexes are
subsequently transported from the cytosol to
the vacuole where they are retained avoiding
the deleterious effect of heavy metal (Nikaljeer
al, 2018). Thelower growth and chlorosis in
treatments with Hg and As suggests that there
is inhibition of the metabolism with an impact
on photosynthesis , as has been reported in
sunflower where As replaces Mg in the
chlorophyll ~ molecule , which leads to
disintegration of chlorophyll and this leads to a

drastic reduction of photosynthesis (Yavad et
al.,2014).

Although the levels of heavy metals
absorbed by the aerial part were relatively low, it
accumulates in its tissues, mainly in root,
concentrations greater than 1000 mg of Pb and
As per Kg of dry biomass, and in the case of Hg
the concentrations are greater than 10 mg per Kg
of dry matter. In this way, the BCF of Pb, Hg and
As fluctuating between 2.05 and 8.21indicating
that this plant species is located in the category
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Aunque los niveles de metales pesados
absorbidos por la parte aérea en vetiver son
relativamente bajos, esta acumula en sus tejidos,
principalmente en la raiz, concentraciones
mayores a 1000 mg de Pb y As por Kg de materia
seca, y en el caso de Hg, la concentracion es
mayor a 10 mg por Kg de peso en materia seca.
De esta manera, el FBC de Pb, Hg y As que
fluctia entre 2.05 y 8.21 indica que esta especie
de planta se ubica en la categoria de “planta
acumuladora” de estos metales pesados, y puede
ser considerada como una alternativa para la
reduccion de estos metales en suelos,
considerando ademas que es una planta facil de
establecer en campo, que requiere minimo
mantenimiento y contribuye a la conservacion y
saneamiento de suelos y aguas.

En resumen, los resultados de este
estudio indican que pasto vetiver (Chrysopogon
zizanioides) puede ser una opcion para
fitorremediacion, especificamente indicado
para fitoestabilizacion de suelos contaminados
por metales pesados Pb, Hg o As, a través de la
absorcion y acumulacion de estos metales, y
posiblemente, en su caso, la extraccion del metal
pesado si se extrae la planta incluido el sistema
radical.
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phytostabilizationof soils contaminated with Pb,
Hg or As, through absorption and accumulation
of metal (Pb, Hg or As),and possibly, where
appropriate, the heavy metal extraction if the
plantis removed including the radical system.
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