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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de Cu, Zn y Pb en la zona metropolitana
del valle de Toluca (ZMVT) empleando la técnica de biomonitoreo activo con bolsas
con musgo (moss bags) con Leskea angustata como bioindicador, asi como determinar
si se producen fitoquelatinas (PC) y si hay correlacion entre la concentracion de éstas 'y
de glutation (GHS) con los metales presentes en el musgo. Se seleccionaron 10 sitios
de monitoreo y en cada uno se colocaron dos bolsas con musgo para ser expuestas al
ambiente de la ZMVT durante seis meses. Las concentraciones de metales se deter-
minaron mediante la técnica de fluorescencia de rayos x en reflexion total (TXRF),
mientras que el GHS y las PC se cuantificaron empleando la técnica de cromatografia
de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS).
Se evaluo la concentracion de metales, PC y GHS antes y después de la exposicion y
se calculo la tasa de enriquecimiento. Los resultados muestran enriquecimientos de
2 a 30 para metales y de 116 a 569 para GHS. La concentracion de PC siempre fue
menor al limite de deteccion. El orden de la concentracion total de metales en los sitios
de monitoreo fue: Tollocan > Reforma > San Mateo Atenco > Alameda > Aeropuerto
> San Cristobal > Metepec > Ceboruco > Toluca Centro > Oxtotitlan. En general To-
llocan, San Mateo Atenco, Alameda y Reforma fueros significativamente diferentes
a los demas sitios. El GHS presentd un rango de concentracion de 164 a 808 nM/g y
presentd correlaciones positivas (r = 0.8) con el Cu, Zn y Pb, por lo que se infiere que
la concentracion de los metales en estudio tiene relacion directa con su induccion. Con
los resultados obtenidos en este trabajo se pude concluir que el GHS desempefia un
papel fundamental en la bioacumulacion de metales divalentes en Leskea angustata
de la ZMVT e incrementa su potencial de acumulacion, ya que es un mecanismo im-
portante de destoxificacion en estos organismos.
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ABSTRACT

The main purpose of this research was to assess Cu, Zn, and Pb levels in the metropolitan
area of the Toluca Valley (ZMVT, Spanish acronym) by active biomonitoring, using
moss bags and Leskea angustata as bioindicators, as well as to determine whether phy-
toquelatins (PCs) are produced and if there is a correlation between PCs and glutathione
(GHS) concentrations and the heavy metals present in moss. Ten monitoring locations
were selected in which two moss bags were exposed to the ZMVT environment for
six months. Heavy metals concentrations were determined using total reflection x-ray
fluorescence (TRXF), whereas GHS and PCs were quantified by ultra-performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometer (UPLC-MS). GHS and PCs con-
centration were measured before and after exposition, and the enrichment rate was also
calculated. Results show enrichment rates between 2 and 30 for heavy metals and 116
and 569 for GHS. PCs concentrations were below the limit of detection. The order of
total metal concentrations in the monitoring locations was: Tollocan > Reforma > San
Mateo Atenco > Alameda > Aeropuerto > San Cristobal > Metepec > Ceboruco > To-
luca Centro > Oxtotitlan. Overall, Tollocan, San Mateo Atenco, Alameda and Reforma
were significantly different from other locations. GHS presented a concentration rate
between 164 and 808 nM/g and had positive correlations (r = 0-8) with Cu, Zn and Pb;
therefore, it is inferred that concentrations of the assessed heavy metals in this study
are related to their direct induction. It can be concluded that GHS plays a major role
in divalent metals bioaccumulation since it is an important detoxification mechanism

in these organisms.

INTRODUCCION

Debido a la relacion que existe entre la contamina-
cion atmosférica, los efectos en la salud y los costos
asociados, el monitoreo de la calidad del aire ha co-
brado en la actualidad una importancia fundamental
para identificar y proveer informacion necesaria acerca
de las concentraciones de contaminantes en el aire
de cada region y sus tendencias. En México existen
redes automaticas de monitoreo atmosférico (RAMA)
encargadas de monitorear los contaminantes criterio
(particulas suspendidas totales [PST], particulas me-
nores a 10 micrometros [PMjg], particulas menores
a 2.5 micrometros [PM; 5], ozono [O3], dioxido de
nitrogeno [NOz], dioxido de azufre [SO2] y monoxido
de carbono [CO]), asi como parametros meteorold-
gicos. En la zona metropolitana del valle de Toluca
(ZMVT) se ubica una RAMA que comenzo a operar
en 1993. A partir de esa fecha ha sido el sistema que
proporciona informacion sobre la calidad del aire de
esta zona (SEMARNAT 2012, GEM 2014).

La contaminacion atmosférica, se puede definir
como la presencia de uno o mas elementos (polvo,
olores, humos, vapor, agentes quimicos) con ciertas
caracteristicas, en cantidad suficiente y con una per-
manencia determinada, que puedan causar efectos

indeseables tanto al ser humano como a vegetacion,
animales, construcciones y monumentos. EnlaZMVT,
el crecimiento poblacional, urbano e industrial ha
generado un aumento en la demanda de servicios pu-
blicos, transporte y vivienda. Como resultado de éstas
y otras actividades se emiten anualmente mas de 600
mil toneladas de contaminantes a la atmoésfera. El par-
que vehicular contribuye con aproximadamente 565
mil toneladas de contaminantes al afio; los procesos
de transformacion industrial, comercial y de servicios
contribuyen con 36 mil toneladas, y los procesos acti-
vos de extraccion de arena, grava y tepetate con 2205
toneladas. Aunado a lo anterior, es muy probable que
no exista una dispersion adecuada de contaminantes
(incluyendo el material particulado [MP]), debido a las
condiciones atmosf€ricas que se presentan en el area, el
medio fisico que la rodea y las actividades antrdpicas
que en ella se realizan (SMA 2012).

El origen del MP puede ser tanto natural (erup-
ciones volcénicas, tolvaneras e incendios forestales)
como antrépico (principalmente de la quema de com-
bustibles fosiles). Dentro de su composicion se en-
cuentran los metales pesados, que representan un pro-
blema ya que no pueden degradarse biologicamente,
por lo que persisten en el ambiente. Ademas, el MP
puede depositarse en areas lejanas a su fuente de
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origen a causa de la circulacion de los vientos, (Kes-
havarzi et al. 2015). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) sefiala que el MP es un contaminante
perjudicial para la salud y el bienestar de los seres
humanos. La exposicion a estos contaminantes se ha
relacionado con trastornos pulmonares y enfermeda-
des cardiovasculares (OMS 2016).

Aunque la ZMVT cuenta con una RAMA, ésta
unicamente reporta datos sobre contaminantes cri-
terio. No contempla la concentracion de metales,
por lo que una alternativa para evaluar la presencia
e impacto de metales es el uso de especies vegetales
como bioindicadores de contaminacion atmosférica.
En los ultimos afios, el biomonitoreo se ha convertido
enuna alternativa a los métodos convencionales. Con
este fin se han utilizado hojas y cortezas de arbol,
liquenes y musgos, entre otros (Cocozza et al. 2016,
Gomez et al. 2013, Spirié et al. 2013).

Las briofitas, el segundo grupo méas importante de
plantas verdes, se dividen en tres categorias: antocero-
tes, hepaticas y musgos. Generalmente son pequefias
y habitan en ambientes muy variados, desde el nivel
del mar hasta alturas superiores a los 3000 m sobre el
nivel del mar. La mayoria de sus familias son cosmo-
politas, aunque altamente dependientes de la humedad
ambiente (Zechmeister et al. 2003). Se ha demostrado
que por sus caracteristicas morfologicas, fisiologicas
y geograficas, los musgos son organismos idéneos
para el biomonitoreo atmosférico, ya que no tienen
raices reales y obtienen los nutrientes directamente
de la atmosfera. La conduccion externa del agua y
nutrientes mediante capilaridad a lo largo de la super-
ficie de la planta es la que resulta fisioldgicamente mas
significativa y fundamental para conservar y acumular
los elementos que llegan pasivamente a través de la
sedimentacion seca y hiimeda del ambiente (Basile
etal. 2012, Baceva et al. 2013, Gerdol et al. 2014).

El biomonitoreo puede ser pasivo o activo. En
el primer caso, los bioindicadores son recolectados
directamente del sitio de estudio, mientras que, en el
segundo, los organismos bioldgicos son transferidos
de un cultivo in vitro o de un hébitat relativamente
libre de contaminacion a los sitios en que se desea
monitorear la contaminacioén del aire (Ares et al.
2012). En este ultimo caso, la técnica de bolsas con
musgo es la mas utilizada y se ha aplicado sobre todo
en estudios urbanos, donde la presencia de musgo es
poca o nula. El biomonitoreo activo tiene la ventaja
de que es posible calcular la tasa de enriquecimiento
de los contaminantes, asi como controlar el tiempo de
exposicion (Anici¢ et al. 2009, Tretiach et al. 2011,
Giordano et al. 2009, Vukovi¢ et al. 2014, Calabrese
et al. 2015, Gonzalez et al. 2016).

En bajas concentraciones, metales como Cuy Zn
son esenciales para las plantas, ya que se requieren
para la biosintesis de enzimas y para su crecimiento
y metabolismo; sin embargo, en concentraciones
mayores pueden causar dafios, al igual que los con-
siderados no esenciales como Cd, Hg y Pb. Cuando
se incorporan metales toxicos en una especie vegetal,
para contrarrestar su exceso algunas de éstas han
desarrollado mecanismos celulares que intervienen
en la tolerancia a elementos toxicos, entre los que
se encuentran el glutation (GSH, por sus siglas
en inglés) y las fitoquelatinas (PC, por sus siglas en
inglés), los cuales forman complejos con metales
principalmente divalentes (Cd, Cu, Hg, Pb, Zn)
(Cobbett 2000, Bruns et al. 2001).

Las plantas que viven en comunidades naturales
dependen de numerosos mecanismos de defensa
para hacer frente al estrés abidtico. Los mecanismos
que permiten a las plantas percibir las condiciones
ambientales en las que crecen y responder a los
factores estresantes abidticos consisten en cadenas
complejas de reacciones multiples. En los tltimos
anos se ha investigado el metabolismo del azufre, en
particular del GSH, que es un tripéptido formado por
glutamato (y-Glu), cisteina (Cys) y glicina (Gly),
ya que participa en muchos de los procesos meta-
bolicos de una célula vegetal y es un componente
esencial del sistema antioxidante que controla las
especies reactivas de oxigeno y el grupo tiol (-SH)
de la cisteina; esta relacionado con la quelacion de
xenobidticos y metales pesados. A diferencia de las
plantas superiores, en las briofitas el GSH parece
desempenar un papel fundamental en la desintoxi-
cacion de metales mediante el transporte de éstos a
través del citoplasma (Bruns et al. 2001, Saxena et
al. 2003, Bleuel et al. 2005, Braha et al. 2007, Rau
etal. 2007, Leinenweber et al. 2009, Emamverdian et
al. 2015).

Por otro lado, las PC son péptidos que se pro-
ducen unicamente en presencia de metales pesados
como Cu, Zn y Pb a partir de péptidos de bajo peso
molecular (entre 2 y 10 KDa) como el GSH y el
aminoacido cisteina (Cys). El GSH es el sustrato
crucial para la sintesis de PC (Steffens 1990, Grill et
al. 1991, Kneer y Zenk 1992, Bruns et al. 2001). Las
PC contribuyen a la depuracion de metales, asi como
al mantenimiento del balance de metales esenciales
en las células y al transporte de formas reducidas del
azufre asimilado (Clemens y Persoh 2009, Konno
et al. 2010). La estructura de las PC es la siguiente:
(y-Glu-Cys)n Gly, donde n = 2-11, siendo las mas
comunes las PC2, PC3, PC4 y PC5 (Cobbett 2000,
Cobbett y Goldsbrough 2002).
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Se tienen antecedentes de PC en musgos. Ge-
keler et al. (1989) detectaron la presencia de PC2
y PC3 en Marchantia polymorpha; Bruns et al.
(1997) reportaron PC con una alta correlaciéon con
Cd en Fontinalis antipyretica; Saxena et al. (2003)
evaluaron el potencial de bioacumulaciéon de Pb en
el musgo Sphagnum squarrosum, y encontraron que
dicho metal induce la sintesis de PC; Krauss et al.
(2005) establecieron que la destoxificacion de Cd en
Marchantiophyta ocurre por la induccion de las PC2 y
PC4; Petraglia et al (2014) reportaron la presencia de
PC2, PC3, PC4 en Sphagnum palustre, y Gil (2015)
encontré concentraciones de 23 a 39 mg/kg de PC4
en el musgo epifito Fabronia ciliaris de la ZMVT.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles
de Cu, Zn y Pb en la ZMVT empleando la técnica
de biomonitoreo activo con bolsas con musgo con
Leskea angustata como bioindicador, asi como
determinar si se producen PC y si hay correlacion
entre su concentracion y la de GSH con los metales
presentes en el musgo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
La ZMVT tiene una superficie de 1208 km? y se
ubica en la zona centro del Estado de México, entre

N. Lara-Almazan et al.

los paralelos 18°59° 07y 19°34° 47 N y los me-
ridianos 99° 38’22y 99° 56’ 13” O (Fig. 1). Segiun
la clasificacion de Koppen, el clima de la ZMVT se
cataloga como C(w2)(w)bi(g), que corresponde a
un clima semifrio subhiimedo (el mas humedo en
su categoria), con lluvias de verano y un porcentaje
de lluvia invernal menor al 5 %. La temporada de
lluvias comienza a mediados de mayo y termina a
mediados de octubre. La precipitacion media anual
supera los 800 mm de lluvia. La temperatura en zonas
con altitud mayor a los 3000 msnm varia entre de —5
a 10 °C, mientras que en el valle varia de 4 a 26 °C,
presentandose las méximas temperaturas antes del
solsticio de verano (Diaz et al. 2005, SMA 2012).

El relieve y la orografia, ademas del viento, son
variables que desempefian un papel importante
en la dispersion y acumulacion de contaminantes
atmosféricos. La ZMVT se encuentra rodeada por
un valle de origen tectdénico con manifestaciones
volcénicas recientes y procesos activos de erosion
y sedimentacion. Colinda al oeste con el sistema
montafioso del Nevado de Toluca y Santa Maria
del Monte, al sur con la sierra de Tenango, al este
con el sistema de la sierra de las Cruces y Monte
Alto, y al norte con la falla de Perales. Los vientos
predominantes son alisios, los cuales corren a lo
largo de la ZMVT de sureste a noroeste (Fig. 1)
(SMA 2012, GEM 2014).
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BIOMONITOREO ACTIVO CON L. angustata COMO INDICADOR DE CONTAMINACION ATMOSFERICA 297

Para llevar a cabo la exposicion de las bolsas con
musgo se seleccionaron 10 sitios de monitoreo: siete
correspondientes a las estaciones de la RAMA y tres
mas caracterizados por presentar concentraciones
elevadas de metales (Cuadro I) (Zaraztia-Ortega et
al. 2013).

Seleccion del musgo

En este estudio se considerd utilizar un musgo
epifito que fuera una especie abundante en la ZMVT
y un buen acumulador de metales. De acuerdo con
Zepeda-Gomez et al. (2012), Leskea angustata es
una de las especies de musgo mas abundantes en
la ZMVT, mientras que Poblano (2013) la reportod
como hiperacumuladora de Cu, Zn y Pb con factores
de enriquecimiento > 10. El musgo L. angustata fue
recolectado in situ dentro del Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares (ININ) ubicado en Oco-
yoacac, Estado de México, zona que ha sido reportada
como poco impactada por metales de origen antropico
(Poblano 2013, Dotor 2014, Tejeda et al. 2015). El
musgo completo (rizoides, gametofitos y esporofitos)
fue tomado de la corteza de arboles a una alturade 2 a
3 m; una vez en el laboratorio, se lavo suavemente con
agua y se sometio a una seleccion mas detallada con
el fin de obtener tinicamente la especie L. angustata.
Posteriormente se coloco en charolas de polietileno y
se hidrat6 durante una semana con el objeto de que se
pudiera manipular al introducirlo en las bolsas.

Aunque se ha reportado que la exposicion de
musgo desvitalizado tiene numerosas ventajas (Ares
et al. 2012), para este estudio se considerd utilizar
monitoreo activo con musgo vivo con el objeto de

comparar los resultados con trabajos previos reali-
zados en la misma zona de estudio (Poblano 2013,
Zarazua-Ortega et al. 2013, Macedo-Miranda et al.
2016), en los cuales se aplico6 monitoreo pasivo, y
evaluar las ventajas de aplicar monitoreo activo con
bolsas con musgo.

Bolsas con musgo

De acuerdo con la literatura revisada, la mayoria
de los autores emplean malla plastica con una apertu-
ra de 4 a 5 mm para la elaboracion de las bolsas con
musgo. Las formas mds utilizadas son la esférica y la
rectangular (de 15 x 5-10 cm). Se recomienda colocar
de dos a tres bolsas por sitio con 100 y 500 mg (peso
seco) de musgo, en funcion de la disponibilidad de
éste, del tipo y cantidad de andlisis y de la posible pér-
dida durante su exposicion. El periodo de exposicion
varia de una semana a 20 meses, siendo el mas comun
de tres meses, ya que en periodos mayores a dos
meses se obtiene menos variabilidad. Esto se debe a
que la acumulacion de metales en los musgos no es
lineal, aunque generalmente aumenta con el tiempo
(Adamo et al. 2003, Tretiach et al. 2007, Giordano
et al. 2009, Ares et al. 2012, Calabrese et al. 2015).

Tomando en cuenta estas consideraciones, las
bolsas con musgo se elaboraron con tela pléstica tipo
malla de 5 mm de abertura de forma rectangular (20 x
15 cm) dentro de las cuales se colocaron las muestras
de musgo vivo (aproximadamente 20 g de musgo
hidratado), cubriendo perfectamente el area de las
bolsas, y éstas se fijaron en soportes de madera. En
cada sitio de monitoreo se colocaron dos bolsas con
musgo orientadas de sur a norte y se dejaron expues-

CUADRO I. SITIOS DE MONITOREO ACTIVO EN LA ZONA METROPOLITANA

DEL VALLE DE TOLUCA.
Coordenadas
Sitios de monitoreo Zona
Latitud Norte Longitud Oeste

San Cristobal (RAMA) Norte 19°19°38.0” 99°383.44”
Aeropuerto (RAMA) Norte 19°20°4.41” 99°34°26.3”
Oxtotitlan (RAMA) Centro 19°17°0.40” 99°41°0.56”
Toluca Centro (RAMA) Centro 19°16’41.1” 99°39°23.1”
Metepec (RAMA) Sur 19°16° 12.7” 99°35°42.7”
Ceboruco (RAMA) Sur 19°15°37.1” 99° 38’ 44.6”
San Mateo Atenco (RAMA) Sur 19°16°49.5” 99°32°30.0”
Tollocan Sur 19°17°25” 99°39°41.6”
Alameda Centro 19°17°24” 99°38°31.1”
Reforma Centro 19°17°10.6” 99°33°0.3”

RAMA: red automatica de monitoreo atmosférico.
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tas al ambiente de la ZMVT durante seis meses, de
julio de 2016 a enero de 2017. Una vez transcurrido
el periodo de exposicion se retiraron y se trasladaron
al laboratorio para su analisis.

Preparacion de muestras

Una vez en el laboratorio, las bolsas con musgo
se abrieron cuidadosamente para obtener el musgo
expuesto (aproximadamente 2.5 g en peso seco por
cada una). Posteriormente las muestras se molieron
en un molino criogénico marca SPEX modelo 6770
en las siguientes condiciones: 5 min de preenfria-
miento, 5 min de tiempo de molienda, y velocidad
de 10 revoluciones por segundo.

Cabe mencionar que las muestras testigo (preex-
posicion) no se almacenaron, sino que se analizaron
al mismo tiempo que las bolsas con musgo fueron
llevadas a los sitios de exposicion y se prepararon y
analizaron de la misma manera.

Metales

500 mg de musgo (previamente molido) se co-
locaron en vasos digestores y se agregaron 6 mL de
HNO3 y 2 mL de HCI. La digestion se llevo a cabo
en un horno de microondas marca CEM modelo
Mars 6 en las siguientes condiciones: rampa de tem-
peratura: 20 min; temperatura: 200 °C; presion: 180
psi; tiempo de mantenimiento: 15 min, y potencia
maxima: 1200 W. Posteriormente, se adicionaron
2 mL de H>O» y se colocaron nuevamente en el horno
de microondas con un tiempo de mantenimiento de
20 min y temperatura 200 °C (CEM 2001, Poblano
2013). La muestra digerida se llevd a un volumen
final de 10 mL. La determinacion de la concentracion
de metales se realizd por el método de adicion de
estandar interno, para lo cual se adicionaron 100 pL
de solucion de Ge (20 mg/L) a una alicuota de 2 mL
como estandar interno, y se homogeneizaron durante
un minuto en un vortex (IAEA 1997). Por tiltimo, para
analizar la muestra, 10 pL de la muestra se colocaron
en un reflector de cuarzo y se dejaron secar bajo luz
infrarroja (DIN 2001).

Glutation y fitoquelatinas

Se colocaron 150 mg de musgo molido criogéni-
camente en viales con espacio superior vacio (heads-
pace), se taparon y la atmosfera de aire se sustituyo
por gas nitrogeno de alta pureza. Posteriormente se
adicionaron 4 mL de una solucién de 200 mM de
DL-ditiotreitol bioextra > 99.0 % (< 4 °C) como
estabilizante y se la mezcla se agitd durante 10 min
a 3000 rpm en un vortex. Una alicuota de 1 mL se
filtr6 a través de un filtro de nylon de 0.2 um, la cual

se transfirio a viales para cromatografia de 2 mL para
su analisis (Bardarov et al. 2015).

Analisis de muestras
Determinacion de metales por fluorescencia de
rayos X en reflexion total

La concentracion de Cu, Zn, y Pb se determino
mediante la técnica de fluorescencia de rayos X en
la modalidad de reflexion total (TXRF, por sus siglas
en inglés), para lo cual se utiliz6 un espectrometro
de fluorescencia de rayos X marca Bruker modelo
S2 Picofox con tubo de Mo (50 kV y 600 pA) y
detector de Si-Li Flash® Drift, con una resolucion <
149 eV para Mn K. Todas las muestras se analizaron
por triplicado durante 300 s (Zarazua-Ortega et al.
2013). La concentracion de Cu, Zn y Pb se obtuvo
por el método de sensibilidades tedricas con estan-
dar interno aplicando el programa Spectra Picofox
(DIN 2001).

Como parte del control de calidad de los resulta-
dos se evalu¢ la exactitud y precision del método, se
procesaron y analizaron por triplicado dos materiales
de referencia (NBS 1573 Tomatoe Leaves y [AEA
Plant PTXRF-IAEA12) y seis blancos de reactivos
en dos dias consecutivos y una tercera vez durante el
andlisis de las muestras. Para evaluar la tasa de enri-
quecimiento de Cu, Zn 'y Pb en los musgos, éstos se
analizaron antes (concentracion preexposicion) y des-
pués (concentracion final) del periodo de exposicion.

Determinacion de glutation y fitoquelatinas por
cromatografia de liquidos

Ademas de la concentracion de GSH se determind
la concentracion de fitoquelatinas PC2, PC3 y PC4
como posible mecanismo de homeostasis de los meta-
les en estudio, dado que previamente se ha reportado
el aumento de la produccion de éstas (Petraglia et al.
2014). El analisis se realizo6 por triplicado emplean-
do la técnica de cromatografia de liquidos de ultra
alta resolucion acoplada a espectrometria de masas
(UPLC-MS por sus siglas en inglés) con un equipo
marca Waters modelo Acquity Clase H. El método de
analisis fue en fase reversa empleando una columna
cromatografica Poroshell 120 EC-C18 2.7 um 100
A 3 x 150 mm? a 10 °C y como fase mévil A una
mezcla de agua tipo I con acetonitrilo grado masas
>99.9 % en proporcion 95-5 %. La fase movil B fue
una mezcla de acetonitrilo grado masas > 99.9 % con
agua tipo I en proporcion 90-10 %. Ambas fases se
acidificaron con acido formico grado masas > 98 % al
0.1 %. El tiempo de analisis fue de 10 min en modo
gradiente a un flujo constante de 0.45 mL/min, ini-
ciando en 100 % A con cambio de proporcion a 80 %
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A/20 % B de 0 a 5 min, de 5 a 6 min cambio de
80% A/20 % B a 100 % de B, de 6 a 8 min se mantuvo
en 100 % de B, de 8 a 8.5 min se cambio6 de 100 % B
a 100 % Ay finalmente de 8 a 10 min se mantuvo en
100 % A. El tipo de ionizacion fue electroespray en
modo positivo (ESI+), con voltaje de cono de 15V,
voltaje capilar de 1.5 K y lecturas de masas en un
rango de 200 a 1250 UMA. El volumen de inyeccion
fue de 10 pL para cada muestra (Bardarov et al.
2015). Para determinar la concentracion de GHS y
PC se prepararon curvas de calibraciéon en concen-
traciones de 0.01 a 10 mg/L empleando estandares
de referencia de GSH, asi como de PC2, PC3 y PC4
con pureza > 95 % marca AnaSpec.

Andlisis de materiales de referencia

Con el objeto de evaluar la exactitud y preci-
sion de los resultados, se analizaron en las mismas
condiciones que las muestras dos materiales de re-
ferencia: NBS 1573 Tomatoe Leaves y IAEA Plant
PTXRF-IAEA12. Se determinaron el coeficiente de
variacion (CV), el porcentaje de recuperacion (R %)
y porcentaje de error calculado como:

Concentracion medida — concentracion
certificada/concentracion certificada x 100 (1)
Analisis estadistico

Los datos se procesaron con el software IBM
SPSS Statistics v. 26.0 (IBM 2019). Se emplearon
pruebas no paramétricas para el procesamiento de
datos debido al bajo nimero de muestras por sitio
(n =2) (Moses 1952). Se realiz6 la prueba de ran-
gos con signo de Wilcoxon para determinar si habia
diferencias significativas ente las concentraciones
preexposicion y postexposicion. Para determinar las
diferencias estadisticamente significativas entre los
sitios de monitoreo se utilizo6 la prueba de Kruskal-
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Wallis, al tiempo que se realizaron comparaciones
post hoc por pares de sitios empleando la prueba U
de Mann-Whitney corregida por Bonferroni. También
se realizaron correlaciones por rango de Spearman
para estimar si habia correlacion entre las concen-
traciones de Cu, Zn y Pb con la del GSH (ambos en
nM/g). Todas las pruebas estadisticas se realizaron
a un nivel de confianza del 95 %. Dado que en el
analisis cromatografico las concentraciones de PC2,
PC3 y PC4 se encontraron por debajo del limite de
deteccion no se realizaron pruebas estadisticas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las concentraciones de Cu, Zn y Pb obtenidas
durante el analisis para los materiales de referencia
NBS 1573 Tomatoe Leaves e IAEA Plant PTXRF-
IAEA12 mostraron la confiabilidad de los resultados
obtenidos en este trabajo. Se obtuvieron coeficientes
de variacion menores al 10 % que demostraron la
precision del método empleado, asi como porcentajes
de recuperacion de 94 a 105 % y errores menores al
5 % que demostraron la se exactitud (Cuadro II).

Los musgos contienen Cu 'y Zn, ya que éstos son
elementos esenciales presentes en diversas proteinas
y enzimas implicadas en funciones metabodlicas como
la activacion de sistemas enzimaticos, regulacion
de la expresion genética y reacciones de oxidacion-
reduccion; sin embargo, en concentraciones mayores
pueden causar dafio, al igual que elementos conside-
rados no esenciales como el Pb, que no desempeia
una funcién bioldgica conocida en plantas y es
considerado como elemento toxico (Navarro-Avifo
et al. 2007).

Considerando lo anterior se evalud la concen-
tracion de metales en estudio antes y después de la
exposicion de los musgos. Como se observa en los

CUADRO II. COMPARACION ENTRE LA CONCENTRACION MEDIDAY LA CONCENTRACION CERTIFI-
CADA (= DESVIACION ESTANDAR) DE LOS MATERIALES DE REFERENCIA.

MR Elemento Concentracion Concentracion LD CV R Error
medida (mg/kg) certificada (mg/kg)  (mg/kg) (%) (%) (%)

Tomato Leaves Cu 11.50 + 0.28 11 + 1.0 0.014 2.4 104.5 +4.5
NBS 1573 Zn 62.19 £ 0.88 62 £ 6.0 0.013 1.4 100.3 +0.3
Pb 6.59 £ 0.25 63 + 03 0.020 3.8 104.7 +4.7

Plant PTXRF- Cu 9.73 + 0.52 103 £ 0.6 0.014 53 94.5 -55
IAEA12 Zn 104.36 + 0.54 107 + 4.0 0.013 0.5 97.5 -25
Pb 6.45 + 0.40 6.16 + 04 0.020 6.2 104.7 -4.7

MR: material de referencia, LD: limite de deteccion, CV: coeficiente de variacion, R: recuperacion.
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resultados del cuadro I11, y de acuerdo con el anélisis
estadistico de Wilcoxon (p < 0.05), hay diferencias
entre la concentracidon previa y posterior al periodo
de exposicion, siendo esta ultima mayor. Esto permite
demostrar que L. angustata es un buen acumulador de
metales aerotransportados, lo cual es esencial en la
técnica de monitoreo activo con bolsas con musgo
(Ares et al. 2015, Vukovi¢ et al. 2015).

La concentracién obtenida después del periodo
de exposiciéon —a excepcidon de los musgos de los
sitios de Tollocan y San Mateo Atenco— muestra la
siguiente tendencia: Zn > Cu > Pb. Por otro lado, el
orden decreciente de la concentracion total de metales
en los sitios de monitoreo fue: Tollocan > Reforma
> San Mateo Atenco > Alameda > Aeropuerto > San
Cristobal > Metepec > Ceboruco > Toluca Centro >
Oxtotitlan. Aplicando las pruebas de Kruskal-Wallis
y post hoc U de Mann-Whitney se determinaron di-
ferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre
sitios; en el caso del Cu se observaron diferencias
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entre Tollocan y Toluca Centro, Oxtotitlan, Cebo-
ruco, Aeropuerto y San Cristobal, y de este ultimo
con Alameda y Reforma. Con relacién al Zn, las
diferencias fueron entre Tollocan y Toluca Centro,
Oxtotitlan, Ceboruco, Metepec y Reforma, y de este
ultimo con Toluca Centro. Finalmente, respecto del
Pb se observaron diferencias entre Tollocan y Toluca
Centro y San Cristdbal; entre San Mateo Atenco y
Oxtotitlan, San Cristobal, Ceboruco, y Toluca Centro,
y de éste con Alameda.

Los resultados obtenidos del biomonitoreo con
bolsas con musgo pueden ser comparables con los
obtenidos aplicando el monitoreo pasivo, ya que
en general se present6 la misma tendencia; no obs-
tante, con el primero fue posible calcular la tasa de
enriquecimiento (concentracion final/concentracion
preexposicion) de Cu, Zn y Pb para un determinado
tiempo, que en este estudio fue de seis meses. A partir
del analisis de los resultados que se muestran en el
cuadro 1V se pueden formar tres grupos: el primero

CUADRO III. CONCENTRACION PRE Y POSEXPOSICION (+ DESVIACION ESTAN-
DAR) DE Cu, Zn, Pb Y GLUTATION EN Leskea angustata.

Cu Zn Pb GHS
(mg/kg)

(mg/kg) (mg/kg) (nM/g)
Preexposicion 17.64 39.90 6.41 142.15
+0.03 +0.40 +032 +16.04
142.85 252.94 196.72 458.80
San Mateo Atenco | 4o +0.50 £226  +2294
Tollocan 212.28 537.95 169.92 808.29
+132  +16.09 £380  +40.41
A . 127.52 307.89 24.48 381.48
eropuerto +0.24 +£5.19 +£0.91 +19.07
L 118.55 230.56 18.61 283.89
San Cristobal +0.78 +3.03 043 +14.19
Reforma 169.9 450.56 41.93 604.59
+2.24 +£2.11 £128  +£30.23

Posexposicion

Alameda 161.75 306.61 53.08 455.30
222 +0.74 £0.74  +2276
112.46 195.08 17.48 296.71
Toluca Centro +0.68 +4.77 £047  +14.84
Metenee 129.58 212.17 19.70 270.93
P £0.60 +£9.66 +£0.26 £10.55
Ceboruco 126.32 194.28 18.63 282.36
+0.70 +5.08 +082  +14.12
Oxtotitlin 122.85 186.72 12.94 164.73
X +1.59 +£3.19 +£1.18 £3.24
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CUADRO IV. TASA DE ENRIQUECIMIENTO DE Cu, Zn
yPby PORCENTAJE DE INDUCCION DE
GLUTATION EN Leskea angustata.

Sitio de Muestreo Tasa de enriquecimiento % DE
/6 meses induccion
Cu Pb Zn GHS*
Tollocan 12.03 26.51 13.48 569
San Mateo Atenco 8.10 30.69 6.34 323
Reforma 9.63 6.54 11.29 425
Alameda 9.17 8.31 7.68 320
Aeropuerto 7.23 3.82 7.72 268
San Cristobal 6.72 2.90 5.78 200
Metepec 7.35 3.07 5.32 191
Ceboruco 7.16 2.91 4.87 199
Toluca Centro 6.38 2.73 4.89 209
Oxtotitlan 6.96 2.02 4.68 116

*Se obtuvieron correlaciones estadisticamente positivas (r>0.8)
entre la concentracion de Cu, Zn y Pb y la induccion de GSH.

integrado por los musgos de Tollocan, San Mateo
Atenco, Reforma y Alameda, que presentan las tasas
de enriquecimiento mas altas; el segundo constitui-
do por los musgos de Aeropuerto, San Cristobal y
Metepec; y el tercero, con las tasas mas bajas, com-
puesto por los muesgos de Ceboruco Toluca Centro y
Oxtotitlan. De esta manera se puede observar cuales
son los sitios mas y menos contaminados. Ademas
de las diferencias en el nivel de exposicion a metales
pesados, las condiciones climaticas locales, las ca-
racteristicas fisicas y quimicas de los elementos, y la
cantidad y tipo de sedimentacion atmosférica podrian
explicar parte de las diferencias en las concentracio-
nes de metales entre sitios de muestreo (Giordano et
al. 2013, Gerdol et al. 2014, Salo y Mékinen 2014,
Fernandez et al. 2015, Varela et al. 2015).

EnlaZMVT, las concentraciones de MP se deben
principalmente a emisiones vehiculares e industria-
les, la resuspension de suelos erosionados y zonas
agricolas, el polvo de vialidades sin pavimentar y
las actividades de la construccion (SMA 2012). Par-
ticularmente el Cu, el Zny el Pb pueden ser emitidos
por fuentes antropicas asociadas a las industrias
automotriz, del vidrio, metal-mecéanica y quimica;
también pueden deberse a emisiones de vehiculos
provenientes del desgaste de frenos y la abrasion de
neumaticos. Los compuestos de Zn se utilizan como
aditivos antidesgaste para el aceite de motor, por lo
que las emisiones de gases del escape son una fuente
importante en la contribucion de particulas de este
mineral (Thorpe y Harrison 2008, Kam et al. 2013,
Swietlik et al. 2015).

De acuerdo con lo descrito anteriormente, la
presencia de Pb, Cu y Zn en el MP de los sitios
Ceboruco y Metepec se asocia principalmente con
la emision de gases generados por ladrilleras y
vehiculos automotores; pero al localizarse al sur
de la ZMVT, la direccion de los vientos propicia la
dispersion de contaminantes (Fig. 1). En los sitios de
Tollocan y Aeropuerto, ubicados en la zona industrial
Toluca-Lerma, el MP proviene probablemente de las
industrias del cromo, automotriz y metalmecanica, asi
como de procesos de combustion (Zarazua-Ortega et
al.2011,2013, SMA 2012). Ademas, al igual que San
Cristobal, San Mateo Atenco, Toluca Centro, Oxto-
titlan, Alameda y Reforma, estas zonas presentan un
intenso trafico vehicular, por lo que éste se considera
como la principal fuente de elementos de estudio en
el MP del aire (Anici¢ et al. 2007, Barandovski et
al. 2015, Pan et al. 2015, Swietlik et al. 2015). No
onbstante, Toluca Centro y Oxtotitlan, son los sitios
que presentaron la menor concentracion de metales,
lo cual puede deberse a que la estacién de monitoreo
de Toluca Centro esta rodeada por arboles de gran
altura y Oxtotitlan se encuentra el este del cerro de
Coatepec, donde se encuentra la cuidad universitaria,
lo cual puede actuar como barrera (SMA 2012).

Respecto a los sitios Alameda y Reforma, el trafi-
co vehicular se presenta sobre vialidades primarias;
sin embargo, es importante mencionar que estan
rodeadas por edificios, lo cual puede contribuir a
la existencia de una obstruccion a la dispersion de
particulas de Pb, Cuy Zn asociados al MP, incluyen-
do las provenientes de industrias metalmecanicas y
cromadoras ubicadas en la zona industrial de Toluca.
Lo anterior concuerda con lo reportado por Zarazua-
Ortega et al. (2013), Caballero-Segura et al. (2014)
y Macedo-Miranda et al. (2016), quienes en estudios
previos encontraron briofitas altamente enriquecidas
por estos metales (FE > 10) en dichos sitios, aplican-
do monitoreo pasivo.

Por otro lado, a diferencia de las plantas superio-
res, en musgos, el GHS participa en una gran variedad
de procesos y puede desempenar un papel esencial
en la destoxificacion por metales divalentes, la cual
se caracteriza por un aumento del grupo de GSH con
o sin evidencia de participacion de PC (Bruns et al.
2001, Saxena et al. 2003, Bleuel et al. 2005, Braha et
al. 2007, Rau et al. 2007, Leinenweber et al. 2009).
En este estudio se observo un aumento estadistico sig-
nificativo en la concentraciéon de GHS (Cuadro III);
sin embargo, la concentracion de PC fue menor al
limite de deteccion (0.2 nM/g).

En este sentido, como se observa en la figura 2,
la concentracion de GHS siguié casi la misma
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Concentracion de Cu mg/kg

Concentracion de Zn mg/kg

Concentracion de Pb mg/kg

Fig. 2.
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tendencia que la de Cu, Zn y Pb en los musgos para
cada sitio de muestreo. Para el sitio de Tollocan, que
present6 la mayor acumulacién de metales en estu-
dio, las briofitas presentaron un aumento del 569 %
en la produccion de GHS, y en las ubicadas en Ox-
totitlan este incremento fue del 116 % respecto de
la concentracién preexposicion (Cuadro IV). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Varela et
al. (2018), quienes encontraron mayor concentracion
de GHS en los musgos mas cercanos a las fabricas,
los cuales a su vez presentaron altas concentraciones
de Cd, Pb y Ni.

Finalmente, para estimar si existe correlacion
entre la concentracion de Cu, Zny Pby la concentra-
cioén-induccion de GSH, se realizaron correlaciones
de Spearman entre cada metal y el GSH. Los resulta-
dos mostraron las siguientes correlaciones positivas:
GSH-Cu: r = 0.8; GSH-Zn: r = 0.9, y GSH-Pb: r =
0.9. Por lo tanto, se infiere que las concentraciones
de los metales en estudio tienen relacion directa con
la induccion de GSH.

Esto es indicativo de que, en presencia de altos
niveles de metales, el GHS puede quelarlos y trans-
formarlos en nuevos compuestos menos tdxicos con
diferentes propiedades quimicas, evitando asi el dafio
celular. Asi, este compuesto antioxidante permitiria
que el L. angustata mantenga una presencia abundante
enlaZMVT (Zepeda-Gomez et al. 2012) en sitios alta-
mente contaminados por metales, y pueda ser utilizado
para el biomonitoreo de contaminacidon atmosférica
por metales (Saxena y Saxena 2012, Varela etal. 2018).

CONCLUSIONES

La presencia de Cu, Zn y Pb en musgos expuestos
en la ZMVT indica un origen principalmente antro-
pico asociado tanto a fuentes mdviles (automotores)
como a la industria asentada en esa zona.

El biomonitoreo activo con bolsas con musgo
es una técnica que provee informacidén importante
acerca de la contaminacion atmosférica por metales
aerotransportados, ya que es posible calcular la tasa
de enriquecimiento de los contaminantes en un tiem-
po de exposicion determinado.

El musgo Leskea angustata es un organismo con
caracteristicas adecuadas (es endémico, buen acu-
mulador y presenta alta tolerancia a metales) para
utilizarse en estudios de contaminacion atmosférica
por metales.

Aparentemente, las PC en Leskea angustata de
la ZMVT no desempefian un papel importante en la
destoxificacion de metales.

El GHS desempena un papel fundamental en la
bioacumulacion de metales divalentes en Leskea
angustata de la ZMVT aumentando el potencial de
acumulacion de metales, ya que es un mecanismo
importante de detoxificacion en estos organismos.
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