INVESTIGACION

EFECTO ECOTOXICOLOGICO DE TRES METALES PESADOS SOBRE EL
CRECIMIENTO RADICULAR DE CUATRO PLANTAS VASCULARES

Ecotoxicological effects of three heavy metals on the root growth of four vascular plants

José Tannacone O.' * y Lorena Alvariiio F.!

ABSTRACT

Environmental risk assessment (ERA) of terrestrial
environments polluted by heavy metals in Peru
requires standardized biological organisms, the use of
which is simple, practical, sensitive and repeatable,
such as seeds of higher plants used in eco-
toxicological bioassays. The aim of this research was
to evaluate the phytotoxic effects of Cr®, Hg?" and
Pb*" as potassium dichromate (K2Cr207), mercury
chloride (CloHg) and lead acetate ((CHsC00)2Pb),
respectively, on growing roots of four species of higher
terrestrial plants: onions (4/lium cepa L., Liliaceae),
red beets (Beta vulgaris L., Chenopodiaceae), rice
(Oriza sativa L., Poaceae) and radishes (Raphanus
sativus L., Brassicaceae) at 192 h (8 days) exposure.
Bioassays of static sub-lethal toxicity for each metal
and for each species of plant were performed, using a
randomized complete block design: six concentrations
and eight replicates with 240 seeds for each bioassay.
The sequence in ascending order for mean inhibition
concentration (ICsoin mg L") on root growth at 192 h
exposure in the majority of cases was: Hg*" > Cr¢>
Pb?". The perspectives of use for evaluation of soils
contaminated by heavy metals in Peru are analyzed.
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RESUMEN

La evaluacion del riesgo ambiental (ERA) de los
ambientes terrestres contaminados por metales
pesados en el Perti requiere del empleo de organismos
biolégicos estandarizados, que sean sencillos,
practicos, sensibles y repetibles, como las semillas de
plantas superiores empleadas en bioensayos
ecotoxicolodgicos. Por ello, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto fitotoxico del Cr®", Hg*" y Pb*
en forma de dicromato de potasio (K2Cr207), cloruro
de mercurio (Cl:Hg) y acetato de plomo
((CHsCO00)2Pb), respectivamente, sobre el crecimiento
radicular de cuatro especies de plantas superiores
terrestres: cebolla (4llium cepa L., Liliaceae),
betarraga (Beta vulgaris L., Chenopodiaceae), arroz
(Oriza sativa L., Poaceae) y rabanito (Raphanus
sativus L., Brassicaceae) a 192 h (8 dias) de
exposicion. Se realizaron bioensayos de toxicidad
subagudos estaticos para cada metal y para cada
especie de planta, usando un disefio experimental en
bloques completos al azar: seis concentraciones, ocho
repeticiones, con un total de 240 semillas por
bioensayo. La secuencia en orden ascendente para la
concentracion de inhibicion media (CIsoen mg L") del
crecimiento radicular de las semillas a 192 h fue en la
mayoria de los casos: Hg*" > Cr® > Pb>*. Se analizan
las perspectivas de uso para la evaluacion de suelos
contaminados por metales pesados en el Peru.

Palabras clave: metales pesados, Pert, plantas
vasculares, semillas, relave minero, cromo, mercurio,
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INTRODUCCION

Es importante determinar el nivel de riesgo am-
biental de los metales pesados sobre diversos re-
presentantes del ecosistema terrestre utilizando
bioensayos ecotoxicologicos (lannacone y
Gutiérrez, 1999; Arkhipchuk ez al., 2000); entre
ellos, las plantas terrestres presentan especies
representativas de los agroecosistemas horticolas
(Wang, 1991; Arambasic et al., 1995; lannacone
et al., 2000). Los ensayos de fitotoxicidad con
semillas germinadas son simples, versatiles y
utiles para evaluar la toxicidad de aguas, sedi-
mentos y muestras de suelo (Walsh et al., 1991;
Lewis, 1995; Rosa et al., 1999). Algunas espe-
cies de plantas tienen ventajas sobre otros orga-
nismos bioldgicos, como por ejemplo: 1) poder
almacenarse en forma de semilla por un afio o
mas; 2) costo de mantenimiento minimo; 3) las
muestras no requieren aireacion; 4) muestras con
altas turbiedades no requieren filtracion adicio-
nal; y 5) las pruebas se pueden llevar a cabo sin
ajuste de pH.

Calow (1993) sefiala la potencialidad de uso de
cebolla (Allium cepa L., Liliaceae), betarraga
(Beta vulgaris L., Chenopodiaceae), arroz (Oriza
sativa L., Poaceae) y rabanito (Raphanus sativus
L., Brassicaceae) para evaluar la toxicidad y el
riesgo de sustancias quimicas peligrosas en el
ambiente. Sin embargo, el efecto de metales pe-
sados sobre plantas vasculares no se conoce bien
en el Perti (Lerda, 1992; Barone et al., 1997; Rosa
et al., 1999; De Jong y De Haes, 2001).

La determinacién de algunos aspectos de la
ecotoxicidad de metales pesados empleando
bioensayos sencillos y practicos para catalogar
toxicoldgicamente muestras ambientales conta-
minadas por Pb, Hg y Cr contribuird, en el Perq,
a tomar medidas para evaluar la perturbacion de
los ecosistemas y promover alternativas de
biorremediacion (Shanker et al., 1996; lannacone
y Alvarifo, 1999).

Las pruebas de fitotoxicidad que emplean plan-
tas terrestres, no son usadas frecuentemente en
ecotoxicologia (Wang, 1991; Calow, 1993;
APHA, 1995). Las tres caracteristicas mas im-

portantes de los ensayos con plantas terrestres,
es que se les puede usar con muestras colorea-
das o turbias, en ensayos estaticos, semiestaticos
y de flujo continuo, y con un minimo costo de
mantenimiento en el laboratorio (Wang, 1991).
El empleo de las semillas de plantas terrestres
como herramientas ecotoxicologicas es venta-
joso, por requerir poco volumen de muestra (1
mL envase!), comparado con otros organismos
que requieren de 50 a 200 mL envase™
(Arambasic et al., 1995).

Las plantas vasculares han sido recomendadas
por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
y por la Administracion de Drogas y Alimen-
tos (FDA), ambas de EE.UU., debido a su bue-
na sensibilidad, en comparaciéon con semillas
de otras especies de plantas terrestres (Wang,
1991). El ensayo ecotoxicolégico con semillas
de plantas vasculares presenta algunas venta-
jas sobre otras especies terrestres, lo que per-
mite usar cuantitativamente el crecimiento de
la raiz. Wang (1991) indicé que el crecimiento
de raiz como punto final de lectura, es mas sen-
sible a la toxicidad que la germinacién de se-
millas, la cual presenta un alto coeficiente de
variacion (Rosa et al., 1999). Calow (1993)
presentdé un resumen de los protocolos de
bioensayos de germinacion de semilla y de
elongacion de raiz con diferentes especies de
plantas, siendo comparables al protocolo usa-
do en este estudio.

La sensibilidad de las especies a los metales pe-
sados varia considerablemente a través de reinos
y phyla, siendo las plantas vasculares ligeramente
mas tolerantes (Rosa et al., 1999). Las diferen-
tes respuestas de las plantas vasculares a meta-
les pesados pueden ser atribuidas a factores
genéticos y fisioldgicos (Calow, 1993).

Lerda (1992) encontré que el Pb reduce el creci-
miento radicular y la frecuencia de células
mitoticas, y el incremento de la frecuencia de
células aberrantes en 4. cepa. La intensidad del
efecto estd en funcion de la concentracion del Pb.
Pal y Nandi (1990) y Liu ef al. (1995) evaluaron
el efecto citologico del Hg en las raices de bul-
bos de 4. cepa.
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Los objetivos especificos planteados en la pre-
sente investigacion fueron determinar la
ecotoxicidad del cromo (Cr®"), mercurio (Hg*")
y plomo (Pb?*") sobre la inhibicion del crecimien-
to radicular de cuatro plantas vasculares: cebo-
lla, betarraga, arroz y rabanito, a 192 h de ex-
posicion.

MATERIALES Y METODOS

Semillas y bioensayo

Las semillas de 4. cepa, B. vulgaris, O. sativa 'y
R. sativus se obtuvieron en sobres de 240 semi-
llas distribuidos por la empresa Actividades y
Servicios Comerciales (ACSERCO) S.A., Lima,
Peru, en mayo de 2000. Las semillas de 4. cepa
pertenecian a la cebolla roja variedad Credle.

Antes de su empleo en ensayos ecotoxicologicos,
todas las semillas se mantuvieron en condicio-
nes de oscuridad y a temperaturas de 6°C para
inhibir su germinacidon y mantener su fertilidad,
segun el criterio propuesto por Wang (1991). Se
descartaron las semillas dafiadas y se utilizaron
las de un mismo tamafio. Para la desinfeccion de
las semillas se realiz6 un pretratamiento con una
solucion de hipoclorito de sodio al 5,25%
(Clorox® tradicional, Callao, Pert) diluida al
3,33 g OCI' L! (2,5%), durante 7 a 20 min
(APHA, 1995) y cuatro enjuagues en agua desti-
lada. Los frascos empleados en los bioensayos
de 2,8 cm de alto x 3,5 cm de ancho x 3,5 cm de
fondo, y de 28,4 g de capacidad, se desinfecta-
ron con la misma solucién de hipoclorito de sodio
por 30 min, luego se enjuagaron con agua desti-
lada y se secaron en estufa a 30°C por 20 min.
De igual forma, el papel absorbente (Tissue®)
previamente cortado en trozos de 3,5 cm? se es-
teriliz6 por 15 min en una estufa a 60°C.

Las semillas de las cuatro especies de plantas
terrestres se evaluaron en bioensayos sin reno-
vacion de la solucion toxica utilizando un total
de cinco semillas por envase, con ocho repeti-
ciones. En cada envase se colocaron dos trozos
de papel absorbente, y se afiadié 1 mL de la solu-
cion hidropoénica con cada concentracion de me-
tal pesado (Cr®, Hg" 6 Pb*?) por envase. Luego
se colocaron cinco semillas en forma equidistan-
te (cuatro en cada angulo y otra en el centro) en
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cada envase y se cubri6 con dos trozos mas de pa-
pel absorbente. El agua utilizada para los ensayos
bioldgicos consistié en una solucion hidroponica
con las caracteristicas descritas por lannacone et
al. (2000). La prueba se realizd bajo condiciones
de oscuridad. La duracién de la prueba fue de 192
h (8 dias). Los indicadores para el bioensayo fue-
ron el crecimiento de la radicula (mm) en compa-
racion con el control. Los bioensayos se realiza-
ron a una temperatura de 22 + 3°C.

Metales pesados

Para la preparacion de las soluciones madres de
los tres metales pesados se utilizé: dicromato de
potasio (K:Cr207) y cloruro de mercurio (HgCl)
a 100 mg del metal L' y acetato de plomo
(Pb(CH3COO0),) a 200 mg de Pb™ L', En el caso
del Cr*¢ y del Hg*" se emplearon las siguientes
concentraciones 0,625; 1,25;2,5; 5y 10 mg L,
y para el Pb*": 12,5; 25, 50, 100 y 200 mg L.
Para todos los casos se empled un factor de dilu-
cion de 0,5. Las concentraciones finales indica-
das para cada metal se seleccionaron a partir de
Lerda (1992), Arambasic et al. (1995) y Liu
et al. (1995).

Disefio experimental y tratamiento estadis-
tico

Las pruebas de toxicidad subaguda para las cua-
tro especies de plantas terrestres se evaluaron en
cinco concentraciones nominales mas el control,
en un disefio factorial en bloque completo al azar:
seis concentraciones, ocho repeticiones y cinco
semillas por envase (longitud de radicula en mm),
con un total de 240 semillas por bioensayo (Zar,
1996). La eficacia de los tratamientos se evalud
a través de un analisis de varianza (ANDEVA)
de una via, previa transformacion de los datos a
log x+1. En el caso que el ANDEVA detectara
diferencias significativas entre las concentracio-
nes se realizé una prueba de Tukey a nivel de
significancia de 0,05 (Norman y Streiner, 1996).
Las concentraciones inhibitorias medias (Clsos)
para los ensayos fitotdxicos con semillas se cal-
cularon usando un programa computarizado de
la Agencia de Proteccion Ambiental de los Esta-
dos Unidos (USEPA), empleando el método de
interpolacion lineal para toxicidad subletal y cal-
culando la concentracién de inhibicion media
(Clso) (EPA, 1993).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 muestra los valores comparativos de
inhibicion de crecimiento radicular (punto final de
lectura) en términos de Clso en los ensayos
ecotoxicologicos con las cuatro plantas vasculares.
Ninguna especie fue en todos los casos la mas sen-
sible a los tres metales pesados ensayados. Para el
Cr®" se observo el siguiente orden decreciente de
ecotoxicidad: O. sativa > B. vulgaris > A. cepa> R.
sativus. Para el Hg*" se encontrd la siguiente secuen-
cia: B. vulgaris > R. sativus ~ O. sativa > A. cepa.
Para el Pb* se encontrd la siguiente secuencia: B.
vulgaris > A. cepa > R. sativus > O. sativa. La se-
cuencia de sensibilidad promedio en orden decre-
ciente fue: Hg*" > Cr®" > Pb*".

Los Cuadros 2 al 4 sefialan los porcentajes de
inhibicion del crecimiento radicular de las cua-
tro plantas vasculares a las cinco concentracio-
nes de cada uno de los tres metales, indicando
las diferencias significativas en los porcenta-

jes de inhibicion entre las concentraciones eva-
luadas. En todos los casos, el porcentaje de in-
hibicion se increment6 con la concentracion del
toxico.

La comparacion de resultados entre reportes es
complicada para diferentes especies de plantas
vasculares por las diferencias en la sensibilidad
de las especies, por las diferencias en los tiem-
pos de exposicion, puntos finales de lectura y de
evaluacion (Rosa et al., 1999; Arkhipchuk y
Garanko, 2002). Inclusive la edad de las semi-
llas debe ser tomada en consideracidn, pues pu-
diera producir resultados diferentes (Arkhipchuk
et al., 2000). Este criterio no fue evaluado en la
presente investigacion.

Las semillas de B. vulgaris fueron relativamente
mas sensibles a la accion de los tres metales en
comparacion a las otras tres especies vegetales,
por lo que podria usarse para el monitoreo
ecotoxicologico de suelos contaminados por

Cuadro 1. Valores comparativos de inhibicion de crecimiento de radicula en términos de concentracién de
inhibicion media, Clso (mg L") para cuatro ensayos ecotoxicologicos con semillas de plantas terrestres
para la evaluacion de tres metales pesados.

Table 1. Comparative values of inhibition of root growth in terms of mean inhibition concentration, ICs) (mg
L"), for four ecotoxicological assays with seeds of terrestrial plants to evaluate three heavy metals.

Especie de planta Clyy(mgL")al192h

Cr+6 Hg+z Pb+2
Allium cepa L. 10,30 11,66 263
Beta vulgaris L. 6,28 0,51 28,44
Oriza sativa L. 4,58 5,47 438
Raphanus sativus L. 22,05 5,27 367

Cuadro 2. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radicular de cuatro plantas terrestres expuestas al cromo
(Cr*®) a 192 h de exposicion.
Table 2. Percentage of root growth inhibition of four terrestrial plants exposed 192 h to chromium (Cr).

Concentraciones Allium cepa Beta vulgaris  Oriza sativa  Raphanus sativus
(mg L)
0,625 12a 30a Oa 2a
1,25 07 a 60b 41b 2a
2,5 27b 59b 50b Ja
5 32b 64b 68 ¢ 13b
10 49 ¢ 75b T3¢ 32¢

Promedios en una misma columna, seguidos por la misma letra, no difieren significativamente seglin prueba de
Tukey (P = 0,05).
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Cuadro 3. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radicular de cuatro plantas terrestres expuestas al

mercurio (Hg'?) a 192 h de exposicion.

Table 3. Percentage of root growth inhibition of four terrestrial plants exposed 192 h to mercury (H").

Concentraciones Allium cepa Beta vulgaris Oriza sativa Raphanus sativus
(mg L)
0,625 11a 55a Oa 9a
1,25 7a 55a 3a 22b
2,5 27b 65a 18b 32¢
5 32b 72 ab 46 ¢ 33¢
10 29b 78 b 100d 76 d

Promedios en una misma columna, seguidos por la misma letra, no difieren significativamente segin prueba de

Tukey (P = 0,05).

Cuadro 4. Porcentajes de inhibicion del crecimiento radicular de cuatro plantas terrestres expuestas al

plomo (Pb*?) a 192 h de exposicion.

Table 4. Percentage of root growth inhibition of four terrestrial plants exposed 192 h to lead (Pb™).

Concentraciones Allium cepa Beta vulgaris Oriza sativa Raphanus sativus
(mg L)
12,5 6a 30a Oa 8 a
25 8a 60 b 16b 22°b
50 15a 58D 18b 33 ¢
100 32b 64 be 32c¢ 33 ¢
200 37b 75¢ 34¢ 38 ¢

Promedios en una misma columna, seguidos por la misma letra, no difieren significativamente segiin prueba de

Tukey (P = 0,05).

relaves mineros (Cuadro 1). En contraste, las es-
pecies de plantas mas tolerantes a los tres meta-
les pesados, como R. sativus y A. cepa, permiten
su uso en donde las condiciones agroecologicas
permitan el cultivo de estas especies de impor-
tancia econdmica para la revegetacion durante el
abandono de depositos de relaves y desmontes
en la mediana y gran mineria (Calzado, 1997).

CONCLUSIONES

De acuerdo a lo obtenido en la presente investi-
gacion, ninguna de las cuatro especies vegeta-
les: cebolla, betarraga, arroz y rabanito, fue en
todos los casos la mas sensible a los tres metales
pesados ensayados. Para el Cr* se observo el si-
guiente orden decreciente de ecotoxicidad: O.
sativa > B. vulgaris > A. cepa > R. sativus. Para
el Hg* se encontrd la siguiente secuencia: B.
vulgaris > R. sativus ~ O. sativa > A. cepa. Para
el Pb* se encontrd la siguiente secuencia: B.
vulgaris > A. cepa > R. sativus > O. sativa. La

secuencia de sensibilidad promedio en orden de-
creciente fue: Hg** > Cr®" > Pb*".

Las semillas de B. vulgaris debido a su mayor
sensibilidad a la accion de los tres metales, po-
dria usarse para el monitoreo ecotoxicologico de
suelos contaminados por relaves mineros. En
contraste, las especies de plantas mas tolerantes
a los tres metales pesados, como R. sativus y A.
cepa, permiten su uso para la revegetacion en sue-
los afectados por la mineria
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