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RESUMEN

El efecto de metales pesados sobre los sistemas bioldgicos ha sido ampliamente abordado. En la presente
investigacion se evalu6 el efecto en los cambios de color y crecimiento de Spilanthes urensestimulados por
diferentes concentraciones de plomo (Pb) y cobre (Cu). Se utiliz6 un disefio experimental de estimulo creciente y
seleccion simple al azar, distribuido en cinco tratamientos con diez repeticiones, en cuyas unidades experimentales se
procesaron los andlisis quimicos siguiendo la metodologia de Bunsen y Kirchhoff y la calificacion de Likert. Los
datos fueron sometidos al analisis de varianza y regresion lineal simple. Se encontré que existe diferencias entre las
concentraciones de Pb y Cu aplicados en el disefio experimental; diferencias significativas entre tratamientos,
metales, tiempo transcurrido y partes de la planta; asimismo, que no existe relacion causa-efecto entre la influencia
de los elementos quimicos y el crecimiento de las partes de la planta, pero causa cambio de color en las raices del
vegetal. Se concluye que el Pb y el Cu causan cambios de color en las raices y tallo durante el crecimiento de S.
urens.
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ABSTRACT

The effect of heavy metals on biological systems has been extensively addressed. In this research the effect on
color changes and growth of Spilanthes urens stimulated by various concentrations of lead (Pb) and copper (Cu) was
evaluated. An experimental design of increased stimulation, simple random selection, distributed in five treatments
with ten repetitions, whose experimental units chemical analyzes were processed following the methodology of
Bunsen and Kirchhoff and Likert rating was used. Data were subjected to analysis of variance and linear regression.
It was found that there is difference between the concentrations of Pb and Cu used in experimental design;
significant differences between treatments, metals, elapsed time and plant parts; also, that there is no causal link
between the influence of the chemical elements and growth of the parts of the plant, but cause color change in the
roots of the plant. It was concluded that Pb and Cu cause color changes in the roots and stems during the growth of S.
urens.
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INTRODUCCION

Los metales pesados se encuentran generalmente como componentes naturales de la corteza terrestre, en
forma de minerales, sales u otros compuestos por tiempos indefinidos y no se degradan ni destruyen
facilmente de forma natural o bioldgica, ya que no tienen funciones metabdlicas especificas para los seres
vivosl.

Entre los elementos quimicos existentes, los metales pesados son peligrosos porque tienden a
bioacumularse en diferentes seres vivos, siendo de especial trascendencia los cultivos agricolas, porque
significan una pérdida de calidad del producto y de todo el organismo en cierto periodo de tiempo,
comparada a la concentracion de dicho producto quimico en el ambiente?; a la vez que en proporciones
diversas, se pueden incorporar a otros organismos vivos (plantas y animales) por via del alimento, agua y
aire como medios de traslocacion, dependiendo de su movilidad en dichos medios3.

En algunos casos, muchos metales pesados se encuentran en pequefias cantidades (traza), como cobre
(Cu), selenio (Se) y zinc (Zn) y son esenciales para mantener un correcto metabolismo en los seres vivos y
en particular en el cuerpo humano; sin embargo, en concentraciones mas altas pueden causar alteraciones
metabdlicas o conducir al envenenamiento?.

Existen estudios tendientes a resolver la contaminacion originada por metales pesados en suelos y agua,
mediante estrategias basadas en el uso de plantas que tienen la propiedad de acumular metales pesados;
este proceso denominado “fitorremediacion” consiste en la remocidn, transferencia, estabilizacién y/o
degradacién y neutralizacion de compuestos organicos, inorganicos y radioactivos que resultan tdxicos en
suelos y agua, como es el caso de los estudios de extraccion de cadmio y plomo en plantas de Nicotiana
tabacum “tabaco™’; al mismo tiempo, se ha observado que algunas especies de plantas tienen ventajas
sobre otros organismos bioldgicos por la capacidad de almacenamiento en la semilla, aspecto que, no
obstantye, esta sujeto a variaciones de costos de mantenimiento, conservacion de ejemplares bioldgicos
con aporte e las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas; asi, se ha utilizado a la cebolla, Allium cepa
(Liliaceae), la betarraga, Beta vulgaris (Chenopodiaceae), el arroz, Oriza sativa (Poaceae) y el rabanito,
Raphanus sativus (Brassicaceae) para evaluar la toxicidad y el riesgo de sustancias quimicas peligrosas en
el ambiente, con resultados favorables®; sin embargo, el efecto de metales pesados sobre plantas
vasculares poco se conoce, pero se han experimentado algunos aspectos de la ecotoxicidad de metales
pesados empleando bioensayos sencillos y practicos para catalogar toxicologicamente muestras
ambientales contaminadas por plomo (Pb), mercurio y cromo, y al determinar los riegos, han contribuido a
tomar medidas para evaluar la perturbacion de los ecosistemas y promover alternativas de
biorremediacion’.

La sensibilidad de las especies vegetales a los metales pesados varia considerablemente a través de
reinos y familias, siendo las plantas vasculares ligeramente mas tolerantes, aspecto que puede ser atribuido
a factores genéticos y fisiologicos; por ejemplo, se ha demostrado el efecto del plomo en la reduccion del
crecimiento radicular y la frecuencia de células mitoticas y células aberrantes en cebolla, A. cepa’89. En
efecto, varios autores afirman que el Pb puede causar diversos dafios a las plantas y en diferentes grados
de acumulacion; sin embargo, en algunas especies, la acumulacion se produce a medida que se aumenta
las dosis en el suelo hasta niveles menores a 1000 mg por Kg-1 de suelo a la vez que tiende a
incrementarse rapidamente en los 6rganos de la planta hasta llegar a condiciones que no es tolerable y
mueren, debido a que los mecanismos de fitotoxicidad estan relacionadas con la permeabilidad de la
membrana celular, reacciones de grupos sulfidrilos (-SH) con cationes y afinidad para reaccionar con
grupos fosfatos45.10,

Dados a los antecedentes que explican la importancia de las especies vegetales que acumulan elementos
quimicos y la frecuente acumulacion de metales pesados en agua y suelos agricolas, es que se plantea la
necesidad de hacer nuevas experiencias utilizando plantas silvestres existentes en nuestro medio, como
Spilathes urens, con el objetivo determinar el efecto del plomo y cobre en los cambios de color y
crecimiento de la raiz y tallo en condiciones de laboratorio.
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MATERIAL Y METODOS

Material biologico

Estuvo constituido por Spilanthes urens ‘“‘turre macho”. Se tomo6 como poblacion a todas las plantas
encontradas durante una inspeccion generalizada en campo abierto, de donde se obtuvo la muestra en
forma aleatoria hasta completar 100 unidades, las mismas que fueron trasladadas al laboratorio en
condicion de planta adulta en baldes de cuatro litros de capacidad con agua potable al laboratorio de
Ecologia y Medio Ambiente, en la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de
Trujillo; para su aclimatacion y adaptacion con la perspectiva de evitar el estado de estrés!!,

El proceso de adaptacion y aclimatacion se realizd colocando los ejemplares en acuarios de vidrios de
cinco litros de capacidad durante 15 dias; haciendo el cambio de agua potable con frecuencia inter diaria,
manteniéndose con iluminacion constante haciendo uso de cuatro fluorescentes de 40 w, a fin de simular
su medio natural, cuyas condiciones fueron demostradas cuando los ejemplares conservaron su color
verde intenso, que sirvieron para el proceso experimental, de donde se utilizaran los brotes axilares que
fueron aislados y colocados en vasos de material acrilico de 100 mL de capacidad dispuestos en el disefio
experimental!2.

Para las pruebas experimentales, se prepararon soluciones patron de plomo utilizando el nitrato de plomo
[Pb(NOs):] y cobre a partir de sulfato de cobre [Cux(SO4)] a 1000 ppm, teniendo como referencia el peso
molecular, con la finalidad de hacer las diluciones correspondientes y disponerlos en el disefio
experimental de estimulo creciente organizado en tratamientos de 0; 25; 50; 75 y 100 ppm con diez
repeticiones, para tomar los datos referidos a las medidas de la longitud de raices y tallos un dia antes de
iniciar el agregado de plomo y cobre a las plantulas, utilizando un vernier mecanico y hacer las
observaciones y evaluaciones cualitativas de cambios de color, tomando como modelo la calificacion de la
Escala de Likert; utilizando la tabla de evaluacion con la referencia de los items y criterios valorados de 1
al 5, con grado de desacuerdo y acuerdo, para obtener la suma de puntuaciones de cada muestra y
correlacion de cada item, para asegurar la precision y fiabilidad de la escala!3. Asimismo, se desarrollo el
criterio de consistencia interna, que consistido en seleccionar el 25 % de las muestras con puntuaciones
maximas y el 25 % con puntuaciones minimas, ademas de evaluar la diferencia de promedios de cada item
y para realizar la escala se escogieron valores maximos de la diferencia de promedios y valores mayores a
0,20 para los andlisis de correlacion!4. Con los datos obtenidos, se procesé el andlisis de varianza para la
regresion lineal simple por el método de los minimos cuadrados, a fin de comprobar si los elementos
quimicos acumulados son causantes del efecto sobre el crecimiento de las raices y tallos de S. urens, cuyo
estimador del intersecto fue:

a=y—bx,

y la pendiente b = ——"—,
Y x2 _Ex)”
n

dénde: a, es el intercepto del efecto en eje “y”; b, la pendiente de la curva de regresion. Para la
evaluacion, de los criterios cualitativos se utilizo la Escala de Likert (Tabla 1), que permitié disponer
valores a los cambios de color en la raiz y tallo de S. urens, durante los 15 dias de exposicidon a los
metales!s.
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RESULTADOS

En la Tabla 2 se presenta el analisis de varianza para determinar la diferencia significativa entre los
tratamientos, partes de la planta, metales y tiempos de exposicion; en la Tabla 3, la comparaciéon de
promedios de la longitud de la raiz y tallo de Spilanthes urens, a los 15 dias de tratamiento usando el
método de la Minima Diferencia Significativa Honesta con valor referencial D= 0,12; en la Tabla 4, el
analisis de varianza de la regresion lineal, en las Tablas 5 y 6, las escalas de calificacion para los cambios
de color y crecimiento durante los 15 dias de tratamiento, que nos permite establecer referencias y
calificaciones cualitativas al observar los cambios en el color de la raiz y el tallo.

Tabla 1. Presentacion de items de calificacion de acuerdo a la escala de Likert (1997), sugerida por Ruiz (1998).

Items o criterios Puntuaciones

1 2 3 4 5

Cambio de color raiz (severo)

Crecimiento longitud de raiz.

Crecimiento de raices secundarias

Cambio de color de hojas apicales

Cambio de forma de cotiledones

Cambio de forma de las hojas apicales
Estrangulamiento del tallo

Engrosamiento del tallo

Aparicion de nuevas raices

Aumento de biomasa de raiz

Crecimiento de longitud de parte aérea (tallo y hojas)
Cambio de color de hojas

Aumento de biomasa de parte aérea (tallo y hojas)

Aumento del tiempo de germinacion

o0 ZE O A —~TZTO0Om@OUAOwW

Aumento del naimero de mortalidad

*1= totalmente en desacuerdo, 2= en descuerdo, 3= indiferente, 4= de acuerdo, 5= totalmente de acuerdo

Tabla 2: Andlisis de varianza de las medidas de longitud y concentraciones acumuladas en la raiz y el tallo de
Spilanthes urens sometidos a cinco tratamientos diferentes de plomo y cobre durante 15 dias.

Fuentes de variacion Suma de Grados de Cuadrado medio Fc Ft
cuadrados libertad

Tratamiento 4000,90 4 1000,22 39,80 2,40 *

Partes de planta 93,89 1 93,89 3,74 3,87

Metales 4845,70 1 4845,71 193,00 3,87 *

Tiempos 554,13 1 554,13 22,10 3,87 *

Repeticiones 7,09 9 0,78 0,03 1,91

Error 316,83 383 0,83

Total 9818,50 399

(*)Significancia
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DISCUSION

El analisis de varianza (tabla 1), explica la diferencia del valor estimado del cuadrado medio del error,
menor que las fuentes de variacion (tratamientos, metales, tiempos y partes de la planta); lo que permite
deducir que durante el proceso experimental los datos se han obtenido en 6ptimas condiciones, por lo
tanto son confiables para demostrar diferencias significativas desde el punto de vista estadistico,
confirmando con el valor Fisher (Fc) calculado mayor que el valor Fisher (Ft) tabulado; a diferencia de las
repeticiones y partes de la planta que el Fc es menor que Ft; lo que significa que no hay diferencia
significativa; es decir, que cada una de las unidades experimentales fueron dispuestas, procesadas y
evaluadas en las mismas condiciones, lo cual concuerda con el estudio realizado por Christie y Chen!6,
que trabajaron con Helianthus annuus L. tratados con cadmio, zinc y plomo en similares condiciones, y
que demostraron que dichos elementos se acumulan en mayor concentracion en las raices que en los
brotes.

Tabla 3: Prueba de comparacion de medias por el método de la Minima Diferencia Significativa Honesta, para la
longitud de raiz y tallo de Spilanthes urens sometidos a tratamientos diferentes de cobre durante 15 dias (D=0,12).

Parametros de evaluacion Promedio Significancia
Tratamientos (cm) T3 (50 ppm) 4,48 X
T2 (25 ppm) 4,56 X
T5 (100 ppm) 4.62 X
T1 (0 ppm) 4,71 X
T4 (75 ppm) 5,19 X
Tiempos Después 4,63 X
Antes 4,79 X
Metales Cobre 4,71 X
Plomo 4,83 X

Tabla 4: Analisis de varianza de la regresion lineal de las medidas de longitud de la raiz y tallo de Spilanthes urens
sometidos a cinco tratamientos diferentes de plomo y cobre durante 15 dias.

Fuentes de Variacion Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Fc Ft

Longitud Debido a la regresion 0,00025 1 0,00025 0,00285  10,12800
de raiz Error 0,26283 3 0,08761

(plomo)  Variacion total 0,26308 4 0,06577

Longitud Debido a la regresion 0,30270 1 0,30270 2,43262  10,12800
de tallo Error 0,37330 3 0,12443

(plomo)  Variacion total 0,67600 4 0,16900

Longitud Debido a la regresion 0,00600 1 0,00600 0,01600 10,12800
de raiz Error 1,26400 3 0,42100
(cobre) Variacion total 1,27000 4 0,31700

Longitud Debido a la regresion 0,84100 1 0,84100 427685 10,12800
de tallo Error 0,58992 3 0,19664
(cobre) Variacion total 1,43092 4 0,35773

La comparacion de los tratamientos, tiempos y metales presentados en lo tabla 2, tiene especial
importancia, puesto que indica que los tratamientos, tiempos y metales tienen diferencia significativa; es
decir que la acumulacion de plomo y cobre en la raiz y tallo de la planta no es la misma y tiene tendencia a
aumentar en relacion directa con el incremento de los elementos quimicos aplicados; es decir que la
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eficiencia de la raiz y el tallo de S. urens es mas eficaz a medida que aumenta las concentraciones de
exposicion, cuyos resultados son similares a un estudio anterior en el cual se observaron que la
acumulacion de plomo en tejidos aumento junto con el incremento del mismo en el medio de cultivo!”.
Con el anélisis de regresion lineal, para asegurar la relacion causa-efecto entre los elementos quimicos y el
crecimiento de las partes de la planta, se demuestra que dichos valores son totalmente independientes; es
decir que el crecimiento de la raiz y tallo, no tienen relacion con el plomo o con el cobre aplicado durante
los tratamientos, confirmando los reportes de Valles y Alarcon!® quienes afirma que la longitud de la raiz
de H. annus no se ve afectada cuando se aumenta la concentracion de plomo, sosteniendo que a
concentraciones de 500 uM, la longitud de la raiz, es el doble que del control; aunque existe una ligera
diferencia entre el peso de las raices finas (didmetros menores a 2 mm) y las raices gruesas.

Con la finalidad de conocer la respuesta del estimulo de plomo y cobre, se realizaron evaluaciones
cualitativas, tomando como modelo la escala de Likert, donde se evidenciaron que el plomo y del cobre
producen cambios de color en la raiz y tallo de S. urens, lo cual concuerda con el estudio realizado
anteiormente, donde se observaron que los metales pesados no afectan el crecimiento de las plantas por
una disminucion significativa del potencial osmético del sustrato, sino por su propia toxicidad, pero un
exceso de metales pesados o de sus quelatos solubles puede provocar una serie de alteraciones
bioquimicas y fisioldgicas, tal como ocurre con el plomo que causa alteraciones o sintomas de una
inhibicion del color y la forma de raiz, tallo y hojas, y que depende de ciertas especies de plantas, por lo
que los valores de calificacion es el resultado de los criterios de observacidon y el coeficiente de
correlacion (r) que cuando se acerca a 1, hay evidencias de que existe alta asociacion entre los criterios
evaluados y crecimiento en la planta, con 95% de confiabilidad, como sucedié en nuestra experiencia y
confirmado con la desviacion estandar que da referencia al porcentaje de promedios de cada criterio
evaluado que se encuentra sobre el promedio de la escala, por lo tanto la mayoria de criterios calificados
estan de acuerdo y totalmente de acuerdo con los cambios observados durante la experiencia!®-20,
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Tabla 5: Escala de Likert para medir los cambios de color y crecimiento en raiz y tallo de Spilanthes urens durante los 15 dias de tratamiento con plomo (ppm),
segun los items y criterios establecidos.

Criterios de consistencia interna

25% maximo puntaje de calificacion cualitativa X- 25% minimo puntaje de calificacion cualitativa X min X mé)'(. -X or
max. min

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 21 22 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 31 32
a 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3 3 3,7 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 1,8 1,8 0,91
b 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 5 5 6,7 3 3 3 3 3 3 33 33 3 3 3.2 3.4
c 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 5 7,3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 5 33 4
d 5 5 5 5 5 5 5 5 5.5 2 2 8,4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 3,6 4.8 0,94
e 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9,3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 5,2
f 5 5 1 1 12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 5 7
g 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 1 1 16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 7 8,5 0,98
> 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26 18 18 3 13 13 13 13 13 13 13 13 13 14 14

Leyenda: Las letras indican el cambio de color y crecimiento de la raiz y el tallo: a: sin cambio (blanco). b: leve (crema y marrén). c: severo (negro). d: crecimiento de longitud de raiz y tallo. e:
engrosamiento de raiz y tallo. f: aparicion de nuevas raices. g: aumento de biomasa en raiz y tallo. X max: promedios maximos. X min: promedios minimos, r: coeficiente de correlacion.
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Tabla 6: Escala de Likert para medir los cambios de color y crecimiento en raiz y tallo de Spilanthes urens durante los 15 dias de tratamiento con cobre (ppm),
segun los items y criterios establecidos.

Criterios de consistencia interna

25% maximo puntaje de calificacion cualitativa X 25% minimo puntaje de calificacion cualitativa X X r
Ma mi  Max
X n -X
min
1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 21 22 3 32 33 34 35 36 37 38 39 40 11 12
1
a 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 2 2 4,5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1,2 33 1
b 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 32 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 3,2 0
c 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 5 5 33 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 4 4 4,8 -1,5
d 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 1 1 43 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3,3 1
e 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

f 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 1 1 4,3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 33 0,99

g 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 1 1 4,3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 33 1
> 27 27 27 27 27 27 27 27 27 27 15 15 1 13 13 13 13 13 13 13 13 13 14 14
3

Leyenda: Las letras indican el cambio de color y crecimiento de la raiz y el tallo: a: sin cambio (blanco). b: leve (crema y marrén). c: severo (negro). d: crecimiento de longitud de raiz y tallo. e:
engrosamiento de raiz y tallo. f: aparicion de nuevas raices. g: aumento de biomasa en raiz y tallo. X Max: promedios méximos. X min: promedios minimos, r: coeficiente de correlacion.
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CONCLUSIONES

o Spilanthes urens tiene la capacidad de acumular plomo y cobre en la raiz y tallo.
¢ Los elementos plomo y cobre no tienen influencia en el crecimiento de la raiz y tallo.

e Durante el proceso de acumulacion de los elementos quimicos, la planta sufre cambios de color en
la raiz y tallo.
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