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Resumen

Esta investigacion evaluo el efecto de cinco diferentes concentraciones de Oxido de Mercurio
HgO (0,6 - 15 - 25 - 50 y 10 mg/L) en tres especies vegetales ornamentales Heliconia
psittacorum L.F, Colocasia esculenta L.S y Sinapis alba L, como bioindicadores de la
contaminacion de suelos por Mercurio (Hg), mediante la valoracién del area foliar afectada
determinando el grado susceptibilidad a la contaminacion , y si las especies se ajustan como
bioindicadoras de HgO; vy la variacion en las propiedades fisico quimicas del suelo ( pH, vy
contenido de N, P, K).

Se tuvo un disefio experimental de blogues completos al azar con un tamafio muestral de
90 individuos, es decir seis (6) individuos para cada especie en relacion a cada dosis;
adicionalmente dos (2) individuo testigo. En torno al analisis estadistico aplicado a los datos, se
empleo el Coeficiente de Correlacion Spearman en el cual se evaluaron las correlaciones entre el
dafio foliar y los diferentes tratamientos aplicados; y un analisis de comparacion de medias a
través de la prueba T-student para muestras relacionadas en la cual se evaluaron las variaciones
entre los niveles de Nitrégeno, Fosforo, Potasio y pH en el suelo pre-tratamiento y pos-

tratamiento, haciendo uso del software IBM SPSS Stadistics.

El comportamiento metabolico y de foliacion en las especies vegetales evaluadas
H. psittacorum y C. esculenta se vieron afectados por la presencia del contaminante,
presentando disminucion de crecimiento radicular, disminucion en la capacidad de adsorcion de
nutrientes por la planta, indice de crecimiento menor, cambios en la clorofila del haz de sus hojas
y debilitamiento en sus tallos. Y en cuanto a las condiciones edafoldgicas estas se vieron
afectadas directamente frente a la presencia del Oxido de mercurio, disminuyendo los niveles
disponibles de nutrientes esenciales para los organismos como el Nitrdgeno y Potasio; los cuales
disminuyeron hasta en un 25% y 50% respectivamente, frente a la variabilidad de las

concentraciones de Oxido de Mercurio.

Palabras Claves: Bioensayo, Bioindicador, Oxido de Mercurio, Suelo.
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Abstract

This research evaluated the effect of five different concentrations of mercury oxide HgO
(0.6 - 1.5-25 - 5.0 and 10 mg/L) in three ornamental plant species Heliconia psittacorum,
Colocasia esculenta and Sinapis alba, as bioindicators of soil contamination by mercury (Hg),
through the valuation of leaf area affected by determining the degree susceptibility to pollution ,
and if species are adjusted as bioindicators of Juarez; and the variation in the chemical and

physical properties of the soil (pH, and content of N, P, K).

The experimental design was a randomized complete blocks with a sample size of 90
individuals, that is to say six (6) individuals for each species in relation to each dose;
additionally, two (2) individual witness. In the statistical analysis applied to the data, the
Spearman correlation coefficient in the evaluation of the correlations between the foliar damage
and the different treatments applied; and an analysis of comparison of means through the T-
Student test for related samples in which assessed the variations between the levels of nitrogen,
phosphorus, potassium and pH in the soil pre-treatment and post-treatment, making use of the
IBM SPSS software Stadistics.

The metabolic behavior and of leaf growth in plant species evaluated H. psittacorum and
C. esculenta is affected by the presence of the contaminant, presenting decrease of root growth,
decrease in the capacity of adsorption of nutrients by the plant, rate of growth, changes in the
chlorophyll of their leaves and weakness in their stems. And with regard to the soil condition
these were affected directly in front of the presence of mercury oxide, decreasing the available
levels of essential nutrients for agencies such as nitrogen and potassium, which declined by up to

25% in A and 50%, respectively, compared to the variability of concentrations of mercury.

Key Words: Bioassay, Bioindicator, Mercury Oxide, Soil.
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Introduccion

En Colombia los crecientes precios del petrdleo, carbon y oro han permitido que la economia
gire en torno a la exportacién de estos productos en los ultimos afios, siendo el oro el segundo
mineral de mayor produccion anual con 47,8 toneladas exportadas. Segun el censo minero
llevado a cabo por el Ministerio de Minas y Energia para el periodo 2010-2011 a nivel nacional
12 Departamentos desarrollan mineria aurifera, entre los cuales se encuentra Choco, Atlantico,
Narifio, Cundinamarca, entre otros; del material explotado por estas zonas el 31% es material
metalico, del cual el 86% no tiene un titulo minero legal, siendo el oro el mineral metélico que
mas extraccion ilegal presenta con un 90% (Ministerio de Minas y Energia Republica de
Colombia, 2012).

A causa de ese crecimiento minero aurifero ilegal en Colombia, la mayor problematica
ambiental es el cambio de uso y manejo del suelo, y la contaminacion por metales pesados como
el mercurio empleado en procesos de amalgamacion para obtencion del oro; siendo el suelo el
recurso mas afectado por la residualidad de este elemento que causa variaciones fisicoquimicas y
bioldgicas; modificando las concentraciones en las que estos se encuentran en el suelo, pudiendo
causar dafios al entorno o al organismo receptor (Azpilicueta, Pena, & Gallego, 2010). Adicional
a esto el mercurio se encuentra como Oxido de Mercurio en agroquimicos y fungicidas usados en
la agricultura, llegando a contaminar ecosistemas acuaticos por procesos de escorrentia o
infiltracion; haciendo necesario el desarrollo de técnicas de identificacion y recuperacion de

suelos.

Por esto la presente investigacion de tipo experimental con enfoque cuantitativo surgio
como iniciativa para dar respuesta a la problematica asociada a la carencia de informacion frente
a la recuperacioén de suelos contaminados por mercurio. En atencion a esto, desarrollado en seis
fases, el presente proyecto se basé en la evaluacion de tres especies vegetales con potencial
biorremediador debido a su capacidad de tolerar, absorber y translocar altos niveles de ciertos
metales pesados; como la Heliconia psittacorum (Heliconia), Colocasia esculenta (Malanga) y
Sinapis alba (mostaza amarilla), bioindicadoras de la contaminacion de suelos por mercurio

(Hg). Esta evaluacion de especies se desarrollé a partir de bioensayos a diferentes niveles de
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Oxido de Mercurio, y a partir de la evaluacion del area foliar y en los parametros fisico quimicos
del suelo en funcidn de estos se determiné el grado susceptibilidad a la contaminacién por Oxido
de Mercurio. Considerando esto se logré identificar la especie vegetal que presento mayor
afinidad como bioindicadora de los suelos contaminados, se generd una base de datos cualitativa
y cuantitativa del dafio foliar en cada especie, y finalmente se da continuidad para que este

proyecto sirva como linea de investigacién para futuros proyectos.
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CAPITULO |

Planteamiento del Problema

Descripcion del problema

El mercurio (Hg) es un metal que presenta efectos nocivos sobre el medio ambiente y los seres
vivos, debido a su capacidad de bioacumularse afectando la integridad de los ecosistemas y la
salud del hombre (Olivero & Restrepo, 2002). En la presente investigacion no se empleara
Mercurio elemental; se utilizara Oxido de Mercurio (HgO), el cual es un compuesto inorganico
del Mercurio, y se encuentra presente en los pesticidas como insumo activo y en la atmosfera en
su forma inorganica oxidada Oxido de mercurio; el cual retorna al suelo y cuerpos hidricos por
precipitacion (ciclo del agua) causando una biotransformacion de este a metilmercurio causando

dafos en los ecosistemas, fauna y flora (Villarejo, 2014).

En el recurso suelo el mercurio genera variaciones fisicoquimicas y biol6gicas
modificando su equilibrio biogeoquimico y su capacidad de amortiguacion frente a los
contaminantes, haciéndolo mas vulnerable a futuros impactos ambientales (Crosara, n.d.). En
suelos agricolas esta capacidad de amortiguacion se ha definido como “Capacidad de Carga para
Metales Pesados” (Galan Huertos & Romero Baena, 2008), que se encuentra influenciada por las
propiedades y condiciones fisicoquimicas del suelo como el pH y potencial redox (Eh), mientras
que los constituyentes organicos e inorganicos del suelo son los que en gran medida condicionan
los mecanismos de retencion de metales por adsorcion, complejacién y precipitacion

fundamentalmente (Bernad, Sanz, Valifio, & Fernandez, 2006).

En Colombia la contaminacion a causa de este metal ha crecido proporcionalmente al
aumento de mineria aurifera artesanal que usa el Mercurio en procesos de amalgamacion, y por
diferencia de puntos de ebullicion se logra la separacion de los elementos, por lo que se genera
inicialmente una contaminacion atmosférica, que posteriormente se bioaumenta y biomagnifica

en la cadena trofica (Olivero & Restrepo, 2002)
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Adicionalmente, este elemento se encuentra como Oxido de Mercurio en agrogquimicos
como fungicidas e insecticidas, incrementando los niveles en el suelo debido a la residualidad
que tiene este metal, a su vez llega a contaminar ecosistemas acuaticos por procesos de

escorrentia, infiltracion y lixiviacion (Galan Huertos & Romero Baena, 2008).

De acuerdo a esto; en el departamento del Meta, la contaminacion por metales pesados en
especial por Mercurio o derivados como el Oxido de mercurio se presenta principalmente en los
municipios con actividad agricola intensiva, debido al uso de plaguicidas; sumado a la falta de
rotacién y descanso del terreno, presentando modificaciones en las condiciones edaficas de estos
(Mahecha, Trujillo, & Torres, 2015).

Debido a estas afectaciones ambientales se emplean formas de recuperacion de la
condiciones del suelo a través de la fitorremediacion, método de biorremediacion de suelos el
cual mediante plantas con caracteristicas de adsorcion de metales pesados son conocidas como
hiperacumuladoras y en su sistema retienen el contaminante; esta biodisponibilidad o adsorcién
se puede ver reflejada en las especies vegetales en su comportamiento, es decir en su

crecimiento, desarrollo reproductivo, sistema radicular, en su follaje o en sus tallos.

Formulacion Entorno al Problema

Con base en lo anterior, en el presente proyecto se realiz6 una investigacion que buscaba
realizar una caracterizacion a partir de especies vegetales ornamentales como bioindicadoras de
la contaminacién por Oxido de Mercurio (HgO), llegando a identificar la especie que presenta
mejor afinidad como bioindicadora y por ende biorremediadora de suelos, por esto se planted la
hipotesis ¢Coémo varia el crecimiento y porcentaje de area foliar afectada, en 3 especies de
plantas ornamentales con potencial bioindicador (Heliconia, mostaza amarilla y malanga) y las
propiedades fisico-quimicas del suelo (pH y contenido de fosforo, potasio y nitrégeno), como
efecto a diferentes concentraciones (control, T1, T2, T3, T4, T5) de Oxido de Mercurio con un
seguimiento en el tiempo; que serd llevado a cabo en un invernadero ubicado en predios de la

finca Danilo en el &rea urbana de la ciudad de Villavicencio?
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Objetivos

Objetivo General

Determinar la capacidad bioindicadora de tres especies de plantas ornamentales (Sinapis alba,
Heliconia psittacorum y Colocasia esculenta) en suelos contaminados con Oxido de Mercurio,
con base en las propiedades fisico-quimicas del suelo, el crecimiento y area foliar de las plantas

afectada, en predios de la finca Danilo ubicada en el area urbana de la ciudad de Villavicencio.

Objetivos Especificos

e Determinar las condiciones fisico-quimicas del suelo antes y después de llevar acabo la

contaminacion artificial con Oxido de Mercurio.

e Evaluar el crecimiento y porcentaje de dafio en el area foliar de tres especies de plantas
afectadas por la contaminacion de suelos con diferentes concentraciones de Oxido de

mercurio.

e Determinar la especie vegetal que presenta mayor afinidad como bioindicadora de los

suelos contaminados por Oxido de mercurio.
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Justificacién

El Mercurio es un compuesto quimico utilizado ampliamente en diversas actividades econémicas
productivas; actualmente es utilizado en agricultura y la industria; principalmente en la mineria,
la siderurgia, industria de papel, eléctrica, de pinturas y la produccion de cloro. La peligrosidad
de este compuesto radica en su elevada toxicidad, bioacumulacion y biomagnificacion en los

seres vivos (fauna y flora) a lo largo de la red tréfica (Yarto, Gavilan, & Castro, 2004).

Los metales pesados como el Mercurio, y en general los elementos traza, estan presentes
en bajas concentraciones ("/kg) en la naturaleza, los suelos y las plantas, bajo diferentes
modalidades, ya sea en forma metélica, de vapor o gas, combinado con otros elementos
formando sales inorganicas o compuestos organicos (Yarto et al., 2004). Estos elementos son
componentes naturales de la corteza terrestre y no pueden ser degradados o destruidos; y
dependiendo las concentraciones en que se encuentres estos, pueden causar diversos dafios al

entorno o al organismo receptor (Galan Huertos & Romero Baena, 2008).

Debido a los peligros criticos para la salud humana y el ambiente que se relacionan con
los metales pesados como él mercurio; cientificos han estudiado sus efectos, haciendo énfasis en
técnicas de recuperacion de suelos como la biorremediacion y fitorremediacion (Azevedo &
Rodriguez, 2012).

En vista de esto existen gran variedad de técnicas o modelos mediante los cuales se
estudia y analiza la toxicidad de los metales en el suelo; uno de estos modelos es el uso de
plantas como bioindicadoras de la contaminacion por ciertos metales en el suelo, dependiendo la
especie y las propiedades de translocacion o secuestro de metal que estas tengan, haciendo de
estos, unos rasgos Unicos que las convierten en individuos de estudio para bioensayos (Azevedo
& Rodriguez, 2012)

En primer lugar, el caracter de productor primario del as plantas en la cadena alimenticia,
es de vital importancia para comprender el efecto toxico del mercurio o compuestos de este en

las plantas, e igualmente como las biomagnificaciones de estos tdxicos afectan a los individuos
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consumidores. Ademas de esto algunas especies desarrollan mecanismos de aceptacion a la
exposicion de toxicos; algunas pueden regular la cantidad de contaminantes que retiene, o tolerar
el efecto dafiino; estas plantas son conocidas como hiperacumuladoras, que son aquellas especies
que pueden sobrevivir a pesar de concentrar, en la parte aérea, (foliar o radicular) contaminantes

en altas dosis (Azevedo & Rodriguez, 2012)

Estas técnicas de recuperacion de suelos afectados por la contaminacion de metales
pesados, es poco conocida y aplicada a nivel nacional en Colombia, y ain mas en el

Departamento del Meta.

Por consiguiente partiendo de la necesidad de aplicar nuevas técnicas que favorezcan la
remediacion de ambientes contaminados surgié la iniciativa de plantear un proyecto de
investigacion que permitiera dar respuesta a la problematica asociada a la carencia de
informacion referente a zonas contaminadas con mercurio debido a la mineria artesanal y al uso
de plaguicidas con Oxido de Mercurio como ingrediente activo, por medio del analisis
comparativo entre especies vegetales ornamentales como la Mostaza Amarilla (Sinapis alba), la
Heliconia (Heliconia psittacorum) y la Malanga (Colocasia esculenta) cuyos requerimientos
nutricionales, climaticos, translocacion y retencion del mercurio, permiten su aplicacion como
especie acumuladora y por ende indicadora de contaminacién; con el fin de determinar cuél de
estas presenta mayor eficiencia como indicadora de este metal presente en el suelo (Delgadillo,
Gonzélez, Prieto, Villagbmez, & Acevedo, 2011). Estas especies fueron seleccionadas para esta
investigacion debido a su uso como agentes bioindicadores de fitorremediacién, indicando asi la
presencia de metales pesados en las zonas de estudio; debido a esta propiedad exclusiva de ellas
de captar y extraer el metal del suelo a través de sus raices concentrandolo en sus tejidos

(Salamanca, Parra, Sanchez, & Véasquez, 2013).

El presente proyecto surgié de una linea de investigacion diferente a otros estudios
similares en los cuales se usan especies vegetales alimenticios como la lechuga, lenteja, garbanzo
para ser individuos en bioensayos; por esto la presente investigacion se aplica el uso de especies
vegetales ornamentales no alimenticias (Millan et al., 2007); garantizando asi una seguridad

alimentaria al no emplear posibles alimentos de la dieta humana.
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Alcance del Proyecto

El presente proyecto tuvo como alcance, determinar la capacidad bioindicadora de tres especies
vegetales ornamentales (Sinapis alba, Heliconia psittacorum y Colocasia esculenta) en suelos
contaminados con mercurio, con base en las propiedades fisicoquimicas del suelo, el crecimiento
y area foliar de las plantas afectadas. Para esto, se llevaron a cabo bioensayos por medio del
riego, en un tiempo de exposicion de dos meses, en los cuales se midié conjuntamente los

parametros fisicoquimicos del suelo y el porcentaje de area foliar afectada en las plantulas.

Este estudio de analisis cuantitativo (pruebas de laboratorio y pruebas piloto de cultivo)
se desarrollo a través de un invernadero situado en la finca Danilo ubicada en el area urbana de la
ciudad de Villavicencio (Anexo 1); dando las mismas condiciones ambientales climaticas a todos
los individuos a lo largo del estudio, disminuyendo el sesgo de error. Al finalizar el tiempo de

exposicion se tomaron dos meses para la recopilacion, anélisis y elaboracion del informe final.
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CAPITULO I

Antecedentes

La contaminacién del suelo por metales pesados en especial por el mercurio como elemento,
materia prima o insumo crucial en muchas actividades antropicas, es hoy en dia una de las
problematicas ambientales méas importantes para la sociedad y la administracion de cualquier
ciudad o pais en el mundo. Dicha contaminacién del suelo se manifiesta cuando hay presencia de
concentraciones nocivas causando degradacion y perdida productiva de este (Galan Huertos &
Romero Baena, 2008). Frente a esta problematica se han hecho estudios a nivel mundial, que
abarcan diferentes areas en busca de una solucion poniendo en practica diversas técnicas de
biorremediacion de suelos, como la fitoextraccion, fitoestabilizacion, fitoinmovilizacion,

fitovolatilizacion y fitodegradacion.

Tal es el caso del estudio de rehabilitacion de suelos contaminados por mercurio (Hg)
desarrollado en la Comarca de Almadén Espafia, un parque minero con la concentracion natural
més grande de mercurio (300 Km?) que ha sido marcada por actividad minera de extraccién
desde hace méas de 2000 afos; sin embargo actualmente se encuentran cerradas las
excavaciones, debido a la necesidad de un cambio de uso del suelo. Para esto primero se realizé
un estudio integral de las posibilidades de fitorremediacién del Hg, mediante una caracterizacion
edafoldgica y botanica de la zona, y una seleccion de especies silvestres con resistencia al
mercurio. Realizando en paralelo ensayos en parcelas experimentales en condiciones controladas
utilizando especies agricolas (lenteja, berenjena, garbanzo, altramuz), evaluando el factor de
transferencia de Hg. Esto permitido seleccionar dos estrategias de fitorrecuperacion aplicables y
viables para los suelos afectados por la actividad minera y lograr la inmovilizacion del mercurio
por plantas silvestres, como lo son la fitoestabilizacidén y revegetalizacion de las zonas mas
degradadas de Almadén (Millan et al., 2007).

Asi mismo estas investigaciones no solo se basan en el uso de especies agricolas
alimentarias para la biorremediacion en suelo, o como bioindicadoras de contaminacion al

realizar el estudio integral edafologico. De acuerdo con esto se han desarrollado estudios
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practicos en los cuales se usan liquenes como bioindicadores de la contaminacién

medioambiental, de los cambios climaticos y de la estabilizacion del suelo.

Estos estudios han sido desarrollados principalmente en Europa, Norteamérica, Indonesia,
Malasia y Tailandia, dando como resultado una respuesta en el area foliar de las especies de
estudio (Lobariaceae. spp, Thelotremataceaea. spp) frente las perturbaciones en los bosques
templados y tropicales por contaminacion con metales pesados y radiactivos. De igual manera en
la region de Hong Kong de la republica popular de China se utilizaron estas especies vegetales
(liquenes) como bioindicadoras de contaminacion atmosférica y otros tipos de perturbaciones
medio ambientales; refiriéndose principalmente, a la deforestacion, frente a la que estas especies
son muy sensibles, y su desaparicion pone en peligro la biodiversidad liquenica en Hong Kong
(Hawksworth, Iturriaga, & Crespo, 2005).

Un estudio similar de microrremediacion con hongos y liquenes como bioindicadores se
desarroll6 en la Ciudad de México D.F y Guadalajara a traves de un estado del arte para evaluar
el grado de disturbio o salud de un bosque, la calidad del suelo, o la presencia de contaminantes
ambientales por medio del uso de liquenes o hongos debido a la sensibilidad que tienen a los
contaminantes atmosféricos y condiciones de calidad edafologicas. Algunas de las especies de
hongos revisadas que presentaron mejor bio-indicacion de contaminacién por mercurio fueron
Agaricus arvensis, Boletus pinophilus, Calocybe gambosa, Lepista nuda; dada la habilidad de
acumular en cantidades mas altas que las plantas debido al contacto directo y extenso de las hifas
con el sustrato donde crecen asi como a su capacidad osmotréfica. Sin embargo es posible que
no sean indicadores confiables de la contaminacion por mercurio debido al trafico vehicular, ya
que este se disemina en forma efectiva a traves del aire (Gonzélez, Vallarino, Pérez & Low,
2014).

Por otra parte, a nivel de Latinoamérica los estudios realizados frente a la contaminacion
por metales pesados en el suelo giran en torno a las actividades antrépicas como la mineria
aurifera, causante del fendémeno de biomagnificacion de contaminantes debido a sus procesos de
obtencion del oro, especificamente el mercurio. Tal es el caso del estado de Zacatecas México,
donde los residuos mineros generados entre 1570-1820 depositados en sus planicies, han

provocado un aumento en la preocupacion publica sobre la estabilidad de estos. Para determinar
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el posible riesgo a la salud y al ambiente, se cuantific la cantidad de mercurio total en las
muestras de suelo agricola; y se realizd una extraccién quimica secuencial de mercurio para
aquellas muestras que presentaron concentraciones superiores al limite recomendado por las
normas internacionales para suelos. Logrando asi, identificar que la mayor proporcion del
mercurio en los residuos de mineria se encuentra en especies quimicas estables (elemental,
fuertemente enlazado, sulfuro de mercurio y residual), con bajo grado de disponibilidad, y de

igual manera concentraciones inferiores a los limites establecidos (Olmos et al., 2012).

De igual forma en Pueblo Libre Perq, se llevan a cabo investigaciones para la evaluacion
del riesgo ambiental en zonas contaminadas por metales pesados, empleando organismos
bioldgicos estandarizados, con el fin de evaluar el efecto fitotoxico de metales pesados como
Cr®*, Hg®* y Pb* en forma de dicromato de potasio (KCrzy7), cloruro de mercurio (Cl,Hg) y
acetato de plomo ((CH3C00),Pb), respectivamente, provenientes de la mineria; sobre el
crecimiento de ciertas especies de plantas vasculares alimentarias (cebolla, arroz, betarraga y
rabanito). Identificando asi a la especie betarraga (Beta vulgaris L), como bioindicador
ecotoxicolégico en suelos mineros. En contraste, las especies cebolla (Allium cepa L) y rabanito
(Raphanus sativus L), siendo més tolerables a los metales pesados, permiten su uso para la

revegetacion en suelos afectados por la mineria (lannacone & Alvarifio, 2005).

Asi mismo a nivel nacional en Colombia se han desarrollado estudios enfocados en zonas
donde la mineria no es su principal actividad econémica pero si de gran influencia frente a los
problemas ambientales. Tal es el caso del municipio de Barranco de Loba al sur de Bolivar;
donde la contaminacion por mercurio (Hg) tiene niveles altos y se busca ser remediada mediante
la utilizacién de plantas hiperacumuladoras como el guarumo (Cecropia peltata), sin presentar
efectos toxicos considerables. Se determind la influencia del grado de contaminacion, y tiempo
de crecimiento del guarumo, sobre la tasa de remocion de mercurio en el suelo. Para ello se tomd
una poblacion de 80 plantulas inicialmente sembradas en suelo libre de mercurio y
posteriormente sembradas en suelo contaminado. Finalmente el analisis de mercurio total se
realiz6 empleando espectroscopia de absorcion atdbmica mediante la técnica de vapor frio. Esta
especie presento mayor acumulacion en raices y hojas; esto debido a que las raices estan

expuestas directamente al mercurio, y las hojas por ser su ultimo receptor; llegando a absorber un
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33% del mercurio presente en el suelo, mostrando una significativa capacidad para ser empleada

en fitorremediacidn de suelos contaminados (Vidal, Marrugo, Jaramillo, & Perez, 2010).

Un caso similar se presentd en el municipio de Segovia en el departamento Antioquia,
donde se busca a través del uso de plantulas arbustivas de mostaza negra (Brassica nigra), y
arboreas como el guarumo (Cecropia peltata), la biorremediacion de suelos contaminados con
Cianuro y Mercurio en procesos de mineria aurifera, y una disposicion final adecuada para las
especies al finalizar el estudio. Para este estudio se empled una metodologia con base en dos
técnicas de exposicién de los contaminantes, una se basé en realizar dos ensayos donde las
semillas de mostaza negra se pusieron a germinar en dos sistemas, uno de ellos en suelo
contaminado con diferentes concentraciones del metal pesado y se determino el porcentaje de
germinacion. La otra fue en un medio libre de contaminantes y luego de la germinacién de las
semillas, fueron trasplantadas a los suelos contaminados con diferentes concentraciones, y se
denomino trasplante. A partir de esto se concluyo, que las concentraciones de mercurio y
cianuro, afectan notoriamente la germinacion de las semillas de las plantulas en un 50% en la
técnica de germinacion, sin embargo en la técnica de trasplante no se ve afectado el desarrollo de
las plantulas. Esta especie presento un porcentaje de remocion similar al guarumo de hasta el

40%, ratificando asi su caracteristica como hiperacumuladora de mercurio (Corrales, 2014)

Del mismo modo en el departamento del Valle del Cauca, en la ciudad de Cali-Colombia,
especificamente en la micro-estacion de investigacion de Biologia, de la Universidad del Valle,
campus Meléndez, donde se llevd a cabo un estudio, en el cual se evalud el efecto de las
concentraciones de los metales pesados Hg.,, Cd.,, Cr.s, Pbiy, en la respuesta fisiologica y
acumulacion de MP de las especies: Malanga (Colocasia esculenta), Heliconia (Heliconia
psittacorum) y cafia brava (Gynerium sagittatum), sembradas en humedales sub-superficiales de
flujo horizontal para el tratamiento de lixiviados de relleno sanitario. El analisis de datos se
desarroll6 con base en el factor de translocacion de cada especie, el cual fue calculado dividiendo
la concentracién de metal acumulado en el tejido aéreo de la planta entre la concentracion de
metal acumulado en el tejido subterraneo de la planta; las concentraciones fueron reportadas en
peso seco, Y la produccion de clorofila en cada una de estas, debido a que la presencia de los
metales pesados en el medio, pudo activar el mecanismo de defensa de la planta ocasionando una

mayor produccion de enzimas ; concluyendo asi que la Malanga y Heliconia fueron las especies
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vegetales de mayor concentracién de clorofila durante el estudio; y se demostré un buen
desempefio de las especies para ser clasificadas como acumuladoras de los metales pesados
estudiados en este trabajo. La cafia brava fue la especie con el mejor desempefio para los cuatro
metales, seguido de la heliconia y la colocasia respectivamente (Madera, Salamanca, & Solarte,
2014)

De igual manera las investigaciones se enfocan en aquellas zonas que implementan
tecnologias hacia el rendimiento de los sistemas agricolas mediante el uso de plaguicidas,
fertilizantes y pesticidas, ya que son potenciales fuentes de metales pesados. Por esto en suelos
agricolas del valle medio y bajo del rio Sint en el departamento de Cordoba, se han detectado
niveles de contaminacion por metales pesados, como el mercurio; a causa del uso excesivo de
agroquimicos en los cultivos; siendo este punto de partida para investigaciones acerca de que tan
elevados son o si cumplen los limites maximos permisibles. La determinacion especificamente
de los niveles de mercurio se hizo mediante la técnica de absorcion atémica con Vapor frio;
llegando a concluir que estos se manifiestan en rangos minimos que oscilan entre 0.042 — 0.410
Mo/g, y que a pesar de estar en bajas concentraciones, estas pueden variar al estar asociados otros
factores aportantes como la precipitacion himeda o seca del mercurio atmosférico de minas
cercanas que puede viajar por cientos de kilometros antes de ser depositado causando

contaminacion (Rogueme, Pinedo, Marrugo, & Aparicio, 2014).

Asi mismo en el departamento del Meta, los suelos agricolas de la region del Ariari,
municipio de Fuente de Oro, presentan contenidos de metales pesados debido al sometimiento
del suelo a usos agricolas intensivos por mas de 10 afios. Tras un muestreo aleatorio y posterior
analisis en laboratorio, se determind que las concentraciones de los metales estudiados (Zn, Cu,
Pb, Cr, Ni), ninguno supera los limites maximos permisibles planteados por la Agencia de
proteccion ambiental de los Estados Unidos. Asi mismo, segun los parametros fisico-quimicos,
es probable que los metales pesados estén movilizandose en la matriz suelo-planta (Mahecha et
al., 2015)

Es por esto que estas investigaciones son base conceptual para plantear alternativas que
permitan dar respuesta a la problematica asociada a la recuperacién de suelos contaminados con

mercurio debido a la mineria artesanal y al uso de plaguicidas en cultivos agricolas. Por lo cual
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este proyecto plantea por medio de un andlisis comparativo entre especies vegetales
ornamentales con potencial fitorremediador, determinar cuél presenta mayor eficiencia como

bioindicadora de la presencia de mercurio (Hg) en el suelo.
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CAPITULO 111

Marco de Referencia

Marco Tedrico

El recurso Suelo y su Contaminacion

El suelo es un recurso y componente vital como soporte fisico de los seres vivos, y fuente
primordial de materias primas utilizadas por el hombre para desarrollar su condicion de vida.
Ademas es un mecanismo natural amortiguador de la biosfera que controla el transporte de

elementos y sustancias quimicas a la atmosfera, hidrosfera y biota (Solano, 2005) .

La contaminacion de este recurso es hoy en dia una de los temas ambientales méas
importantes para la sociedad y las autoridades competentes, a causa de esto la caracterizacion,
evaluacion y remediacion de este es uno de los principales retos ambientales por abordar en los
proximos afos (Galan Huertos & Romero Baena, 2008). . La contaminacion edafica, es toda
alteracion natural o antrdpica de las caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas y geoldgicas del
suelo, modificando sus equilibrios biogeoquimicos y su capacidad de amortiguacion frente a los
contaminantes, haciéndolo méas vulnerable a futuros impactos ambientales (Crosara, n.d.). Una
de las contaminaciones mas evidentes en la actualidad frente a este recurso es la contaminacion

por inclusion de metales pesados a este debido a actividades antrdpicas.

Contaminacion por Metales pesados

Se entiende por metales pesados a todos aquellos elementos quimicos metalicos que poseen una
densidad alta y pueden llegar a ser tdxicos 0 venenosos en concentraciones pequefias, causando
diversos dafios al entorno o al organismo receptor (Galan Huertos & Romero Baena, 2008).
Entre los metales pesados se encuentran dos grandes categorias: los metales no esenciales como
él Plomo (Pb), Cadmio (Cd), Arsénico (As), Cromo (Cr), Talio (TI) y Mercurio (Hg)), y los
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metales traza como el Cobalto (Co), Cobre (Cu), Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Molibdeno
(Mo), Vanadio (V), Selenio (Se), y Zinc (Zn).

Los metales pesados, y en general los elementos traza, estdn presentes en bajas
concentraciones (mg/kg) en la corteza terrestre, los suelos y las plantas; y la presencia de
concentraciones nocivas de estos en los suelos es una degradacién denominada contaminacion.
Los elementos traza en los suelos pueden ser de origen geogénico o antropogénico. Los
elementos de origen geogénico proceden de la roca madre, de actividad volcanica, o de la
lixiviacién de mineralizaciones, son naturales y esenciales para el suelo. Los metales pesados
antropogénicos derivan de residuos peligrosos, procedentes de actividades industriales, mineria,

industria agricola, y residuos sélidos urbanos (RSU) (Galan Huertos & Romero Baena, 2008).

Sin embargo, el suelo actda generalmente como una barrera protectora la cual filtra,
descompone, neutraliza y almacena contaminantes, evitando asi su biodisponibilidad. Esta
capacidad depuradora del suelo depende de los contenidos en materia organica, carbonatos,
oxihidrdxidos de hierro y manganeso, asi como el tipo de minerales de la arcilla, la capacidad de
cambio cationico del suelo, el pH y Eh (Potencial de 6xido-reduccion), textura, permeabilidad y
actividad Microbiana (Galan Huertos & Romero Baena, 2008). El poder amortiguador que posee
el suelo representa la capacidad que tiene para controlar los efectos negativos de los
contaminantes presentes en él y volverlos inocuos o inactivos. Para los suelos agricolas se ha
definido la denominada Capacidad de Carga para Metales Pesados, que se encuentra influenciada
por las propiedades y condiciones fisico-quimicas del suelo en el que se encuentran, como pH y
Eh, mientras que los constituyentes organicos e inorganicos del suelo son los que en gran medida
condicionan los mecanismos de retencidon de metales por adsorcion, complejacion y precipitacién

fundamentalmente (Bernad et al., 2006).

Especiacion del Mercurio (Hg) en el ambiente

“El mercurio es un elemento metalico de transicion en el sistema periddico, de color plateado de

masa atomica 200.59, ligeramente volatil a temperatura ambiente, y se solidifica a una presion de
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7,640 atmdsferas; se disuelve en acido nitrico y en acido sulfurico, tiene un punto de fusién
de -39 °C, un punto de ebullicion de 357 °C y una densidad relativa de 13.5” (Yarto et al., 2004).

Este se presenta en la naturaleza bajo diferentes modalidades, algunos de los compuestos
organicos mas presentes en la corteza terrestre son: Cloruro de mercurio (HgCl), cloruro
mercurico (HgCl,), (HgO) oxido de mercurio, (HgS) sulfuro mercurico, Hg (NOs) nitrato de
mercurio HgSO,4, Hg (CNO), cianato de mercurio, y Hg (OH), hidroxido de mercurio (Yarto et
al., 2004).

En la presente investigacion no se empleara Mercurio elemental; se utilizara Oxido de
Mercurio (HgO), el cual es un compuesto inorgénico del Mercurio, y se encuentra presente en
los pesticidas como insumo activo. EI Oxido de Mercurio es un solido cristalino de color
amarillo o rojo; cuyas propiedades fisicas son: peso molecular es de 216,59 g/mol, densidad de
11,14 glem® y punto de fusién de 500°C. Este compuesto es empleado ampliamente en la
industria eléctrica, aurifera, de catalizadores y terapéutica debido a su solubilidad en &cidos
organicos; debido a que este es uno de los compuestos mas contaminantes y presentes en la
atmosfera terrestre, como consecuencia a las reacciones de transformacion llevadas a cabo en la

atmosfera y estratosfera de mercurio puro (Hg) a su forma oxidada (Hg®") (Villarejo, 2014).

Biodisponibilidad de metales pesados en las Plantas

El grado de contaminacion del suelo debe ser estimado teniendo en cuenta la biodisponibilidad o
la posible asimilacion por los organismos del suelo del contaminante, la cual se determina por la
competencia entre el sistema radicular de la planta, la solucién del suelo y la fase sélida del suelo
(Bernad et al., 2006). Esta biodisponibilidad se puede ver reflejada en las especies vegetales en
su comportamiento, es decir en su crecimiento, desarrollo reproductivo, sistema radicular, en su

follaje o en sus tallos.

Algunas plantas presentan mecanismos muy eficientes para poder adquirir metales
pesados que pueden estar en bajas concentraciones en el suelo, y son conocidas como

hiperacumuladoras. Todas las plantas poseen un potencial para absorber una amplia variedad de
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metales del suelo, pero, la mayor parte de las plantas tienden solamente a tomar los metales que
son esenciales para su supervivencia y desarrollo. Sin embargo hay un ndmero reducido de
especies que pueden tolerar, absorber y translocar altos niveles de ciertos metales, estas son las

Ilamadas hiperacumuladoras (Roque, n.d.)

Estas plantas hiperacumuladoras son especies usadas en investigaciones como agentes
bioindicadores de fitorremediacion, indicando asi la presencia de metales pesados en las zonas
de estudio; debido a esta propiedad exclusiva de ellas de captar y extraer el metal del suelo a
través de sus raices concentrandolo en sus tejidos. Dado esto para determinar esta
biodisponibilidad o asimilaciéon del contaminante por los organismos, en especial por la biota
vegetal; se realizara una comparacion entre las especies: Mostaza amarilla (Sinapis alba),
Heliconia (Heliconia psittacorum) y Malanga (Colocasia esculenta), como bioindicadores en la
contaminacion de suelos por Mercurio (Hg).

Heliconia psittacorum L.F

La Heliconia (Figura 1) es una planta perenne nativa de América de sur. Considerada originaria
de la Guayana Francesa, Venezuela, Colombia, Brasil, Panam4, Trinidad y Tobago, y Paraguay.
Su distribucidn geogréafica en Colombia es especialmente en los llanos orientales y en algunas

localidades de la selva Amazoénica y en la vertiente andina (Universidad de Antioquia, 2008)

Esta planta pertenece a la familia de las Heliconiaceae y del género Heliconia. Se halla
principalmente en el piso térmico tropical y de transicion al premontano. Entre sus caracteristicas
taxondmicas se encuentra como una hierba musoide a canoide, de 0.5 -1.5 m de altura; hojas con
peciolo de 11- 32 cm de largo, algunas de color rojo-naranjas por lo comun, con flores

anaranjadas, rojas o amarillas y con &pices verde-oscuro (Universidad de Antioquia, 2008)
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Figura 1. Heliconia psittacorum. Adaptado de “Universidad de Antioquia”, 2008.

Esta es una planta de uso ornamental, utilizada como flor de corte en la decoracion de
lugares abiertos como jardines urbanos o botanicos debido a su belleza natural. En un ambiente

natural esta planta se da en suelos arcillosos y con pH entre 4 y 6.

Al momento de la siembra en campo se debe tener en cuenta el tamafio del rizoma y la
bolsa, aunque es comun hacerse de 50 cm de didmetro por 30 cm de profundidad. En cuanto al
riego, en tiempos de verano un riego diario, y en volimenes que dependen de la incidencia
luminica, aproximadamente entre 7 y 9 mm diarios (Instituto Colombiano Agropecurio - ICA,
2012).

Esta planta tiene una morfologia compuesta por ramas rizomatosas con diferente patrén
de colonizacién vegetativa; sus vastagos generalmente rectos se producen en nimero diferente de
acuerdo con la especie. Cada vastago estd formado por un tallo (técnicamente Ilamado
pseudotallo) y hojas a menudo con inflorescencia terminal. Su tallo alcanza una longitud de 50
cm y varia dependiendo la especie; la hoja esta formada por un peciolo y una vaina sin ligula, la
vena central muy visible y nervaduras laterales paralelas interconectadas por nervaduras
terciarias. La lamina en general es de color verde pero en algunas especies estan tefiidas de rojo o

marron en el envés (Salamanca et al., 2013).

En cuanto su sistema radicular, la familia Heliconniaceae posee un sistema subterraneo,
es decir que se introducen en el suelo; y son del tipo (Figura 2) estas estan formadas por una

raiz principal mas gruesa y otras mas delgadas que salen de esta (Agromatica, 2014).
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Figura 2. Raiz Pivotante 0 Axonomorfas. Adaptado de “Agromatica”, 2014.

Se ha registrado que la especie de Heliconia (Heliconia psittacorum) tiene un gran
potencial de acumular altas concentraciones de elementos trazas altamente toxicos por lo que se
conoce como una planta acumuladora y puede ser usada para técnicas de biorremediacion
(Madera et al., 2014)

Colocasia esculenta L.S

La Malanga (Colocasia esculenta) (Figura 3) es una especie de planta herbacea de la familia
Avraceae y del género Colocasia. Esta posee un tubérculo esponjoso rico en almidon subterraneo
el cual alcanza un diametro de 6 cm; en la parte superior en el desarrollo de la planta, las hojas
son peltadas, con la lamina que alcanza aproximadamente de 32—36 cm de largo y 22-70 cm de
ancho (Universidad de Antioquia, 2008)

" i)
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Figura 3. Colocasia esculenta. Adaptado de “Cool Tropical Plants”, 2010.

Esta especie se encuentra a lo largo de toda América, se ubica en México, Islas de Caribe,
Centroamérica, Suramérica, Asia, Africa e Islas del océano pacifico y Australia. Usualmente
forman grandes agrupaciones alrededor de cuerpos de agua como manantiales, estanques,
canales y otras areas himedas(Catélogo de la Biodiversidad de Colombia, 2008).
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El crecimiento de esta planta tarda aproximadamente de 2 a 3 meses para obtener
plantulas de 30 cm; por esto al momento de plantar se debe contar con 30 cm de suelo plantable

debido al tamafio que alcanza esta (Cool Tropical Plants, 2010).

Esta planta presenta raices de tipo tuberosas (Figura 4), cuya estructura es fasciculada en

las que se producen engrosamientos por acumulacion de sustancias de reserva (Botanical, 2014).

Figura 4. Raices Tuberosas. Adaptado de “Botanical”, 2014

Se ha registrado que la especie de malnaga (Colocasia esculenta) tiene un gran potencial
de acumular altas concentraciones de elementos trazas altamente tdxicos por lo que se conoce
como una planta acumuladora y puede ser usada para técnicas de biorremediacion (Madera et al.,
2014).

Sinapis alba L.

La mostaza amarilla (Sinapis alba) es una especie anual dicotiledénea (hoja ancha),
perteneciente a la familia de las Brassicaceae cruciferas del genero Sinapis. Conocida en el

mercado como mostaza amarilla y cultivada comercialmente por sus semillas de mostaza.

La Sinapis alba (Figura 5) es una herbacea anual, que crece por la dispersion de las
semillas normalmente de 2 a 3,5 mm de didmetro; posee un tallo ramificado, cerdoso cubierto de
vellosidad (tricomas) ; alcanzando una altura entre 30-60 cm de altura, normalmente en suelos
fértiles alcanza de 50 a 120 cm de altura; las hojas inferiores tienen peciolo y I6bulos partidos, y
las superiores con peciolo y sinuado-dentadas; y un sistema radicular de tipo pivotante (Figura 2)

(Fondo Europeo de Desarrollo Regional, 2015).
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Figura 5. Sinapis alba. Adaptado de “NaturaGates, n.d.”.

Esta especie vegetal se desarrolla en préacticamente todo el mundo, sin embargo originaria
de la region mediterranea; adaptable a habitas de jardines, espacios baldios, vias férreas,

volviéndose sobreviviente y silvestre en lugares agrestes.

Esta planta cuenta con periodo de floracion entre los meses de Julio y Septiembre, el
poder germinativo de las semillas es muy bajo inmediatamente después de la maduracién, pero
alto una vez transcurrido el verano, superando facilmente el 90%; emergiendo con las lluvias de
otofio cuando las precipitaciones superan los 40-50 mm; florecerd y sobrevivira la plantula
siembre y cuando la humedad y temperatura sean favorables (Fondo Europeo de Desarrollo
Regional, 2015).

Se ha registrado que la especie de mostaza tiene un gran potencial de acumular altas
concentraciones de elementos trazas altamente toxicos por lo que se conoce como una planta

hiperacumuladora y puede ser usada para técnicas de biorremediacion (Corrales, 2014)

Bioensayos Toxicoldgicos en suelo

Al usar estas especies hiperacumuladoras como bioindicadoras de la presencia de metales
pesados en el suelo, llegando determinar la biodisponibilidad o asimilacion de estos en la biota
vegetal, y poder concluir cual especie presenta mayor afinidad como bioindicadora, se

desarrollaron bioensayos toxicologicos ex situ (Serrano, 2003).

Un bioensayo toxicologico, es una herramienta o prueba diagnostica usada para
determinar la concentracion y efecto de agentes fisicoquimicos téxicos sobre los organismos

(Pruebas dosis respuesta). Estos bioensayos pueden ser in situ o ex situ; para la investigacién
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fueron bioensayos ex situ, es decir se llevaron a cabo fuera del ecosistema del cual provine los

organismos o individuos de estudio (especies vegetales), por esto es importante contemplar un

tiempo adaptativo de las especies al entorno controlado de estudio (Serrano, 2003).

Tipos de Bioensayo

I.  Duracion o cantidad de especies

Ensayo de toxicidad aguda: Se produce un efecto letal o subletal sobre los

organismos en un periodo de exposicion corto (24 - 48 horas).

Ensayo multi-especies: Pruebas que incluyen mas de una especie, mediante las

cuales se evallan las alteraciones producidas por interacciones entre organismos.

Ensayo de toxicidad cronica: Genera efectos tdxicos a largo plazo, provocando
cambios en el metabolismo, crecimiento o supervivencia. Los ensayos se hacen

durante un largo periodo a una exposicion continua.

Il.  Método de incorporacion al sistema

Estatico: los organismos y soluciones de las pruebas son almacenados en camaras

durante el tiempo que dure la investigacion

Con recirculacion: es una mezcla entre el método estatico pero con circulacion

cambio de la solucién de estudio a través de las camaras.

Con renovacion: método estatico con circulacion o recambio en una parte de las

soluciones a las que estan expuestas los organismos.

De flujo continuo: la solucion se reemplaza a lo largo de todo el bioensayo

constantemente.

De igual forma dependiendo el tipo de investigacion, el toxico tiene diferentes vias de

administracion dependiendo el organismo que se use como medio indicador. En el caso de
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animales se puede administrar via oral en la comida, o por medio de inyecciones, por via
respiratoria o por contacto. En el caso de vegetales, la exposicion se puede realizar via sistémica

0 por contacto (Serrano, 2003).

Factores del disefio experimental para un bioensayo

Independientemente del tipo de bioensayo aplicado en la investigacion, todos tienen la misma
finalidad; ver la reaccién de un organismo (vegetal o animal) como respuesta a una exposicion
controlada de un téxico. Sin embargo hay factores que se deben tener en cuenta al momento de

aplicar el disefio experimental (Serrano, 2003):

I.  Seleccion y determinacion del organismo.

Los organismos deben pasar por un tiempo de adaptacion, con el fin de determinar la
buena condicion de este, comprobando que no ha sufrido cambios por el cambio de condiciones
ambientales o de transporte. Si durante este tiempo la mortalidad de especies es mayor al 1%, el

organismo no es adecuado para el bioensayo.

Il.  Réplicas

Para cada uno de los tratamientos se deben realizar replicas para mantener un tratamiento

estadistico adecuado.

I11.  Reparto aleatorio de los organismos entre los grupos

Para hacer las observaciones independientes es necesario mantener la aleatoriedad en el

reparto de organismos en los distintos grupos y ubicando cada organismo en una urna.

IVV. Determinacion del efecto

Dependiendo la investigacion el efecto a estudiar por cada método es diferente; algunas
veces es la mortalidad o algin efecto subletal que afecte el crecimiento, movilidad o cualquier

caracteristica propia del organismo de estudio.
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V. Controles

Todo disefio experimental debe contar con organismos control, los cuales no son
expuestos a €l bioensayo; por esto son fundamentales para determinar la fiabilidad y éxito del
experimento; debido a que la mortalidad en estos grupos debe ser nula.

VI.  Finalizacion del experimento

Una vez terminada la etapa experimental, se recolectan los datos y son analizados
estadisticamente. Asi mismo se debe considerar la limpieza de las areas trabajadas debido al

riesgo de permanencia del toxico.

Marco Conceptual

El Mercurio (Hg) es un metal que presenta efectos nocivos sobre el medio ambiente y los seres
vivos, debido a su capacidad de bioacumularse afectando la integridad de los ecosistemas y la
salud del hombre; se entiende por bioacumulacion al proceso por el cual los organismos que
viven en un medio que contiene una concentracion relativamente baja de unas sustancia quimica,
pueden llegar a acumular en sus tejidos dicha sustancia, alcanzando concentraciones mas altas de

lo existente en el medio (Galvan, 2010).

Cuando el toxico entra en contacto con el tejido vegetal o animal, este desarrolla una
biodisponibilidad, siendo esta la fraccion de una dosis quimica toxica de un compuesto, elemento
0 sustancia administrada, que entra en la circulacion sistémica de un organismo (Vegetal o
Animal) (Silbergeld, n.d.).

Una vez se presenta la contaminacion edafoldgica, esta puede causar la degradacion y
pérdida de productividad, repercutiendo negativamente en el comportamiento del mismo. Por
esto existen diversas técnicas mediante las cuales se busca recuperar o remediar este suelo
contaminado; una de estas herramientas es la fitorremediacion; este es un proceso que utiliza
plantas para remover, transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e
inorganicos) en el suelo, lodos y sedimentos, y puede aplicarse tanto in-situ como ex-situ
(Corrales, 2014).
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Las plantas que tienen la capacidad de absorber una amplia variedad de metales del suelo,
pero la mayor parte de las plantas tienden solamente a tomar los metales que son esenciales para
su supervivencia y desarrollo. Sin embrago algunas poseen un potencial de hiperacumulacién,
que es la capacidad de bioacumular, tolerar, absorber y traslocar altos niveles de ciertos metales

pesados, asi estos estén en bajas concentraciones en el medio (Roque, n.d.) .

Debido a esta capacidad de acumular elementos toxicos en altos niveles estas especies
vegetales son usadas en el d&mbito de la investigacion como bioindicadoras, es decir un
organismo vivo de origen vegetal o animal, utilizado para determinar y evaluar el indice de
contaminacion de un lugar (suelo, aire 0 agua) (Galvan, 2010); esta presencia se manifestaria
como una respuesta es decir una medicion del efecto bioldgico (muerte, cambios en la
reproduccioén, crecimiento, movimiento, fisionomia, entre otros) a una alteracion externa

(Universidad Autdnoma Metropolitana - Unidad Iztapalapa, n.d.).

Marco Legal

La normatividad ambiental nacional e internacional vigente aplicada al presente proyecto se
basa en torno a un marco legal comprendido por resoluciones, decretos, ordenanzas y leyes
pertenecientes a usos del suelo (Tabla 1), al uso de plaguicidas, pesticidas y fungicidas (Tabla 2);

y limites maximos permisibles del mercurio en suelos (Tabla 3).
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Tabla 1.
Marco legal normativo nacional colombiano para el factor suelo

Art 179

El aprovechamiento de los suelos deberd efectuarse de tal forma que se
mantenga su integridad fisica y su capacidad productora, evitar su

degradacion, lograr su recuperacion y asegurar su conservacion.

Art 182

Los suelos en estado de degradacion o explotacion seran tratados para

su recuperacion

SUELO

Art 184

Para actividades industriales se desarrollaran estudios ecoldgicos y se

adelantaran segun las normas la proteccion y conservacion de suelos.

Funciones de las corporaciones autonomas regionales en cuanto a la

proteccion del medio ambiente

Nota: Normatividad Colombiana del factor suelo correspondiente a Decretos y Leyes aplicables
al recurso. Adaptado de “Decreto Ley 2811/1974”, “Ley 99/93” & “Ley 388/97”; por
Dominguez, 2017.
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Tabla 2.
Marco legal normativo Nacional Colombiano para plaguicidas, fungicidas y pesticidas

Clasificacion toxicoldgica y del permiso de uso en el

pais de plaguicidas.

Decreto 1443 de Art 1 Medidas ambientales para el manejo de los plaguicidas,
PLAGICIDAS 2004 y para la prevencion y el manejo seguro de los desechos
PESTICIDAS o residuos peligrosos provenientes de los mismos
FUNGICIDAS
Art 17 Las autoridades ambientales controlaréan y vigilaran el

manejo de los plaguicidas, y de los residuos o desechos
peligrosos provenientes de los mismos.

Ley 822 de 2003 Art 2 El ICA sera la autoridad nacional competente
responsable de organizar y asegurar el desarrollo y

ejecucion de los procedimientos de registro y control de

los agroquimicos de uso agricola.

Nota: Normatividad Colombiana con base en Decretos, Leyes y Resoluciones aplicables al
manejo y disposicion de residuos de plaguicidas, funguicidas e insecticidas. Adaptado de
“Decreto 1843/1992”, “Decreto 1443/2004”, “Resolucion 150/2003” & “Ley 822/2003”; por
Dominguez, 2017.
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Tabla 3.
Marco Legal Normativo Colombiano para el Mercurio

Establece que el mercurio es una sustancia de interés sanitario

Ley 1658 de Art 3 Erradicacion el uso del mercurio en todo el territorio nacional, en

MERCURIO . . . .
2013 todos los procesos productivos industriales y productivos en un

plazo no mayor a diez (10) afios y para la mineria en un plazo

maximo de cinco afos.

Nota: Normatividad Colombiana correspondiente al uso, disposicion y LMP del Mercurio en
actividades antrépicas. Adaptado de “Decreto 1594/1984” & “Ley 1658/2013”; por Dominguez,
2017.

En cuanto a la legislacion ambiental internacional, se presentan los limites maximos
permisibles de mercurio en suelos dependiendo su uso y en plaguicidas, en paises como México,

Alemania, Chile Canadd, Estados Unidos y Union Europea. En la Tabla 4 se pueden observar los

limites maximos permisibles de metales pesados en suelos de uso agricola en distintos paises.

Tabla 4.
Concentracion maxima permitida de metales pesados en suelos agricolas.

Elemento (mg kg ™)
Pais
As Cd Cu Hg Ni Pb Se Zn Cr

Chile’ Macrozona norte pH >8,5 20 2 150 1.5 112 75 4 175 nn.

Macrozona Norte pH< 6,5 12,5 1,25 100 1 50 50 3 120 nn.

Macrozona surpH > 5 10 2 75 1 30 50 4 175 nn.
uUE? n.n. 1-3 50-140( 1-1,5 | 30-75 | 50-300 n.n. 150-300 | 100-150

Francia n.n. 2 100 1 50 100 nn. 300 150

Italia n.n. 1,5 100 1 75 200 n.n. 300 -

Espaiia n.n. 0,4 40 0.3 30 40 n.n. 100-150 60
Turquia® | Suelos pH > 5 n.n. 3 100 2 50 100 n.n. 300 100
Australia® | Suelos pH < 5 20 1 100 1 60 150 5 200 100
us® n.n 20 750 8 210 | 150 nn 1400 1500
Canada® | Suelos pH>6 14 1,6 100 0.5 32 60 1,6 220 20

Nota: LMP de metales pesados en el suelo de diferentes paises. Adaptado de “Servicio Agricola
y Ganadero de Chile, n.d.
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Segun la Agencia de proteccion Ambiental (EPA), hay una serie de valores de referencia
en cuanto a las concentraciones criticas o toxicas en el suelo en algunos paises para algunos

metales, como se evidencia en la Tabla 6 (Alcaino, 2012).

Tabla 5.
Concentracion critica de metales pesados en suelos, con efectos toxicos en la salud humana
Elemento | Rango normal en suelos | Concentracién critica en
{mg/kg) suelos (mg/kg) ()
Arsénico 0.01-8 20-50
Plomao 2-300 100-400
Cadmio 0.01-2 3-8
Niguel 2-750 100
Cobre 2-250 60-125
Zinc 1-900 70-400

Nota: Limites permisibles toxicos de metales pesados en el suelo con efecto en la salud pablica.
Adaptado de Alcaino, 2012.

La norma oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, establece criterios para
determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados por metales pesados
(Tabla 6) (Alcaino, 2012).

Tabla 6.
Concentraciones de referencia totales de la norma oficial mexicana

Contaminante Uso agricolafresidenciallcomercial Usa industrial
{mo/kg} {mgfkg)

Arsénico 22 260
Bario 5400 67000
Berilio 150 1900
Cadmio Y 450
Cromo Hexavalente 280 510
Mercurio 23 310
Niquel 1600 20000
Plata 380 5100
Plomo 400 BOO
Selenio 380 5100
Talio 52 67
Vanadio 78 10000

Nota: Concentracion de metales pesados en el suelo de México. Adaptado de Alcaino, 2012.
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CAPITULO IV

Metodologia

En este proyecto investigativo de caracter experimental, con enfoque cuantitativo se llevo a cabo
una medicion y registro de las variables respuesta de naturaleza arbitraria, que hacen referencia a
las propiedades cuya variacion con respecto al factor de disefio que es el foco de la indagacion
planteada. Por consiguiente las variables respuesta son las propiedades fisico-quimicas del suelo
(pH, contenido de Fosforo, Nitrogeno y Potasio), crecimiento y porcentaje de area foliar afectada
de las especies vegetales de estudio; y se establece como factor de disefio, el grado de
susceptibilidad a la contaminacion por diferentes concentraciones de Oxido de mercurio (control;
0.6; 1.5; 2.5; 5y 10 mg/L), en las variables respuesta; para evaluar la capacidad de las plantas

como bioindicadoras de la contaminacion de suelos por Oxido de mercurio.

En torno al andlisis estadistico aplicado a los datos, se utilizaron dos métodos estadisticos
haciendo uso del software IBM SPSS Stadistics; el primero el Coeficiente de Correlacion
Spearman, con el cual se evaluaron las correlaciones entre el dafio foliar y los diferentes
tratamientos aplicados en ambas especies vegetales, haciendo en primer lugar una comparacion
entre ambas especies, con el fin de identificar si la influencia del contaminante sobre el sistema
foliar es la misma en ambas especies y de esta forma, responder a las hipdtesis:

e H,: Los diferentes niveles de HgO producen diferentes efectos en ambas especies

e Hj: Los diferentes niveles de HgO producen mismos efectos en ambas especies

Seguido de una comparacion de bloques de cada especie por separado con el fin de
identificar la influencia del contaminante sobre el sistema foliar de cada especie, y de esta forma

dar respuesta a las hipétesis:

e H,: Todas las concentraciones de HgO producen el mismo dafio foliar

e Hj: A concentraciones mas altas de HgO el dafio foliar es mayor.

Para el segundo método de andlisis se utilizd una comparacion de medias a traves de la prueba

T-student para muestras relacionadas, en la cual se evaluaron las variaciones entre los niveles de
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Nitrégeno, Fosforo, Potasio y pH en el suelo, pre-tratamiento y pos-tratamiento en funcién de los
diferentes tratamientos aplicados en ambas especies vegetales, y de esta forma responder a las

hipotesis:

e Ho-Los niveles de nutrientes pos-tratamiento > a los niveles de nutrientes pretratamiento

e Hj=Los niveles de nutrientes pos-tratamiento < a los niveles de nutrientes pretratamiento

Area de Estudio

El estudio se llevo a cabo de manera ex-situ a través de un invernadero situado en la finca Danilo
(Latitud 4° 9.110° N — Longitud 73° 37.394° O) (Anexo 1), la cual estd ubicada en el area urbana
de la ciudad de Villavicencio (Figura 6); donde se ubicaron los individuos de estudio para cada
una de las especies, dandole a estos conjuntamente las mismas condiciones ambientales

climaticas a lo largo del estudio.

E1: Especie 1- Heliconia
E2: Especie 2- Colocasia
E3: Especie 3- Mostaza
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Figura 6. Estructura Fisica del Invernadero. Adaptado de Dominguez, 2017.

Tamario de la Muestra

El tamafio de la muestra se encuentra mediado por el numero de individuos de cada especie por
cada concentracion de Oxido de mercurio. Para esta investigacion se contemplaron seis (6)
individuos para cada especie en relacion a cada dosis, para un total de 90 individuos a los cuales

se les aplicaron los tratamientos (Figura 7).
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Adicional a estos seis individuos se evaluaron dos (2) mas que fueron plantas testigo las
cuales no tuvieron contacto con el contaminante y sirvieron de comparacion frente a los

individuos que si lo estuvieron a lo largo de la investigacion.

Control . T2. T3. T4. T5.
= @@ 009 000 000 000 000
000 000 000 000 000

Especie
N 1

Especie

N 1

Figura 7. Croquis de distribucion espacial de las especies de estudio. Adaptado de Dominguez,
2017.
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Fases Metodoldgicas de Investigacion

Para el desarrollo del estudio se plantearon seis (6) fases metodoldgicas, en las cuales se
establecieron los procedimientos necesarios para determinar la especie vegetal que presenta
mayor afinidad como bioindicadora de los suelos contaminados por mercurio de acuerdo a su

capacidad fitorremediadora.

Fase 1. Obtencion, preparacion y adaptacion de las muestras de suelo.

Se llevo a cabo la elaboracion del invernadero a partir de tubos de PVC, polisombra y malla
negra, de dimensiones 4m x 4m x 2m (Figura 6); en el cual se dispusieron los individuos de
estudio para cada una de las especies, dandole a estos conjuntamente las mismas condiciones

ambientales a lo largo del estudio.

Una vez establecida la zona de estudio se procedié a la obtencién del suelo natural sin
abono, en los cuales se trasplantaron los individuos de estudio y se llevo a cabo los bioensayos.
Asi mismo, este suelo se coloco en recipientes plasticos, los cuales permitieron aislar la porcion
de suelo y hacer recoleccion del mercurio que salia por filtracion a través de un sistema de

desaguie.
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Fase 2. Trasplante y adaptabilidad de las especies

Una vez se obtuvo el suelo de estudio se procedié a la compra y trasplante de las plantulas de
tres meses; por lo que fue necesario un periodo de adaptabilidad de 50 dias, en el que las plantas
pudieron adaptarse a las condiciones del suelo con el fin de determinar la buena condicion de
este, comprobando que no sufrié cambios o modificaciones por la variabilidad de las condiciones
ambientales o el transporte. Si durante este tiempo la mortalidad de especies hubiese sido mayor

al 1%, no era adecuada para el bioensayo.

Sin embargo, para un mejor crecimiento y desarrollo de las mismas se debe tener en

cuenta las caracteristicas fisicas, quimicas y los requerimientos nutricionales de cada una.

Fase 3. Estudio del suelo testigo previo a los bioensayos.

Transcurrido el tiempo de adaptabilidad de las plantas, se realizaron analisis en cuanto a las
propiedades fisicoquimicas del suelo testigo; esto con el fin de establecer la condiciones edéficas
iniciales (pH, densidad aparente, densidad real, contenido de materia orgénica, porosidad,
contenido de nitrégeno, fosforo y potasio). Lo anterior se desarroll6 a partir de un muestreo
compuesto representativo de cada bloque; para esto se tomaron muestras con un tubo de
muestreo del espacio de raices de la planta de arriba abajo; recolectando y mezclando bien de 8
a 10 muestras por cada bloque de suelo, es decir, en total 15 muestras de suelo compuestas,
asegurando resultados representativos. Posterior a esto las muestras fueron secadas al aire
durante 24 horas, y finalmente tamizadas; asumiendo una base comparativa en cuanto a la

reaccion del suelo frente a los bioensayos.

Fase 4. Desarrollo de los bioensayos.

Para definir la sensibilidad de las especies al Oxido de mercurio, se emplearon las siguientes
concentraciones 0.6; 1.5; 2.5; 5 y 10 mg/ L (lannacone & Alvarifio, 2005); dado que este
elemento en bajas dosis genera mayores riesgos para la salud humana, ya que pueden ser
absorbidos por el tejido humano y bioacumularse en algunos érganos; en el caso de las plantas

igualmente este tiende a bioacumularse y ser consumidos en la dieta diaria.
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El método de suministro del metal en estudio se hizo mediante una Unica disolucion del
Oxido de Mercurio en el agua de riego (250 ml para cada concentracion en ambas especies) cada
ocho (8) dias durante dos (2) meses para las plantas bioindicadoras, facilitando la absorcién de
este en el suelo y posterior transporte a las plantas a través del sistema radicular. Durante este
tiempo de exposicion se llevaron a cabo monitoreos de los pardmetros de estudio pre-tratamiento

y pos-tratamiento, llevando un control de los cambios foliares y de propiedades del suelo.

Fase 5. Medicion de los parametros fisico-quimicos edafoldgicos, y el porcentaje de

area foliar afectada.

En este proyecto las variables de respuesta fueron las propiedades fisico-quimicas del suelo
textura, color, densidad real y aparente, porosidad, pH, materia organica y contenido de Fosforo
(P), Nitrogeno (N) y Potasio (K)); y el porcentaje de area foliar afectada de las especies vegetales
de estudio (Anexo 2).

Para la medicion de los pardmetros fisico-quimicos del suelo se conté con la ayuda del
equipo de laboratorio La Motte STH-4 bésico, con el cual se llevd a cabo la medicion de los
parametros de pH, Nitrogeno, Fdsforo, Potasio y contenido de materia organica; y en cuanto a la

textura y el color se desarrollo teniendo en cuenta la Guia RASTA del CIAT.

Para las pruebas de laboratorio de los pardmetros fisico-quimicos del suelo se realiz6 un
proceso de extraccion de una muestra de extracto general de suelo inicial a partir de la cual se

tomaron muestras para las pruebas de pH, Potasio, Nitrégeno y Fosforo.

Tabla 7.
Mediacion de los parametros fisico-quimicos del suelo.

Para la medicion de estos parametros fisicos se desarroll6 el paso a paso propuesto

Textura y por la guia RASTA del Centro Internacional de Agricultural Tropical (CIAT),

Color determinando la textura del suelo de estudio a través del tacto, y el color por medio

de la comparacion con la carta de colores (Cock, Alvarez, & Estrada, 2011).
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Tabla 7. (Continuacion)

Densidad
Aparente

Para la prueba de pH se llen6 1/3 del tubo de ensayo con suelo y se agregd agua
desmineralizada (1155) hasta % de la parte superior y se agito. Posteriormente
afadir 5 gotas del reactivo de floculacién del suelo (5643WT) y se agito. Con la
ayuda de una pipeta se transfirio 1ml de la solucién a una de las placas de mancha
(0159) y una segunda muestra de 1ml a otra placa de punto. Finalmente se
adicionaron dos gotas de indicador diplex (2221) y se compar6 la reaccion de color

con la grafica de color duplex (1313).

La medicion de la densidad aparente se desarroll6 con base en la metodologia del
terrén parafinado del Manual de practicas de campo y del laboratorio de suelos del

centro agrario del Servicio Nacional de Aprendizaje (SENA) (Gomez Giraldo,

2013), aplicando una temperatura de 150°C durante 30 minutos para secar el

terron.

Materia

organica Humus

Para esta prueba se mezcl6 14 ml de agua desmineralizadora (1155) con una muestra
de suelo y se agito, se adicionaron dos medidas de 0,5g del reactivo Humus
Screening Reagent Powder (0698), se agito durante 1 minuto. Posteriormente se
afiadieron 15 gotas del reactivo de floculacion de suelo (5643), y se dejo reposar
durante varios minutos.

Con la ayuda de un papel filtro (0465) y un embudo (0459) se filtré la mezcla en un

tubo de extraccién y comparo con la carta de color humus color chart (1384).
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Tabla 7. (Continuacion)

Con la ayuda de una pipeta de 1 ml (0354) se tom6 una muestra de extracto general

de suelo inicial del tubo (0704) y transfirié a una placa de depreciacién de mancha
(0159); se afiadieron 10 gotas del reactivo Nitrate Reagent #1 (5146), y

posteriormente se adiciono 0,5 g de Nitrate Reagent 2 Power (5147) con la ayuda de

Nitrato

una cuchara (0698), se revolvio y dejo reposar. Por Gltimo se compar6 con la tabla
de comparacion de color de Nitrato de nitrdgeno (1315).

Nota: Metodologia pasé a paso aplicada en la medicion de los parametros fisico quimicos
edafoldgicos. “Adaptado del Manual La Motte STH-4 basico”, “Goémez Giraldo, 2013” & “Cock
et al., 2011”; por Dominguez, 2017.

Con respecto a la determinacién cualitativa de los efectos sobre el crecimiento y area
foliar afectada de las especies vegetales, se utilizd el Software CobCal, el cual esta disefiado para
el célculo de cobertura vegetal y basa su funcionamiento en la colorimetria, realizando una
medicion y cuantificacién de colores de la planta estudiada a partir de la seleccion de tres
colores, dos positivos (+) y que se tendran en cuanta al momento de hacer el calculo de area
foliar afectada, y uno negativo (-) que no sera tenido en cuenta por el software (INTA, 2011).

Siendo los colores positivos el area de la hoja afectada y la hoja en su area total.

Primero realizo un escaneo de las hojas correspondientes a las especies en estudio,
permitiendo al programa establecer el porcentaje afectado de la superficie muestral; esto en base
a un algoritmo especialmente disefiado para el procesamiento de las iméagenes digitales.

El célculo del area afectada, tomado de Ferrari, et al. (2009), es semiautomatico y se

debe proveer al programa de cierta informacion inicial para que pueda llegar al resultado,
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indicando varias imagenes, un area relevante a procesar y varios colores representativos para el

analisis.

Fase 6. Recopilacion y andlisis de los resultados obtenidos.

Las plantas tuvieron un seguimiento en cuanto a foliacion, desarrollo, caida de hojas asi como
cambios en la coloracion. Este seguimiento se realizé con un muestreo pre-tratamiento y otro
pos-tratamiento (Bioensayos), para reconocer la sensibilidad de las plantas a la dosificacion de
mercurio en suelo, haciendo registro del estado y variacion de los individuos respecto a las

muestras testigo.
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CAPITULO V

Resultados y andlisis de resultados

Atendiendo al objetivo general de esta investigacion, asi como considerando a los objetivos
especificos, en este capitulo se muestran los resultados obtenidos en el desarrollo de la quinta
fase metodologica la cual se divide en dos, la medicion de los parametros fisico-quimicos, vy el
analisis de porcentaje foliar afectado; estos seran presentados a través de una descripcion de los
procesos de laboratorio y de tablas, antes y después de los bioensayos. Finalmente se evidenciara

el analisis estadistico aplicado a los resultados haciendo uso del software IBM SPSS Stadistics.

En primer lugar se presentan los resultados de los andlisis preliminares edafoldgicos de
los pardmetros fisico-quimicos para determinar las condiciones iniciales del suelo y tener un

referente de comparacion previo a los bioensayos.
Resultados Edafoldgicos preliminares

1. Prueba de Texturay Color

Se logr6 determinar a través de pruebas organolépticas la textura y color del suelo en estudio

como se puede observar en la Tabla 8.

Tabla 8.
Analisis edafoldgico — Prueba de Textura y Color

Textura Prueba Organoléptica Arcillo-Arenoso (ArA)

Color Tabla de colores de Munsell 7.5YR 5/14 — 7.5YR 6/14
Nota: Resultados de la medicidn de los parametros fisicos del suelo. Adaptado de Dominguez,
2018.

Como se observa en la (Tabla 8) se logré determinar que el suelo en estudio es de textura
Arcillo-Arenoso (ArA) debido a que no es grumoso, es algo pegajoso, liso y en humedo los
terrones se desmenuzan con facilidad. Asi mismo en cuanto a la resistencia al rompimiento, en

suelo seco es dura con formacion de terrones, y en suelo himedo es friable.
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La gama de colores encontrada en el suelo corresponde a suelos marrones rojizos indicando
presencia de hierro (Figura 8). Como consecuencia a procesos de meteorizacion de los minerales
primarios que contienen hierro origina la aparicion de minerales secundarios propios del clima
tropical de la ciudad de Villavicencio presentando formacion de Fe,Oz , Fe;O3 y FeO (OH)
(Universidad Javeriana de Jaén, n.d.), presentando estos colores caracteristicos de los suelos de
la Orinoquia, Oxisoles, Ultisoles y algunos Inceptisoles, donde predomina como ya mencionado
el hierro, elemento que en condiciones de buena aireacién y buen drenaje sufre un proceso

oxidante, dando este color caracteristico entre marrones, pardos y rojizos.

Figura 8.Color identificado en el suelo. Adaptado de “Cock et al., 2011”; por Dominguez, 2018.

2. Prueba de pH

Se logro determinar a traves de pruebas de colorimetria de amplio y estrecho rango el pH del
suelo de estudio (Tabla 9), el cual esta entre 5.0-5.4. Para la prueba de rango estrecho de pH se
empled el reactivo clorofenol rojo determinando asi un valor méas aproximado de 5.4, es decir un

pH Ligeramente Acido.

Dado que en el Departamento del Meta predominan los suelos &cidos con un rango entre
4.4 a 5.5, el pH encontrado esta entre este rango. Los suelos con pH acidos presentan un
limitante en cuanto a la disponibilidad de nutrientes esenciales para las planta por la baja

actividad microbiana.

3. Densidad Real

Los resultados obtenidos a lo largo del proceso de laboratorio se pueden observar en la

Tabla 9, corresponden a los valores del peso del picnometro vacio, con agua destilada y suelo.
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Tabla 9.
Prueba de Densidad real

PICNOMETRO picnémetro vacio Peso del suelo  Peso Total
A &g logr o 308ar
B 22,6 gr 10,1 gr 32,7 gr

PICNOMETRO Picnoémetro +suelo + agua  Peso picndmetro + agua
A
B 52,7 gr 47,6 gr

Nota: Resultados metodologicos para la prueba de densidad real del suelo. Adaptado de
Dominguez, 2017

Una vez realizados los pesos correspondientes antes y después del proceso de ebullicion,
se realiza el célculo de la densidad real a partir de la ecuacion de Gémez (2013), la cual se aplicd
en las dos repeticiones Picnémetro A (Dr= 2,216 gr/cm®) y Picnémetro B (Dr= 2,014 gr/cm®;
generando un promedio y un valor final correspondiente a una densidad real de 2,12 gr/cm?®, es
decir una densidad baja. Teniendo en cuenta que los suelos del departamento del Meta tienen una
densidad real que oscila entre 2,40 y 2,70 gr/cm®, el resultado obtenido es una aproximacion

cercana a este rango (IGAC, 2004).

4. Densidad Aparente

Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 10.

Tabla 10.
Resultados prueba de densidad aparente

TERRON 8,6 gr 4,7 gr 6,1 gr
Nota: Resultados metodoldgicos para la prueba de densidad aparente del suelo. Adaptado de
Dominguez, 2017.

Una vez realizados los pesos correspondientes de pesaje y parafinado, se realiza el
calculo de la densidad aparente a partir de la ecuacion tomada de Gémez (2013)(Gomez Giraldo,

2013), obteniendo un valor aproximado de densidad aparente de 1,37 gr/cm®.
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5. Porosidad del suelo

Se realizo el calculo de la porosidad a partir de la ecuacion tomada de Gémez (2013) teniendo en
cuenta los valores de densidad real y aparente determinados anteriormente. Se obtuvo una
porosidad baja del 35,5%.

Dado que en el departamento del Meta predominan los suelos de tipo Oxisol, Ultisol e
Inceptisol con textura variante Arcillo-Arenoso los poros presentes en estas condiciones son
pequefios y estrechos (Microporos); repercutiendo en propiedades edaficas como la aireacion,

menor capacidad de infiltracion del agua y una dificultad para la penetracion de las raices.

6. Materia Organica — Humus

A través de pruebas de colorimetria con carta de colores se logré determinar el contenido de
materia organica (carbén organico) en el suelo de estudio; segun esto el contenido de humus es
1 es decir bajo (Tabla 11), comparando con la carta de colores corresponde a un color amarillo

claro debido a que la extraccion de humus de color oscuro del suelo por él reactivo fue minima.

En los suelos presentes en la Orinoquia la materia organica es baja y debida a su alta
mineralizacion, y dada esta relacion inversa la presencia de materia organica en altos porcentajes
no es posible; ocasionando deficiencias nutricionales de nitrogeno asimilable por las plantas en

el suelo causando afectaciones metabdlicas en estas.

7. Contenido de Nitrogeno (N), Fosforo (P) y Potasio (K).
7.1 Prueba de Nitrogeno (N)

El nitrégeno (N) y el azufre (S) son medidos en formas de nitratos (NO3-N) y sulfato de azufre
(SO4-S); y por consiguiente se logro determinar a través de pruebas de colorimetria con carta de
colores el contenido de nitratos en el suelo de estudio, a partir de la solucion del suelo; segun

esto el contenido de Nitrato es 45 Kg/ha (Tabla 11) es decir muy bajo.

El bajo contenido de nitratos en el suelo hace que el nitrégeno asimilable por las plantas

sea minimo, esta falta de nitrogeno se debe a la influencia limitante de otras propiedades
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quimicas como el pH y el contenido de materia organica; teniendo en cuenta el pH obtenido (pH
acido de 5,4) y el contenido de materia organica (Bajo), estos influyen en el desarrollo de la
actividad microbiana de organismos fijadores de nitrégeno atmosférico y transformadora a
nitrégeno organico se ve afectada inhibiendo este proceso, disponiendo poco nitrégeno

asimilable para las plantas.

De igual manera el bajo contenido de materia organica que estd en interaccion con las
arcillas se traduce en deficiencias en la estructuracion, aireacion, infiltracion y penetracion
radicular; y al tener poco desarrollo radicular no habra un buen sistema que sirva de soporte y

captura de nitrégeno por las raices de las plantas (Tucker, 1985). (IGAC, 2004).
7.2 Prueba de Fosforo (P)

A través de pruebas de colorimetria con carta de colores se logré determinar el contenido de
Fosforo (P) a partir de la solucion del suelo; segin esto el contenido de Fosforo es muy bajo
con 11,25 kg/ha (Tabla 11).

Debido al bajo contenido de materia orgénica en el suelo de estudio, se asimila por esto el
bajo contenido de fosforo al ser esta un limitante en su contenido, ya que el fosforo deriva de la
descomposicion de la materia organica; de igual manera en suelos arcillosos del departamento
del Meta se espera encontrar bajos niveles de fosforo debido a la alta fijacion de este por parte de
minerales como el hierro y el aluminio. Adicional a esto en pH bajos (Acidos), la disponibilidad

de fosforo disminuye gradualmente.
7.3 Prueba de Potasio (K)

Se determind a través de una prueba de colorimetria con una placa de lectura visual el contenido
de Potasio en el suelo de estudio, a partir de la muestra de extraccion general del suelo; segun

esto el contenido de Potasio es bajo con 247,5 Kg/ha (Tabla 11).

Los suelos con pH &cidos y bajo nivel de materia organica son un limitante severo que
restringe la disponibilidad adecuada de macronutrientes necesarios para el desarrollo metabdlico

adecuado de las plantas; y bases intercambiables como el Potasio estan en baja cantidad.
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En la Tabla 11 se puede observar en conjunto los resultados anteriores de las pruebas

fisicoquimicas preliminares del suelo.

Tabla 11.
Conglomerado de los resultados del andlisis preliminar del suelo.
ANALISIS EDAFOLOGICO FISICOQUIMICO PRELIMINAR

Nitrato de Nitrogeno (N) 45 Kg/ha
pH Rango amplio
Rango estrecho

Humus

Fosforo (P) 11,25 Kg/ha

Potasio (K)
Nota: Resultados de los pardmetros quimicos preliminares del suelo. Adaptado de Dominguez,
2107.

Resultados Edafolégicos y Foliares posterior a los Bioensayos

Después de realizar las pruebas de laboratorio y andlisis a las condiciones iniciales del suelo
teniendo asi un referente de comparacion previo a los bioensayos y un periodo de adaptabilidad

de las platas de 52 dias, se da inicio a la fase de contaminacidn el dia 23 de Noviembre del 2017.

Sin embargo tras haber hecho pruebas de germinacion de la mostaza amarilla (Sinapis
alba) (Figura 9) se presentd un crecimiento exponencial de plantulas satisfactorio en la primera
semana en el germinador alcanzando un tamafio de 6 cm, después de 25 dias de realizar un
trasplante y siembra de nuevas semillas en el suelo de estudio, las plantulas comenzaron a

presentar mortandad (Figura 10).

Figura 9. Semillero de prueba de germinacién en la especie Sinapis alba. Adaptado de
Dominguez, 2017.
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Figura 10. Plantulas de Sinapis alba previas a presentar mortandad. Adaptado de Dominguez,
2017.

A pesar de ser esta una especie con un buen desarrollo en las condiciones edéaficas de la
Orinoquia, la pérdida (mortandad) de estas especies se debio al periodo de siembra, que fue entre
los meses de Octubre y Noviembre, temporada en la cual régimen de precipitacion es alto
(temporada de lluvia) y varia entre 350 - 400 mm de precipitacién mensual; superando asi los
requerimientos hidricos de la especie, al no tener la respuesta satisfactoria por parte de la
mostaza amarilla (S. alba) esta no se tiene en cuenta en las evaluaciones ni resultados del

proyecto.

Por consiguiente los bioensayos se desarrollaron Unicamente en las especies H.
psittacorum y C. esculenta ya que fueron las que superaron el periodo de adaptabilidad. Para
definir la sensibilidad de las especies al contaminante, se emplearon las siguientes
concentraciones: 0.6; 1.5; 2.5; 5y 10 mg/l; siendo el método de suministro del metal mediante
una disolucion del Oxido de mercurio en el agua de riego con una aplicabilidad de 125 ml para
cada concentracion en cada especie cada Jueves durante 50 dias (23 Noviembre 2017 hasta el 11

Enero 2018), es decir 8 riegos.

Finalizado este primer periodo de contaminacion se tomaron muestras foliares (Anexo 2)
y edafologicas donde se realizé una muestra compuesta de suelo por cada especie y dosificacion
usada para las pruebas de laboratorio de suelo se analizaron cuatro parametros nuevamente; el
contenido de Nitrégeno (N), Fosforo (P) y Potasio (K), y el pH, arrojando los siguientes
resultados (Tabla 12).
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Tabla 12.
Resultados Edafoldgicos posterior a los Bioensayos

0,6 mg/L 11,25 1125 135 5-52 Fuertemente &cido

Heliconia 2,5 mg/L 225 1125 135 5-54 Moderadamente acido
Psittacorum

10 mg/L 1125 11,25 225 6-6,2 Ligeramente acido

1,5 mg/L 11,25 28,12 225 6-6,2 Ligeramente acido
colotast 25mgl 1125 225 1125 4-46 Fuertementedcido
Esculenta : T

5,0 mg/L 11,25 11,25 225 6-6,2 Ligeramente acido

Nota: Resultados posteriores a los bioensayos de los parametros quimicos edafoldgicos para
ambas especies de estudio. Adaptado de Dominguez, 2018.

Teniendo presente que el suelo actta como una barrera protectora filtrando,
descomponiendo, neutralizando o almacenando contaminantes evitando asi la disponibilidad de
estos en los organismos; esta capacidad depuradora depende de los contenidos en materia
organica, carbonatos, oxihidroxidos de hierro y manganeso, asi como el tipo de minerales de la
arcilla, la capacidad de cambio catidnico del suelo, el pH y Eh (Potencial de 6xido-reduccion),
textura, permeabilidad y actividad Microbiana. (Madera et al., 2014). Por consiguiente cuando
estas propiedades del suelo se ven afectadas favorecen la movilidad del contaminante, este pasa
a estar disponible, y si es en cantidades toxicas se llama carga critica y marca el umbral de
toxicidad.

Segun los resultados de los analisis de suelo obtenidos, el rango de pH varia en mayor
porcentaje entre 5,2-5,4 es decir entre fuertemente y ligeramente &cido, siendo este un pH
favorable para la disponibilidad y movilidad de metales pesados como el Mercurio (Hg). Al

presentar mayor movilidad puede ser absorbido por las plantas en su sistema radicular.

No obstante la textura presente en estos suelos de estudio es Arcillo-Arenoso (ArA) vy la
porosidad presente (Tabla 8), hay balance entre movilidad y retencion del contaminante; puesto

que la arcilla puede adsorber los metales pesados dado su porosidad. Por consiguiente la
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movilidad del contaminante puede ser entre las raices de la planta y quedar alli retenido o puede

ser absorbido hasta el area foliar.

Con relacion al contenido de materia organica esta aporta macronutrientes esenciales
como Nitrégeno, fosforo y Potasio (N, P, K); y facilita o no la movilidad de los metales en el
suelo.

Dado que la materia orgénica reacciona con los metales formando complejos de cambio
y quelatos, pudiendo migrar con mayor facilidad a lo largo del perfil (Garcia & Dorronsoro,
2013).

El bajo nivel de materia organica en el suelo influyé directamente en el porcentaje de
disponibilidad de los nutrientes (N, P, K) y por ende su mayor disponibilidad de absorcion para

las plantas.

En torno al comportamiento del Mercurio en el suelo, el nivel de contaminacion debe ser
estimado teniendo en cuenta la posible asimilacion por los organismos del suelo del
contaminante, la cual se determina por la competencia entre el sistema radicular de la planta, la
solucion del suelo y la fase sélida del suelo. Esta biodisponibilidad se puede ver reflejada en las
especies vegetales en su comportamiento, es decir en su crecimiento, desarrollo reproductivo,
sistema radicular, en su follaje o en sus tallos, como se evidencio en las especies Heliconia y
Colocasia, que presentaron coloracion (Anexo 2), disminucion de crecimiento, afectacion en

plantulas nuevas y en el sistema radicular.

Analizando en primera estancia a la especie Heliconia y los cambios presentados frente a
los bioensayos, se manifestaron cambios de color (clorofila) en algunos individuos disminuyendo
su tonalidad verde natural (Figura 13), aparicion de manchas amarillentas y algunas marrones en
forma circular (moteado) en el haz de la hoja (Anexo 2), marchitamiento del &pice en algunos
individuos, dafios del borde hacia el interior de la hoja con cambios de color de marrén a
amarillo hasta el marchitamiento (Figura 14), manchas amarillas y marrones en los nuevos brotes
0 pléantulas (Figura 16), disminucion o limite en el tamafio alcanzado (crecimiento) por las
plantas en comparacion con los individuos piloto; y en las concentraciones méas altas un

desarrollo radicular menor en comparacion al individuo piloto (Figura 11).
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En cuanto a la especie Colocasia se manifesto aparicion de manchas (moteado) de color
morado oscuro, purpuras rojizas y fuxias con centros marrones en el haz de las hojas
predominando su cercania al borde (Anexo 2), dafio en el apice de algunos individuos; en la
concentracion mas alta (10 mg/L) se evidencio la presencia de una mancha marron rojiza de
mayor tamafo del borde hacia el centro de la hoja que redujo la aparicion en su totalidad de la
tonalidad natural (morado oscuro) de la hoja (Anexo 2); respecto al crecimiento hubo poco y
lento crecimiento de nuevos plantulas en las concentraciones mas altas (Figura 17), una
disminucion o limite en el tamafio alcanzado por las plantas en comparacion con los individuos
piloto, debilitamiento en los tallos presentando un curvamiento en los individuos (Figura 17); vy
finalmente al igual que en las Heliconias, en las concentraciones mas altas un desarrollo

radicular menor en comparacion al individuo piloto (Figura 11).

La fitotoxicidad por metales pesados en este caso oxido de mercurio en las plantas, se
manifiesta de manera méas visible con cambios fenoldgicos y metabdlicos en cuanto al color,
tamafo y crecimiento de las plantas, debido a la falta de los macronutrientes esenciales como los
son el Nitrogeno, Fosforo y Potasio (Barcelé6 & Poschenrieder, 1992); al presentar una
disminucion del porcentaje disponible de estos en el suelo drasticamente (Tabla 12) en
comparacion a las condiciones iniciales (Tabla 11); segun los resultados el Nitrégeno disminuyo
en un 25 % (de 45 Kg/ha a 11,25 Kg/ha) y el Potasio en la gran mayoria en un 54.5%
(de 247,5 Kg/ha a 135 Kg/ha), sin embargo el Fosforo se mantuvo estable (Tabla 12).

Raiz especie Colocasia Piloto Raiz Individuo Colocasia a una Raiz especie Heliconia Piloto Raiz Individuo Heliconia una
concentracion de 10 mg/l concentracion de 5 mg/l

Figura 11. Dafio radicular en las especies de estudio. Adaptado de Dominguez, 2018.
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Dado que el mercurio afecta el sistema radicular reduciendo el indice mitético en el
meristemo apical de la raiz, no habrd un crecimiento adecuado de un sistema radicular que
permita la adsorcion y transporte de nutrientes; en especial del ion de potasio (K), llevando a
los compuestos mercuriales a afectar las funciones en que participan proteinas sin proteccién

dando asi una sustitucion de un ion esencial como él (K™).

Esto debido a que el mercurio interfiere con los sistemas disulfaros en las células,
causando la formacién de puentes de mercurio y sulfuros, por lo que los cationes de mercurio
tienen una alta afinidad por los grupos sulfhidricos y adicional a esto casi todas las proteinas

tienen grupos o puentes disulfaros (Taiz, Zeiger, & Publicacions., 2006).

La respuesta de las plantas al contacto con el metal también depende del ensayo de
toxicidad, es decir la concentracion y el tiempo de exposicion; los bioensayos aplicados a los
individuos en estudio son de toxicidad cronica que provoca cambios durante un largo periodo de
exposicion continua. Como se observa en la (Figura 12) al haber una concentracion alta y una

exposicion larga, los dafios principales son en la raiz y efectos foliares directos e indirectos.
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Figura 12. Respuesta cualitativa de las plantas en funcién de la concentracion y tiempo de
exposicion al metal. Adaptado de “Taiz et al., 2006”; por Dominguez, 2018.

En las especies Heliconia y Colocasia dichos efectos directos e indirectos se manifestaron
con la presencia de manchas amarillas grandes o tenues en el haz de las hojas de algunos

individuos que evidencian la falta de Nitrogeno (N) (Figura 13) (Figura 14). Dado que a menor
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porcentaje de Nitrégeno en el suelo se detiene o disminuye el crecimiento de sus érganos, lo que
propicia una proteolisis que moviliza el N existente y propicia la muerte de algunos 6rganos y
tejidos; un cambio de tonalidad en el verde natural de las hojas, especialmente en las més viejas
cerca a la base de la planta, asi una planta con carencia de nitrégeno puede tener un verde

brillante en hojas superiores y un color amarillo en las hojas inferiores (Taiz et al., 2006).

Figura 13. Cambio en la clorofila - Deficiencia de Nitrogeno en las hojas de H. psittacorum.
Adaptado de Dominguez, 2018.

Figura 14. Marchitamiento y cambio de color del borde hacia en centro de las hojas. Adaptado
de Dominguez, 2018.

El fosforo (P) es un elemento importante en el almacenamiento de energia e integridad
estructural para un crecimiento robusto de la planta y de las células, fomenta el desarrollo de
raiz, estimula la formacion de grasas y almidones, aumenta la resistencia a enfermedades y
favorece a la floracion sintoma que se manifestd negativamente en la especie Heliconia en los
individuos de concentraciones medias de 1,5 y 2,5 mg/l donde el desarrollo de las flores
disminuyo en comparacion a las piloto (Figura 15) ; hay un crecimiento débil de las plantas
jovenes como se observo en las Heliconias (Figura 16), con coloracidn verde oscura y pequefias

manchas marrones de tejido muerto. De igual manera se forman coloraciones purpuras en las



CAPACIDAD BIOINDICADORA DE LA CONTAMINACION 63

hojas que no estan asociadas a la clorosis mencionada anteriormente, este tipo de moteado se
manifestd en la especie Colocasia (Anexo 2); otro sintoma es la produccion de tallos mas finos y
débiles con tendencia al curvamiento, junto con la muerte de las hojas mas viejas (sintoma
presentado en mayor proporcién por la especie Colocasia (figura 17)

Flor especie Heliconia Piloto Flor Individuo Heliconia a una
concentracion de 1.5 mg/L y 2.5mg/L

Figura 15. Desarrollo de flor en la especie Heliconia psittacorum. Adaptado de Dominguez,
2018.

Figura 16. Crecimiento débil de las plantulas de H. Psittacorum por deficiencia de Fosforo (P).
Adaptado de Dominguez, 2018.

Finalmente el Potasio (K) es un nutriente mineral que permanece en forma iénica como
cation (K") y es el encargado de regular el potencial osmatico de las células vegetales y activador

de muchas enzimas implicadas en la respiracion y la fotosintesis (Taiz et al., 2006).
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El primer sintoma observable de carencia de potasio (K), es la presencia de un moteado o
clorosis marginal parcial, sintoma manifestado por ambas especies en colores diferentes
(amarillos, morados y fuxias) (Anexo2); que produce una necrosis que se desarrolla primero en
el borde de la hoja que se presenta en las hojas ya maduras y algunas ocasiones produce curvado

en las hojas de la planta, y retraso en el crecimiento de individuos (Figura 17).

L e g . .
Individuos piloto de ambas especies Individuo Colocasia a una Individuo Heliconia a una
concentracion de 1.5 mg/L concentracion de 2.5 mg/L

Figura 17. Desarrollo débil y lento en los individuos de ambas especies. Adaptado de
Dominguez, 2018.

Partiendo de los resultados obtenidos en el analisis de suelo y de ambas especies
vegetales, la manifestacion por contaminacion, adsorcion o retencién de 6xido de mercurio en las
plantas se vio reflejado en la disminucion de nutrientes disponibles y por ende metabolizados en
el sistema de los individuos, presentandose con cambios en la coloratura, crecimiento, desarrollo
y demas sintomas mencionados anteriormente; debido a la disminucion en el desarrollo radicular

de las especies que se vio afectado por el 6xido de mercurio.

Anélisis estadistico del dafio foliar para las especies en estudio

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se realiza el analisis estadistico correspondiente para
la corroboracién de los mismos; por consiguiente el analisis estadistico aplicado a los resultados
se determin6é con base en la normalidad de los datos, los datos obtenidos una distribucion
muestral no normal se utilizé en primera instancia el método del coeficiente de correlacion de
Spearman; con el cual se evaluaron las correlaciones entre el dafio foliar y los diferentes

tratamientos aplicados en ambas especies vegetales; primero se desarrollé6 una comparacién de
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bloques, con las especies evaluadas (Heliconias, Colocasias) (Tabla 13) con el fin de identificar
si la influencia del contaminante sobre el sistema foliar es la misma en ambas especies y de esta

forma, responder a la hipdtesis planteadas.

Analisis de comparacion entre bloques de las especies evaluadas

Tabla 13.
Coeficiente de correlacion de Spearman entre bloques H. psittacorum Vs C. esculenta
Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de
dafio foliar dafio foliar dario foliar
M2_R1 M2_R2 M2_R3
Rho de Spearman  Porcentaje de dario foliar M2_R1  Coeficiente de correlacién 1,000 ,298 074
Sig. (bilateral) . 347 820
N 12 12 12
Porcentaje de dafio foliar M2_R2  Coeficiente de correlacién 298 1,000 -,242
Sig. (bilateral) 347 . ,449
N 12 12 12
Porcentaje de dano foliar M2_R3  Coeficiente de correlacion 074 -,242 1,000
Sig. (bilateral) 820 449 .
N 12 12 12

Nota: M2_R1= Muestreo dos (2) Replica uno (1), R2= Replica dos (2), R3= Replica tres (3).
Adaptado de “Software IBM SPSS Stadistics”; por Dominguez, 2018.

En la Tabla 13 se puede observar un dafio foliar M2_R1 en comparacion con el dafio
foliar del M2_R2 para las especies en estudio existe una correlacion de 0,298 es decir una
correlacion directa con una relacion de nivel baja , lo que indica que al aumentar la variable
independiente en este caso las concentraciones de HgO, el dafio foliar también aumenta en
ambas especies entre la réplica uno y la réplica dos; para el caso entre el porcentaje de dafio
foliar M2_R1 en comparacién con el porcentaje de dafio foliar del M2_R3 existe una correlacién
de 0,074 de direccion directa y de nivel minimo, significa que a pesar de tener un cambio en el
dafo foliar con el aumento de las concentraciones en ambas especies, la varianza entre una
réplica y otra es minima menos significativa; y para el porcentaje de dafio foliar M2_R2 en
comparacion con el porcentaje de dafio foliar del M2_R3 se presenta una correlacion inversa de -
0,242 con un nivel bajo, al ser inversa infiere en que a mayor concentracién de HgO el dafio

foliar sera menor entre algunas de las réplicas dos (2) y tres (3) de ambas especies.

En cuanto a la significancia de relacion entre los valores del blogue, todas dieron >0,05,

siendo mas cercanas al rango las de nivel de correlacion bajo, es decir no hay significancia de
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relacion entre todos los datos de dafio foliar de ambas especies; y retomando las hipotesis
planteadas, se rechaza la H; y se acepta la H, con lo cual se confirma la hipotesis de que las

diferentes concentraciones de HgO afectan en diferente proporcion a cada especie.

Con base en esto se procedio a hacer un analisis de bloques completos al azar es decir
para cada especie por separado a través del mismo modelo estadistico del coeficiente de
correlacion de spearman, con el fin de identificar la influencia del contaminante sobre el sistema
foliar de cada especie en particular, y de esta forma responder a la hipotesis planteadas; y

determinar asi que especie presenta mayor dafio foliar y por ende mayor nivel bioindicador.

Analisis de bloques completos al azar para la especie Colocasia esculenta

Como se puede observar para la especie colocasia (Tabla 14) para un porcentaje de dafio
foliar M2_R1 en comparacion con el porcentaje de dafio foliar del M2_R2 existe una correlacion
de -0,143 es decir una correlacion inversa con una relacién de nivel minima, lo que quiere decir
que al aumentar la variable independiente en este caso las concentraciones de HgO, el dafio foliar
disminuye entre la réplica dos (2) y la réplica uno (1); segun el Anexo 1 se puede confirmar
como el dafio foliar disminuye entre la réplica uno y dos, es decir no todas las hojas presentaban
el mismo dafio a la misma concentracion en diferentes réplicas. Para el caso entre el porcentaje
de dafio foliar M2_R1 entre porcentaje de dafio foliar M2_R3 existe una correlacion de 0,143 es
decir una correlacion directa con una relacion de nivel minima, a diferencia del anterior en esta
ambas replicas aumentan el porcentaje de dafio foliar al aumentar algunas concentraciones; y
para la correlacién de varianza entre el porcentaje de dafio M2_R2 y el porcentaje de dafio
M2 _R3 es de nivel adecuado con -0,714 que al ser inversa infiere que al aumentar las
concentraciones de HgO, el dafio foliar disminuye en algunas concentraciones entre la réplica

dos (2) y la réplica tres (3).
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Tabla 14.
Coeficiente de correlacion de Spearman especie Colocasia esculenta
Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de
dario foliar dario foliar dario foliar
M2_R1 M2_R2 M2_R3
Rho de Spearman  Porcentaje de dano foliar M2_R1  Coeficiente de correlacion 1,000 -143 143
Sig. (bilateral) . 787 787
N 6 6 6
Porcentaje de dafio foliar M2_R2  Coeficiente de correlacidn -143 1,000 -714
Sig. (bilateral) 787 . J11
N 6 6 6
Porcentaje de dafo foliar M2_R3  Coeficiente de correlacion 143 - 714 1,000
Sig. (bilateral) 787 A1 .
N 6 6 6

Nota: M2_R1= Muestreo dos (2) Replica uno (1), R2= Replica dos (2), R3= Replica tres (3).
Adaptado de “Software IBM SPSS Stadistics”; por Dominguez, 2018.

Sin embargo solo se presenta en un caso una correlacion con un nivel bueno entre la
réplica dos (2) y tres (3) para algunas concentraciones; y sumado a esto el grado de significancia
entre los valores analizados de la especie colocasia es minimo, es no significante ya que p>0,05,
como se observa en la Tabla 14 el nivel de significancia esta entre 0,787 y 0,111 esta ultima mas
baja méas cercana a cero respecto a la otra; y a pesar de tener una correlacién buena en un caso
pero al comparar los datos en bloque no hay significancia, es decir no hay significancia de
relacion entre todos los datos de dafio foliar en las tres replicas para Colocasia en cada
concentracion; y retomando las hipdtesis planteadas se rechaza la Hy y se acepta la H,, se afirma
la hipotesis de que para la colocasia el dafio foliar es mayor o menor en diferentes replicas para

las diferentes concentraciones sin importar la concentracion.

Anélisis de bloques completos al azar para la especie Heliconia psittacorum

Finalmente para concluir el anélisis foliar a traveés del modelo estadistico del coeficiente
de correlacion de spearman se realizd el analisis correlacional de varianza por bloques
completos al azar para la especie heliconia (Tabla 15), para identificar de igual manera el

comportamiento del dafio foliar en funcion de los tratamientos.
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Tabla 15.
Coeficiente de correlacion de Spearman especie Heliconia psittacorum

Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de

dafio foliar dafio foliar dafio faliar

M2_R1 M2_RZ M2_R3

Rho de Spearman  Porcentaje de dafio foliar M2_R1 Coeficiente de correlacion 1,000 E57 -,200
Sig. (hilateral) . 156 704
N & g 3]
Porcentaje de dafio foliar M2_R2  Coeficiente de correlacion B&T 1,000 -,029
Sig. (hilateral) 156 . 967
N 3] B 6
Porcentaje de dafio foliar M2_R3  Coeficiente de correlacidn -.200 -028 1,000
Sig. (hilateral) 04 as7 .
N 4] B 3]

Nota: M2_R1= Muestreo dos (2) Replica uno (1), R2= Replica dos (2), R3= Replica tres (3).
Adaptado de “Software IBM SPSS Stadistics”; por Dominguez, 2018.

Segun los resultados, la Correlacion del porcentaje de dafio foliar M2_R1 y el porcentaje
de dafio foliar M2_R2 es una relacion directa de nivel bueno de 0,657 muy cercano a la
correlacion perfecta de 1, el ser directa infiere en que al aumentar las concentraciones de HgO el
dafo foliar también aumentara en las réplicas; igualmente posee un nivel de significancia de
0,156 que a pesar de no presentar significancia, en comparacion con los demas es la mas baja
cercana a cero; a diferencia de la correlacién que presenta el porcentaje de dafio M2_R3 que
tiene un nivel bajo y relacion inversa de -0,200 indicando una disminucion del dafio foliar en las
réplicas para los tratamientos; y finalmente la correlacion evidenciada entre el porcentaje de
dafo foliar M2_R2 y dafio foliar M2_R3 de nivel bajo con direccion inversa de -0,29 indicando

una disminucion del dafio foliar entre las réplicas dos y tres en algunas concentraciones.

Teniendo en cuenta los niveles de significancia para las variables dafio foliar en la especie
Heliconia y retomando las hipétesis planteadas se acepta la hipétesis nula H, y rechaza la alterna
H;; sin embargo al presentarse una correlacion de direccion directa y con nivel bueno entre las
réplicas uno y dos para los tratamientos se podria afirmar que en cierto porcentaje si se ve
afectada el &rea foliar de la especie a concentraciones mas altas; y contrastando con los
resultados cualitativos anteriormente mencionados, la especie heliconia manifiesta un mayor
progreso, adaptabilidad y tolerancia hacia estos cambios, que si bien limitan y disminuyen su
desarrollo normal, puede sobrevivir a estas circunstancias a mayores concentraciones del
contaminante en comparacion a la especie Colocasia que presenta disminucion mayor en el

numero de nuevas plantulas y mas mortandad de individuos viejos.
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Andlisis estadistico de los parametros edafoldgicos

Finalmente como se presentd cualitativamente una disminucion en los niveles de
disponibilidad en el suelo de los macronutrientes requeridos por las plantas para su metabolismo
como Nitrégeno, Fosforo y Potasio, y de igual forma el pH del suelo; se realiz6 una comparacién
de medias a través de la prueba T-student para muestras relacionadas para corroborar esta
disminucion estadisticamente; prueba en la cual se evaluaron las variaciones entre los niveles de
Nitrégeno, Fosforo, Potasio y pH en el suelo, pre-tratamiento y pos-tratamiento en funcién de los
diferentes tratamientos aplicados en ambas especies vegetales, y de esta forma responder a las

hipétesis planteadas para la prueba T-student .

Andlisis T-student de muestras relacionadas para la especie Colocasia esculenta

En primer lugar se realizé la prueba T-student para muestras relacionadas para la especie

Colocasia arrojando los siguientes resultados como se observa en la Tablal6 y 17.

Tabla 16.
Estadisticos de muestras relacionadas para la especie Colocasia esculenta
Desviacidn Errortip. dela
Media M tip. media
Par1 Mitrogeno Pretratamiento 40,0000 g 00000 00000
Nitrogeno Postratamiento 12,0000 5 447214 2,00000
Par2  Fosforo Pretratamiento 10,0000 5 ,00000 00000
Fosforo Postratamiento 18,0000 5 ¥.58288 3,391186
Par3 Potasio Pretratameinto 220,0000 [} 00000 00000
Potasio Postratamiento 148,0000 5 48,16638 21,54066
Par4  pH Pretratamiento 65,4000 ] 00000 00000
pH Fostratamiento 55200 5 68702 30725

Nota: Resultados estadisticos de la variabilidad de la media para los pardmetros edafoldgicos
medidos. Adaptado de “Software IBM SPSS Stadistics”; por Dominguez, 2018.

Tabla 17.

Resultados prueba de medias relacionadas para la especie Colocasia esculenta

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de confianza para
Desviacién | Ermortip. dela Ia diferencia
Media tip. media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  Nitrogeno Pretratamiento - Nitrogeno Postratamiento | 28,00000 447214 2,00000 22,4471 3355289 | 14,000 L) 000
Par2 Fosforo Pretratamiento - Fosforo Postratamiento -8,00000 7.58288 3,39116 -17.41538 141538 -2,358 4 078
Par3  Potasio Pretratameinto - Potasio Postratamiento 72,00000 4816638 21,54066 12,19354 131,80646 3,343 4 029
Par4  pH Pretratamiento - pH Postratamiento -,12000 68702 30725 -87305 ,73305 -,391 L) 116

Nota: Resultados estadisticos de la variabilidad de la media para los pardmetros edafoldgicos
medidos. Adaptado de “Software IBM SPSS Stadistics”; por Dominguez, 2018.
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En la Tabla 16 de los estadisticos descriptivos se presentan las medias (valores promedio)
para cada variable antes y después de los tratamientos para la especie en estudio, viendo en
primera estancia la presencia de variabilidad y disminucion en el contenido de los nutrientes y
pH en el suelo; sin embargo comparando los resultados de la Tabla 17 en cuanto al nivel de
significancia para las variables, solo hay significancia para Nitrdgeno y Potasio; para Nitrégeno
hay una significancia de 0,0 es decir una asociacion entre la variable y los tratamientos indicando
una disminucion del contenido de este en el suelo al aumentar las concentraciones de HgO, al
haber significancia y retomando las hipétesis planteadas para los niveles de nutrientes, se
rechaza la hipotesis nula H, y se acepta la hipdtesis alterna propuesta por el investigador Hy,
pudiendo determinar que en promedio el contenido de nitrbgeno es menor posterior a los
bioensayos (pos-tratamiento) debido a la presencia del HgO en el suelo; al haber deficiencia de
Nitrogeno en el suelo se podria afirmar que también en la planta, ya que no hay disponibilidad
suficiente del nutriente; manifestando este déficit en la aparicion de manchas rojizas moradas y

fuxias en las hojas como ya se menciond anteriormente.

Igualmente para el Potasio cuya significancia bilateral es de 0,029 indicando que el valor
promedio de potasio posterior a los bioensayos es estadisticamente menor al valor inicial previo
a los bioensayos, esto de acuerdo al analisis del valor p < 0,05 se debe aceptar la hipotesis alterna

propuesta por el investigador Hj.

Para el caso del Fosforo cuya significancia es de 0,078 se puede deducir que no hay
significancia y que al ser el valor p > 0,05 estadisticamente se acepta la hipotesis nula H, y se
rechaza la hipdtesis alterna H; esto quiere decir que el contenido de Fosforo en el suelo tuvo
variabilidad pero no probablemente en relacion a los tratamientos; como se menciono
anteriormente el contenido de este nutriente y otros estan directamente relacionados con el
contenido de materia organica presente en el suelo esta es la que limita en cierto grado la
presencia 0 no de Foésforo; puede que las concentraciones de HgO no hayan afectado
directamente los niveles de fosforo pero si de degradacion de materia organica, ya que los
niveles de Fosforo en las concentraciones mas altas se mantuvo constante (Tabla 12) y aumento

en las mas bajas en cierta proporcion.
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Igualmente para el pH, el cual si presenta variabilidad en los diferentes tratamientos pero
al ser comprados con los demas datos no presenta significancia segun lo observado en la
Tabla 17, ya que el pH presento una significancia 0,716, por lo que se puede deducir que no hay
significancia y que al ser el valor p > 0,05 estadisticamente se acepta la hipotesis nula
H, Yy se rechaza la hipotesis alterna H;

Andlisis T-student de muestras relacionadas para la especie Heliconia psittacorum

Por ultimo se realizé la prueba T-student para muestras relacionadas para la especie

Heliconia arrojando los resultados observados en la Tabla 18 y 19.

Tabla 18.
Estadisticos de muestras relacionadas para la especie Colocasia esculenta
Desviacidn Errortip. de la
Media M tip. media
Par1  Mitrogeno Pretratamiento 40,0000 ] ,00000 ,anoon
Mitrogeno Postratamiento 12,0000 5 4,47214 2,00000
Par2 Fosforo Pretratamiento 10,0000% 5 .ooooo0 00000
Fosforo Postratamiento 10,0000% 5 ,0ooon ,00000
Par3 Potasio Pretratamiento 220,0000 5 .ooooo0 00000
Potasio Postratamiento 152,0000 5 4381780 1959592
Par4  pH Pretratamiento 5,4000 ] ,00000 ,anoon
pH Postratamiento 56800 5 48166 21541

Nota: Resultados estadisticos de la variabilidad de la media para los pardametros edafoldgicos
medidos. Adaptado de “Software IBM SPSS Stadistics”; por Dominguez, 2018.

Tabla 19.
Resultados prueba de medias relacionadas para la especie Heliconia psittacorum
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Desviacién | Errortip. de la la diferencia
Media tip. media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  Nitrogeno Pretratamiento - Nitrogeno
Posiratamiento 28,00000 447214 2,00000 2244711 33,55289 14,000 4 ,000
Par3 Potasio Pretratamiento - Potasio Postratamiento | 68,00000 4381780 19,59592 13,59301 122,40699 3,470 4 026
Par4  pH Pretratamiento - pH Postratamiento -,28000 48166 21541 -,87806 ,31806 -1,300 4 ,263

Nota: Resultados estadisticos de la variabilidad de la media para los parametros edafoldgicos
medidos. Adaptado de “Software IBM SPSS Stadistics”; por Dominguez, 2018.

En la Tabla 18 de los estadisticos descriptivos se presentan las medias (valores promedio)
para cada variable antes y después de los tratamientos para la especie en estudio al igual que con

los resultados de las Colocasias, sin embargo para el caso del Fosforo en las Heliconias al ser un
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valor constante y no presentar variabilidad después de los tratamientos, no se calcula la T’s por

eso el error tipico de la media es cero, al ser este una constante.

Teniendo en cuenta el nivel de significancia para las variables Tabla 19 se refleja de igual
forma una significancia representativa solo para Nitrogeno y Potasio; teniendo el Nitrogeno una
significancia de 0,0 es decir una asociacion entre la variable y los tratamientos indicando una
disminucion del contenido de este en el suelo al aumentar las concentraciones de HgO, al haber
significancia y retomando las hipétesis planteadas para la disponibilidad de nutrientes antes y
después de los bioensayos, se rechaza la hipdtesis nula H, y se acepta la hipdtesis alterna
propuesta por el investigador Hj, pudiendo determinar que en promedio el contenido de
nitrogeno es menor posterior a los bioensayos. lgualmente, para el Potasio, cuya significancia
bilateral es de 0,026 indica que el valor promedio de Potasio posterior a los bioensayos es
estadisticamente menor al valor inicial previo a estos; teniendo en cuenta esto, y de acuerdo al

analisis del valor p < 0,05 se debe aceptar la hip6tesis alterna propuesta por el investigador Hj.

Y por ultimo el pH presenta variabilidad en los diferentes tratamientos pero al ser
comprados con los demas datos no presenta significancia segin lo observado en la Tabla 19, ya
que el pH presento una significancia 0,217; se puede deducir que no hay significancia dado que
el valor p > 0,05; por ello estadisticamente se acepta la hipétesis nula H, y se rechaza la hipdtesis

alterna Hs.
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Discusion

Segun los resultados obtenidos en el analisis de variabilidad fenol6gica de cada especie respecto
a los diferentes tratamientos de HgO, ambas especies presentaron moteados de colores y cambios
en la clorofila del haz de las hojas; sin embargo cada especie manifestdé algunos efectos
diferentes frente a la presencia de 6xido de mercurio de diferente manera; en primer lugar las
heliconias presentaron en un mayor porcentaje el dafio foliar directamente proporcional a las
concentraciones, es decir a mayor concentraciéon de HgO mayor fue el dafio foliar segun las

réplicas de muestreo tomadas; y dafio en nuevas plantulas.

Estos primeros dafios foliares de moteado parcial o general en la haz de las hojas y de
crecimiento, se debe a la deficiencia de nitrogeno en el suelo disponible para las plantas. De
igual manera en el seguimiento de crecimiento y desarrollo metabolico de las especies, se
presentd disminucion en el tamafio alcanzado por la planta y poco desarrollo radicular; esto

debido a la deficiencia de Fosforo.

Sin embargo no solo la falta de fosforo propicio el débil desarrollo radicular, el 6xido de
mercurio afectd principalmente al sistema radicular al ser este el primer tejido que entra en
contacto constate con él. Este dafio radicular se dio debido a la reduccion en el indice mitdtico en
el meristemo apical de la raiz, aumentando la frecuencia de aberraciones cromosémicas, que son
directamente proporcionales a la concentracion de Hg (Taiz et al., 2006), es decir entre mas

concentracion mas dafio en la raiz, disminuyendo su desarrollo, tamafio o ramificacion.

Sin embargo la especie Heliconia manifiesta un mayor progreso, adaptabilidad y
tolerancia hacia estos cambios, que si bien limitan y disminuyen su desarrollo normal, puede
sobrevivir a circunstancias de mayores concentraciones de Oxido de Mercurio en comparacion

a la especie Colocasia.

Segun un estudio realizado por Madera (2014) para analisis de clorofila en las especies
heliconia y colocasia, siendo la respuesta fisioldgica de crecimiento y desarrollo frente al efecto

de concentracion de metales pesados entre ambas especies es mayor en las Heliconias, que fue la
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especie que mostro una mejor distribucion de los metales en sus tejidos, dado que presento
mejores mecanismos de defensa como una mayor produccion de enzimas antioxidantes,
inmovilizacion de los iones toxicos en la pared celular, formacion de compuestos con acidos

organicos e inorganicos y adaptacion a condiciones de contaminacion.

En cuanto a la afectacidn de las propiedades quimicas del suelo a causa de la presencia de
oxido de mercurio en el suelo; a través de la investigacion se permitié reconocer la diminucion
en la disponibilidad de Nitrogeno y Potasio en el suelo para las plantas, causando dafios

metabdlicos en las plantas ya mencionados anteriormente.

Al igual que una variabilidad en el pH en algunas concentraciones, favoreciendo la
biodisponibilidad del metal pesado en estudio. Segun un estudio realizado por Roqueme (2014)
frente a la presencia de metales pesados; los suelos que presentan un pH < 7 ayuda a la
movilidad de los metales pesados en el suelo; y un pH > 7 generar adsorcion de metales; ya que
son removidos de la solucion suelo, adsorbidos por los coloides del mismo, disminuyendo su

biodisponibilidad.

Concluyendo asi que la especie Heliconia se adapta mejor a condiciones extremas a
mayores concentraciones (entre 5y 10 mg/L), y que a pesar de que presenta dafio se adecUa al
cambio. Y la Colocasia es mejor bioindicadora a concentraciones mas bajas (entre 0,6 y 2,5
mg/L), presentando disminucidn drastica de individuos o mortandad a concentraciones mas altas
(5y 10 mg/L).
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Conclusiones

Las condiciones edafoldgicas en estudio evaluadas en un escenario controlado por
lisimetros, se vieron afectadas directamente frente a la presencia del 6xido de mercurio,
disminuyendo los niveles disponibles de nutrientes esenciales para los organismos como el
Nitrogeno y Potasio, los cuales disminuyeron hasta en un 25% y 50% respectivamente. Sin
embargo las condiciones iniciales naturales del suelo de la Orinoquia en algunas propiedades
fisicoquimicas como textura, permeabilidad y pH, favorecieron en cierta medida al trasporte del
contaminante a través del suelo hasta las plantas.

El comportamiento metabolico y foliar en las especies vegetales evaluadas H.
psittacorum y C. esculenta se vieron afectados por la presencia del 6xido de mercurio,
presentando afectaciones generales como disminucion de crecimiento radicular, disminucién en
la capacidad de adsorcion de nutrientes por la planta manifestandose sintomas de deficiencia de
macronutrientes en las especies vegetales, dafio en plantulas, mortandad de individuos viejos,
crecimiento retrasado, cambios en la clorofila del haz de sus hojas, debilitamiento en sus tallos y
moteado de colores amarillo y morados.

Ambas especies vegetales evaluadas mostraron un buen desempefio para ser clasificadas
como acumuladoras de metales pesados, y por ende bioindicadoras de la presencia del mismo;
sin embargo cada especie reacciono diferente frente a las diferentes concentraciones; por su parte
la Heliconia psittacorum se adapta mejor a condiciones extremas, es decir a mayores
concentraciones (entre 5y 10 mg/L), presenta dafio pero se adecta al cambio. Y la Colocasia
esculenta es mejor bioindicadora a concentraciones mas bajas (entre 0,6 y 2,5 mg/L),
presentando disminucion drastica de individuos o mortandad a concentraciones mas altas
(5 y 10 mg/L).
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Recomendaciones

Ambas especies vegetales indican presencia de Mercurio en el suelo, sin embargo para
determinar si el mercurio es retenido en las hojas de la planta se deben hacer analisis de
espectrofotometria de adsorcion atdmica para asi cuantificar la concentracion exacta del metal en
las hojas y en el suelo, comparando las concentraciones para determinar qué cantidad fue

realmente fitoextraida por la planta.

En cuanto al analisis foliar se recomienda desarrollar mas muestreos a periodos de

exposicion mas largos con mas repeticiones muéstrales de cada especie en cada concentracion.

El uso de softwares méas avanzados o nuevas versiones del software CobCal, para la
determinacidn cualitativa de los efectos sobre y area foliar afectada de las especies vegetales a

partir de la colorimetria.

Se recomienda plantear una base presupuestal mas alta para asi tener los recursos
necesarios para realizar los anélisis edafolégicos y foliares con otro tipo de metodologias méas

especificas y en mayor proporcion.
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Apéndice 1. Ubicacion geoespacial del lugar de estudio (Invernadero). Adaptado de “Software ArcGis”; por Dominguez, 2018.
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Apéndice 2. Dafo foliar por Oxido de Mercurio en las especies de estudio posterior a los Bioensayos
] Area Total Hoja Area sin dafio Dafio
Especie | Repeticiones Concentracion Sup.Cub Sup.Cub Sup.Cub Imagen
mg/L cm2) % Cob cm2) % Cob (cm2) % Cob
R1 0 1880,19 | 100 |1.880,19 | 100 0 0
R2 0 1284,69 | 100 | 1183,53 | 92,13 | 101,16 | 7,87
R3 0 3029,97 | 100 | 2941,73 | 97,09 | 88,24 | 2,91
R1 0,6 2585,57 | 100 |2.518,57 | 97,41 67 2,59
R2 0,6 2841,01 | 100 | 2791,16 | 98,25 | 49,85 | 1,75
R3 0,6 2832,5 | 100 | 2797,11 | 98,75 | 35,39 | 1,25
e R1 15 2708,18 | 100 |2.641,38 | 97,53 | 66,8 2,47
g R2 15 2721,19 | 100 | 2674,87 | 98,3 | 46,32 | 1,70
_§ R3 15 2982,19 | 100 | 2660,91 | 89,23 | 321,28 | 10,77
E R1 2,5 2722,72 | 100 | 2.499,3 | 91,79 | 223,42 | 8,21
_§ R2 2,5 1908,98 | 100 | 1653,25 | 86,6 | 225,73 | 134
E’ R3 2,5 2118,76 | 100 | 2060,77 | 97,26 | 57,99 | 2,74
R1 5,0 1516,2 | 100 | 1442,24 | 9511 | 73,96 | 4,89
R2 5,0 227454 | 100 | 2087,87 | 91,79 | 186,67 | 8,21
R3 5,0 3121,69 | 100 | 2879,39 | 92,24 | 2423 | 7,76
R1 10 2855,07 | 100 |2.763,47 | 96,79 | 91,6 3,21
R2 10 2961,29 | 100 | 2506,56 | 84,64 | 454,73 | 15,35
R3 10 2872,41 | 100 | 2636,26 | 91,78 | 236,15 | 8,22
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R1 0 3.323,47 | 100 |3.323,47 | 100 0 0
R2 0 327759 | 100 | 3117,92 | 95,13 | 159,67 | 4,87
R3 0 3029,97 | 100 | 2941,73 | 97,09 | 88,24 | 291
R1 0,6 3.192,56 | 100 |3.124,84| 97,88 | 67,72 | 2,12
R2 0,6 3078,9 100 | 30055 | 97,62 | 73,4 2,38
R3 0,6 3414,87 | 100 | 32751 | 9591 | 139,77 | 4,09
R1 1,5 3.141,58 | 100 |3.093,07 | 98,45 | 48,51 | 1,55
g R2 15 2926,88 | 100 | 2847,77 | 97,3 | 79,11 | 2,70
2
§ R3 1,5 3564,16 | 100 | 3371,81 | 94,60 | 19235 | 54
Ll
'% R1 2,5 3.156,82 | 100 |3.100,08 | 98,20 | 56,74 | 1,80
% R2 2,5 3155,99 | 100 | 3031,28 | 96,05 | 124,71 | 3,95
O
R3 2,5 3051,14 | 100 | 2956,67 | 96,9 | 94,47 3,1
R1 5,0 3044,19 | 100 |2.990,33 | 98,22 | 53,86 | 1,78
R2 5,0 2656,7 100 | 2621,3 | 98,67 | 354 1,33
R3 50 3018,95 | 100 | 2733,48 | 90,54 | 285,47 | 9,46
R1 10 3055,42 | 100 |2.678,48 | 87,66 | 376,94 | 12,34
R2 10 3373,82 | 100 | 3213,25 | 95,24 | 160,57 | 4,76
R3 10 3172,68 | 100 | 2733,48 | 90,54 | 285,47 | 9,46

Nota: Cuantificacion del dafio foliar por oxido de mercurio en las especies. Adaptado de “Software CobCal”; por Dominguez, 2018.
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Anexo 1. Dafio foliar por Oxido de Mercurio en las especies de estudio previo a los Bioensayos

_ Area Total Hoja Area sin dafio Dafio
Especie | Repeticiones Concentracion
mg/L Sup.Cub Sup.Cub Sup.Cub
cm2) % Cob cm2) % Cob cm2) % Cob
R1 0 3270,5 100 3270,5 100 0 0
R2 0 2849,98 | 100 | 2849,98 | 100 0 0
R1 0,6 2099,02 | 100 | 2099,02 | 100 0 0
= R2 0,6 1920,42 | 100 | 1920,42 | 100 0 0
g R1 1,5 3086,67 | 100 | 3086,67 | 100 0 0
g R2 1,5 3031,58 | 100 | 3026,08 | 99,82 5,5 0,18
_eé R1 2,5 251597 | 100 | 247155 | 98,26 | 44,42 1,74
_é R2 2,5 2163,59 | 100 2162,6 | 99,95 | 0,99 0,046
% R1 5,0 263552 | 100 | 2635,52 | 100 0 0
R2 5,0 2423,32 | 100 | 2388,49 | 98,56 | 34,83 1,44
R1 10 2296,15 | 100 | 2261,84 | 98,50 | 34,31 1,49
R2 10 2587,92 | 100 | 2587,92 | 100 0 0
R1 0 3388,89 | 100 | 3388,89 | 100 0 0
R2 0 3225,67 | 100 | 3225,67 | 100 0 0
R1 0,6 3323,61 | 100 | 3323,61 | 100 0 0
. R2 0,6 3440,97 | 100 | 3440,97 | 100 0 0
IS R1 1,5 3391,18 | 100 | 3391,18 | 100 0 0
L% R2 1,5 3204,82 | 100 | 3148,61 | 98,25 | 56,21 1,75
2 R1 2,5 2735,68 | 100 | 2580,75 | 95,33 | 154.93 | 4,67
c_§ R2 2,5 3214,76 | 100 | 3214,76 | 100 0 0
S R1 50 3243,75 | 100 | 3243,75 | 100 0 0
R2 5,0 3274,38 | 100 | 3274,38 | 100 0 0
R1 10 2951,54 | 100 | 2935,38 | 99,45 | 16,16 0,55
R2 10 324427 | 100 | 3244,27 | 100 0 0

Nota: Cuantificacion del dafio foliar por oxido de mercurio en las especies. Adaptado de
“Software CobCal”; por Dominguez, 2018.




