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RESUMEN

En este trabajo se ha evaluado, a escala de laboratorio, el efecto téxico del mercurio en el desarrollo radicular y
aumento de biomasa de la especie Brachiaria dictyoneura con el fin de obtener un intervalo de concentracion
adecuado para el estudio de la acumulacién de Hg (). Se sometieron semillas de Brachiaria dictyoneura a
diferentes niveles de mercurio, se determiné la cinética de germinacién y luego de un periodo de crecimiento de
20 dias se determiné la longitud de las raices y la biomasa. Se encontraron efectos nocivos en el desarrollo
radicular respecto al control a partir de 25 mg Hg(11)*kg™; para la biomasa seca las diferencias se encuentran a
partir de 5 mg Hg(11)*kg™ y a partir de 75 mg Hg(I)*kg™ en el tiempo de emergencia de semillas, de ahi que
se sugiere trabajar concentraciones que no superen las 25 mg Hg(11)*kg™ de sustrato.

ABSTRACT

In this research has been evaluated, on a laboratory scale, the toxic effect of mercury on the root development
and biomass growth of the Brachiaria dictyoneura species, with the goal of finding an adequate concentration
interval for the study on the accumulation of Hg (Il). Brachiaria dictyoneura seeds were exposed to different
amounts of mercury, the germination kinetics were determined, and after a 20 day growth period the length of
the roots and the biomass were measured. There were found harmful effects on the root development starting
at 25 mg*kg™ Hg (I1); for the dry biomass the differences were found starting at 5 mg*kg™ Hg (11) and starting
at 75 mg*kg™ Hg (1) for the seed emergency time, therefore, working with concentrations not exceeding 25 mg
Hg(11)*kg™ of substrate is suggested.
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INTRODUCCION

A los metales pesados como el mercurio se les conoce como unos de los mayores téxicos a nivel industrial y
ambiental, en la actualidad la contaminacién del suelo generada constituye una problemética grave debido a
gue éstos aun son liberados al ambiente por diferentes procesos industriales, amenazando el equilibrio de los
ecosistemas y la salud humana (Gaona, 2004; Moreno et a/., 2005). En Colombia la actividad relacionada con la
mineria del oro ocasiona impactos ambientales debido al uso no controlado de mercurio, presentandose
problemas de contaminacion de aire, agua y suelos en diferentes regiones del pais (Ramos et a/., 2000).

A nivel mundial frente al problema de contaminacién por metales pesados, se han explorado diferentes
alternativas de tratamiento y aun persiste la necesidad por desarrollar métodos apropiados, eficientes y de bajo
costo para la remocion de estos contaminantes (LeDuc & Terry, 2005). Se ha determinado que las plantas
tienen diferentes propiedades naturales que las hacen ideales para el tratamiento de suelos en un proceso
denominado fitorremediacién, en el cual se utilizan las plantas para controlar los contaminantes organicos o
inorgénicos del suelo (Lomonte et al., 2010). La especie Brachiaria dictyoneura (Fig. & De Not.) Stapf. presenta
buen cubrimiento y tolerancia a la presencia de téxicos, especialmente mercurio; esta planta tiene la capacidad
de asimilar y acumular el mercurio, lo que la convierte en un potencial para la remediacion de suelos (Giraldo et
al., 2006).

Para el desarrollo de sistemas de tratamiento por fitorremediacion empleando Brachiaria dictyoneura es
necesario evaluar y caracterizar los diferentes procesos asociados a la respuesta de la planta frente al
contaminante y las transformaciones quimicas que éste pueda tener.

En el presente trabajo se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de la fitotoxicidad del mercurio en
la especie Brachiaria dictyoneura a escala de laboratorio. El resultado que se presenta constituye el primer paso
para el estudio de la capacidad de fitorremediacion de esta planta y su posterior aplicacion en campo.

MATERIALES Y METODOS
Condiciones de siembra

Se seleccionaron semillas de Brachiaria dictyoneura (Fig. & De Not.) Stapf certificadas 95% de pureza (Semillas
& Semillas Ltda., Colombia) y como medio de crecimiento se empled arena previamente tamizada entre mallas
N° 10 y N° 100, garantizando homogeneidad en el tamafio de particula. La arena fue lavada y posteriormente el
material seco es llevado a estufa 170° C para su desinfeccién. El sistema de siembra se expuso a fotoperiodo de
12 horas, a una temperatura ambiente promedio de 23°C y se mantuvo la humedad alrededor del 60% de la
maxima capacidad de retencion de agua (ASTM-E 1963, 2009; ICONTEC-NTC 4508, 1998; ICONTEC-NTC 4509,
1998).

Prueba de fitotoxicidad del mercurio en Brachiaria dictyoneura

Este ensayo permitidé evaluar la germinacién y la respuesta de Brachiaria dictyoneura a diferentes niveles de Hg
(I1) durante las primeras etapas de crecimiento, el cual fue adicionado una sola vez. Se prepararon
germinadores con 2000 g de arena estéril con concentraciones de mercurio de 5, 10, 25, 75 y 300 mg Hg®"kg™
y control, distribuidos en un disefio completamente al azar El tiempo de germinacion, la longitud de raices y la
biomasa en base seca de los retofios de las plantas de ensayo se compararon con los de las plantas de control.

Se consideraron como criterios de fitotoxicidad la menor concentracion con efecto observado (LOEC) y la

concentracién sin efecto observado (NOEC), que corresponde al nivel inmediatamente inferior al LOEC donde no
se manifiestan efectos significativos (ICONTEC-NTC 4508, 1998).

http://www.exeedu.com/publishing.cl/av_cienc_ing/ 2



Avances en Ciencias e Ingenieria - ISSN: 0718-8706
Av. cien. ing.: 4(1), 1-17 (Enero/Marzo, 2013) Morales & Gallego

Ensayo preliminar

Se realiz6 un ensayo preliminar para validar las condiciones de siembra y encontrar el rango de concentraciones a
utilizar en el ensayo definitivo. Se sembraron semillas de Brachiaria dictyoneura con diferentes niveles de mercurio.
Se utilizo arena estéril como sustrato y el mercurio fue adicionado como Hg(NOs), en concentraciones de 0, 5, 10,
25, 75 y 300 mg Hg (Il) kg’ sustrato distribuidos en un disefio completamente al azar con 2 réplicas; se
sembraron 80 semillas por cada unidad experimental, pH 6,9 (ICONTEC-NTC 5264, 2008), fotoperiodo de 12 horas
(luz natural) y temperatura ambiente. El ensayo fue suspendido 20 dias después de alcanzar el 50% de
germinacion en el control, luego se determind la longitud de raiz. (ICONTEC-NTC 4508, 1998).

Determinacion de efectos toxicos

Se analizo el efecto la concentracion del mercurio en el crecimiento de Brachiaria dictyoneura. Para realizar esta
evaluacion se consideraron los efectos en el tiempo que tarda la germinacién, la pérdida de biomasa en peso
seco de la planta, crecimiento de raices y sintomas de toxicidad como coloracion de hojas y crecimiento irregular
(Bharagava et al., 2008; do Carmo et al., 2008; Shiyab et al., 2009).

Se utiliz6 un disefio por blogques completos al azar, el mercurio fue adicionado como Hg(NOs), en
concentraciones de 0, 5, 10, 25, 50 y 75 mg Hg (I1) kg™ arena con 3 réplicas; como factor de bloqueo con dos
niveles, se evaluaron por cada concentracién de mercurio 20 semillas sembradas directamente en el sustrato
contaminado y 25 trasplantadas luego de haber germinado en medio estéril, segin la norma NTC 4508. En
ambos casos la siembra se mantuvo con una humedad alrededor del 60% de la maxima capacidad de retencion
de agua del sustrato. Como respuesta al efecto téxico se determinaron el tiempo de germinacién, la longitud de
raiz y la biomasa.

Se determiné el pH inicial (5,56 £ 0,3658) y final del sustrato (5,73+0,4104). De manera cualitativa, se hizo
seguimiento cada dos dias del avance de la germinacion y del crecimiento de las plantas. El experimento se
suspendié 20 dias después de alcanzar el 50% de la germinacion en las muestras control; para la determinacion
del peso seco, las plantas se sometieron a secado durante 16 h a 40°C (ASTM-E 1963, 2009; ICONTEC-NTC
4508, 1998; ICONTEC-NTC 4509, 1998).

Anadlisis estadistico

El programa Statgraphics Plus 4.1 fue usado realizar las comparaciones entre los diferentes niveles de
concentracién asi como entre los diferentes medios de cultivo, aplicando un andlisis de varianza; ANOVA en una
Via y Multifactor ANOVA.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo preliminar

Se aplicé el analisis simple de varianza al disefio completamente al azar con los niveles de 0, 5, 10, 25, 75y
300 mg Hg (I1) kg™ sustrato para desarrollo radicular, se obtuvo un valor-P de 0.000 indicando diferencias
significativas entre los efectos ocasionados por cada nivel de mercurio en el crecimiento de las raices de
Brachiaria dictyoneura al dia 20 luego de alcanzar el 50% de la germinacion en el grupo de control (Tabla 1).

Mediante la prueba de mudltiples rangos (Tabla 2, Tabla 3) y Test de Fisher (Figura 1) se encuentra que no hay
diferencias significativas entre el control y 5 mg Hg(l1)*kg™ de sustrato, en crecimiento radicular. Se encuentran
diferencias significativas respecto al control a partir de 10 mg Hg(I1)*kg™ de sustrato, donde se obtuvo una media
menor en la longitud de la raiz, este efecto es mas marcado en 25y 75 mg Hg(l1)*kg™ de sustrato, que conforman
un grupo homogéneo. A 300 mg Hg(11)*kg™ de sustrato, se obtuvo en promedio un crecimiento de 0,14 cm.

http://www.exeedu.com/publishing.cl/av_cienc_ing/ 3



Avances en Ciencias e Ingenieria - ISSN: 0718-8706

Av. cien. ing.: 4(1), 1-17 (Enero/Marzo, 2013)

Morales & Gallego

Tabla 1: ANOVA. Variaciones en la longitud de la Raiz derivadas de la aplicacién diferentes concentraciones de

Hg(11), en mg Hg(I11)*kg™ sustrato

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 299,445 5 59,889 95,19 0,0000
Intra grupos 225,874 359 0,629175

Total (Corr.) |525,319 364

Tabla 2: Pruebas de Mdltiple Rangos. Variaciones en la longitud de la Raiz derivadas de la aplicacion de
diferentes concentraciones de Hg(ll).

mg Hg(ll)*kg? de|Casos Media Grupos Homogéneos
sustrato

300 36 0,141667 X

75 48 0,366667 XX

25 51 0,584314 X

10 93 2,00215 X

0 77 2,26494 X

5 60 2,50667 X

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tabla 3: Pruebas de Mdltiple Rangos. Variaciones en la longitud de la Raiz derivadas de la aplicacion de
diferentes concentraciones de Hg(ll).

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-5 -0,241732 0,268621
0-10 * 0,262785 0,240347
0-25 * 1,68062 0,281628
0-75 * 1,89827 0,286873
0 - 300 * 2,12327 0,314952
5-10 * 0,504516 0,258303
5-25 * 1,92235 0,2971
5-75 * 2,14 0,302076
5-300 * 2,365 0,328859
10 - 25 * 1,41784 0,271804
10-75 * 1,63548 0,277235
10 - 300 * 1,86048 0,306199
25-75 0,217647 0,313699
25 - 300 * 0,442647 0,339566
75 - 300 0,225 0,343929

* indica una diferencia significativa.

Se obtuvo la regresion entre los valores de la media observada en longitud de raiz y los diferentes niveles de
mercurio (Figura 2), ajustandose a un modelo reciprocal-Y de la forma Y = 1/(a + b*X) (ecuacién 1). La variable
dependiente es la longitud de la raiz expresada en centimetros y la variable independiente la concentraciéon de
Hg (11) expresada en mg Hg (I1) kg™ de sustrato. La ANOVA arrojé un valor P de 0.0002 lo que indica que existe
una relacién estadisticamente significativa entre la longitud de raiz y la concentracion de mercurio en el sustrato
con un nivel de confianza del 95,0%.
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L Gem) = -
FI = 062272 + 00219303 x Ag (ypm) 1)

Coeficiente de Correlacién = 0,98815
R-cuadrada = 97,644 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 1,49347 (P=0,1170)

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Fig. 1: Test de Fisher. Variaciones en la longitud de la raiz derivadas de la aplicacion de diferentes concentraciones de Hg (I1)

Gréfico del modelo ajustado
Longitud de la raiz (cm) = 1/(0,62272+0,00219303*mg Hg(ll)*kg-1 de sustrato)
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Fig. 2: Regresion Simple. Variaciones en las longitud de la raiz derivadas de la aplicacion de diferentes concentraciones de Hg(ll) —
Ensayo preliminar
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Determinacion de efectos toxicos en la germinacion

El grupo de plantas control alcanzé el 50% de la germinacion al dia 6, la cinética se estabilizd6 completamente
para todos los grupos a partir del dia 16 (Figura 3). Para el punto final del ensayo, las muestras de control
alcanzaron un 74% de la germinacion, y para los niveles de 5, 10, 25, 50 y 75 mg Hg(I1)*kg™ de sustrato, la
germinacion fue del 77,3%; 72,0 %; 68,0%; 58,7%; 28,0% respectivamente.

Con la informacién de la germinacion en los dias 6 y punto final del ensayo se aplico el analisis de varianza para
encontrar diferencias significativas en el efecto de los niveles de mercurio sobre el tiempo de germinacion de
semillas de Brachiaria dictyoneura.

Para el andlisis del experimento completamente al azar correspondiente al dia 6 de germinacion, se tomaron los
niveles de 0, 5, 10, 25, 50 y 75 mg Hg(11)*kg™ de sustrato, respecto al porcentaje de germinacion alcanzado. La
ANOVA arroj6 un valor-P de 0.000 (Tabla 4) indicando diferencias significativas entre los efectos ocasionados
por cada nivel de mercurio en el tiempo de emergencia de las semillas de Brachiaria dictyoneura.
Adicionalmente se obtuvo la prueba de multiples rangos (Tabla 5, Tabla 6).
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Fig. 3: Cinética de germinacion (T: equivale al tratamiento aplicado en mg Hg(I11)*kg™)

Tabla 4: ANOVA. Variaciones en % Germinacién derivadas de la aplicacion de diferentes concentraciones de
Hg(11) en mg Hg(11)*kg™ de sustrato

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 12181,3 5 2436,27 33,42 0,0000
Intra grupos 874,667 12 72,8889

Total (Corr.) 13056,0 17

Con base en la prueba de multiples rangos (Tabla 5, Tabla 6) y Test de Fisher (Figura 4), se encontré que 50 y 75
mg Hg(l1)*kg™ de sustrato, conforman un grupo homogéneo presentando los valores mas bajos de germinacion
promedio al dia 6. Los niveles de control, 5y 10 mg Hg(l1)*kg™ de sustrato, superan el 50% de la germinacion al
dia 6 y de esta prueba no se infieren diferencias significativas entre los valores medios alcanzados.
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Tabla 5: Pruebas de Multiple Rangos. Variaciones en % Germinacién derivadas de la aplicacion de diferentes
concentraciones de Hg(I1) en mg Hg(I1)*kg™ de sustrato

mg Hg(ID*kg? de[Casos Media Grupos Homogéneos
sustrato

75 3 4,0000 X

50 3 14,6667 X

25 3 45,3333 X

10 3 61,3333 X

0 3 66,6667 X

5 3 72,0000 X

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tabla 6: Pruebas de Mdltiple Rangos. Variaciones en % Germinacion derivadas de la aplicacion de diferentes
concentraciones de Hg(I1) en mg Hg(11)*kg™ de sustrato. Contrastes

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-10 5,33333 15,1882
0-25 * 21,3333 15,1882
0-5 -5,33333 15,1882
0-50 52,0 15,1882
0-75 * 62,6667 15,1882
10 - 25 * 16,0 15,1882
10-5 -10,6667 15,1882
10 - 50 * 46,6667 15,1882
10 - 75 * 57,3333 15,1882
25-5 * -26,6667 15,1882
25 - 50 * 30,6667 15,1882
25-75 * 41,3333 15,1882
5-50 * 57,3333 15,1882
5-75 * 68,0 15,1882
50-75 10,6667 15,1882
* indica una diferencia significativa.
Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Fig. 4: Test de Fisher Variaciones en % Germinacion derivadas de la aplicacion de diferentes concentraciones de Hg(ll) en

mg Hg(I1)*kg™ de sustrato, dia 6
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Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Fig. 5: Test de Fisher. Variaciones en % Germinacion derivadas de la aplicacion de diferentes concentraciones de Hg(ll) en mg
Hg(l1)*kg™ de sustrato

Para el dia final del ensayo se aplicd el andlisis de varianza ANOVA como un disefio completamente al azar para
el porcentaje de germinacién en los diferentes niveles de mercurio aplicados (Tabla 7). La ANOVA arroj6é un
valor-P de 0.002 indicando diferencias significativas entre los efectos ocasionados por cada nivel de mercurio en
el tiempo de emergencia de las semillas de Brachiaria dictyoneura.

Al aplicar la prueba de multiples rangos (Tabla 8, Tabla 9) y Test de Fisher (Figura 5), se encontré que solo el
efecto causado por el nivel 75 mg Hg(l1)*kg™ de sustrato, es estadisticamente significativo, los demés niveles
presentan condiciones de homogeneidad.

Tabla 7: ANOVA. Variaciones en % Germinacion derivadas de la aplicacion de diferentes concentraciones de
Hg(I1) en mg Hg(I11)*kg™ de sustrato — dia final

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 5073,78 5 1014,76 12,28 0,0002

Intra grupos 992.0 12 82,6667

Total (Corr.) 6065,78 17

Tabla 8: Pruebas de Multiple Rangos para % Germinacion por mg Hg(11)*kg™ de sustrato

mg Hg(1*kg™ de|Casos Media Grupos Homogéneos
sustrato

75 3 28,0 X

50 3 58,6667 X

25 3 68,0 X X

10 3 72,0 X X

0 3 74,6667 X X

5 3 77,3333 X

Método: 95,0 porcentaje LSD
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Tabla 9: Pruebas de Multiple Rangos. Variaciones en % Germinacién derivadas de la aplicacion de diferentes
concentraciones de Hg(I1) en mg Hg(I11)*kg™ de sustrato. Contrastes - dia final

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-10 2,66667 16,1749
0-25 6,66667 16,1749
0-5 -2,66667 16,1749
0-50 16,0 16,1749
0-75 * 46,6667 16,1749
10 - 25 4,0 16,1749
10 -5 -5,33333 16,1749
10 - 50 13,3333 16,1749
10 - 75 * 44,0 16,1749
25-5 -9,33333 16,1749
25 -50 9,33333 16,1749
25-75 * 40,0 16,1749
5-50 * 18,6667 16,1749
5-75 * 49,3333 16,1749
50 - 75 * 30,6667 16,1749

* indica una diferencia significativa.

Graéfico del Modelo Ajustado
Germinacion % = 75,1206-0,00811909 mg Hg(I1)*kg-1 ~
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Fig. 6: Regresion Simple - Germinacion vs. mg Hg(11)*kg™

Se obtuvo la regresiéon (Figura 6) entre los valores de la media observada en la germinacion al dia final del
ensayo vy los diferentes niveles de mercurio aplicados. El modelo ajustado resultante es Cuadrado de X de la
forma Y = a + b*X”2 (ecuacion 2).

& (95 = 75,1206 — 000611909 X2 2

Donde X equivale a la concentracion de Hg 11, expresado en mg Hg(11)*kg™ de sustrato
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Coeficiente de Correlacion = -0,990364

R-cuadrada = 98,082 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 97,6025 porciento
Estadistico Durbin-Watson = 2,05948 (P=57,6976)

La variable dependiente es el porcentaje de germinacion y la variable independiente la concentracion de Hg Il
expresada en partes por mg Hg(I1)*kg™* de sustrato. La ANOVA arrojé un valor P de 0,0001 lo que indica que
existe una relacién estadisticamente significativa entre las variables analizadas con un nivel de confianza del
95,0%.

Determinacion de efectos toxicos en cambios morfoldgicos

Para esta evaluacion se aplicd el analisis por bloques completos al azar, utilizando como niveles de bloqueo la
siembra directa de semillas en sustrato contaminado y el trasplante luego de germinar en medio estéril. Se
determino el efecto de la concentracion de mercurio en el crecimiento de las raices y el cambio de biomasa.

Efectos en crecimiento de raices

El andlisis de varianza aplicado para los valores de crecimiento de raiz respecto a los niveles de 0, 5, 10, 25, 50
y 75 mg Hg®* kg™ arena, considerando como bloqueo las condiciones de siembra (directa y trasplante); arroja
un valor-P de 0,0000 para los niveles de mercurio, indicando diferencias significativas entre los efectos
observados (Tabla 10).

Tabla 10: Analisis de Varianza. Variaciones en la longitud de la Raiz derivadas de la aplicacién diferentes
concentraciones de Hg(I1), en mg Hg(I1)*kg™ sustrato - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuat;irado Razon-F  |Valor-P
Medio

Efectos principales

A: mg Hg(11)*kg™ de sustrato 1246,23 5 249,247 366,22 0,0000

B:Bloque 37,2164 1 37,2164 54,68 0,0000

Interacciones

AB 35,2622 5 7,05245 10,36 0,0000

Residuos 366,837 539 ]0,680587

Total (corregido) 1683,93 550

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

En los graficos de medias obtenidos para cada réplica, tanto para siembra directa (Figura 7) como para
trasplante (Figura 8) se observan valores similares de crecimiento para los niveles 0, 5y 10 mg Hg(l1)*kg™ de
sustrato, mientras que los niveles 25, 50 y 75 mg Hg(I1)*kg™ de sustrato, muestran una longitud de raiz
bastante reducida respecto al control.

Para los efectos del Bloque con los niveles de siembra directa y trasplante, se obtuvo un valor-P menor a 0,05,
se presentd el mismo resultado para las interacciones entre los efectos principales. Los valores medios de
longitud de raiz en cada nivel del grupo de plantas de trasplante, fueron inferiores respecto a los de plantas de
siembra directa (Figura 9).
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Fig. 7: Variaciones en la longitud de la Raiz derivadas de la aplicacién diferentes concentraciones de Hg(l1), en mg Hg(l1)*kg™

sustrato. Plantas de siembra directa
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Fig. 8: Variaciones en la longitud de la Raiz derivadas de la aplicacién diferentes concentraciones de Hg(l1), en mg Hg(l1)*kg™

sustrato. Plantas de trasplante

Efectos en incremento de la biomasa

El andlisis de varianza aplicado (Tabla 11), considera un factor de bloqueo relativo a las condiciones de siembra
(directa y trasplante), los resultados muestran para los valores de biomasa seca respecto a los niveles de
mercurio se obtiene un valor-P de 0,0000, indicando diferencias significativas entre los efectos observados. El
decrecimiento de la biomasa seca respecto a los niveles de mercurio se aprecia en el Test de Fisher (Figura 10).
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Fig. 9: Interacciones. Variaciones en la longitud de la Raiz derivadas de la aplicacion diferentes concentraciones de Hg(ll), en mg
Hg(l1)*kg™ sustrato.
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Fig. 10: Test de Fisher. Variaciones de la Biomasa (g) derivadas de la aplicaciéon de diferentes concentraciones de Hg(ll) en mg
Hg(l1)*kg™ sustrato
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Tabla 11: Andlisis de Varianza. Variaciones de la Biomasa (g) derivadas de la aplicacion de diferentes

concentraciones de Hg(I1) en mg Hg(I11)*kg™ sustrato - Suma de Cuadrados Tipo I11

Fuente Suma de Cuadrados (Gl Cuadrado Medio |Razén-F|Valor-P
Efectos principales

A: mg Hg(1)*kg™ de sustrato 0,000139026 5 0,0000278052 82,14 0,0000
B:Bloque 0,00000576761 1 0,00000576761 17,04 0,0000
Interacciones

AB 0,00000451641 5 9,03281E-7 2,67 0,0214
Residuos 0,000188551 557 3,38511E-7

Total (corregido) 0,000336926 568

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

La prueba de multiples rangos (Tablas 12 y 13), muestra un comportamiento homogéneo para la biomasa seca
respecto a los niveles de 0 y 5 mg Hg(11)*kg™ de sustrato. 75 mg Hg(I1)*kg™ de sustrato tuvo en promedio una
biomasa seca de 0,8383 mg, siendo la menor 25 y 50 mg Hg(Il)*kg™ de sustrato conforman un grupo
homogéneo mientras que 10 mg Hg(11)*kg™ de sustrato, presenta diferencias respecto a todos los niveles.

Tabla 12: Pruebas de Mdltiple Rangos. Variaciones de la Biomasa (g) derivadas de la aplicacion de diferentes
concentraciones de Hg(l1) en mg Hg(11)*kg™ sustrato

mg Hg(I)*kg' de|Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
sustrato

75 39 0,000838289 0,000093196 X

50 96 0,00132232 0,0000607137 X

25 96 0,00133752 0,0000594331 X

10 121 0,00194306 0,0000533036 X

5 106 0,00227075 0,0000565111 X

0 111 0,00237324 0,0000558829 X

Método: 95,0 porcentaje LSD

Tabla 13: Pruebas de Mdltiple Rangos. Variaciones de la Biomasa (g) derivadas de la aplicacién de diferentes
concentraciones de Hg(l1), en mg Hg(I11)*kg™ sustrato. Contrastes

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-5 0,000102483 0,000156109
0-10 * 0,000430175 0,000151694
0-25 * 0,00103572 0,000160241
0-50 * 0,00105091 0,000162083
0-75 * 0,00153495 0,000213446
5-10 * 0,000327691 0,000152589
5-25 * 0,000933233 0,000161089
5-50 * 0,000948432 0,000162921
5-75 * 0,00143247 0,000214084
10 - 25 * 0,000605542 0,000156814
10 - 50 * 0,00062074 0,000158696
10 - 75 * 0,00110477 0,000210886
25-50 0,0000151987 0,000166884
25-75 * 0,000499232 0,000217115
50 - 75 * 0,000484034 0,000218478

* indica una diferencia significativa
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Fig. 11: Interacciones. Variaciones de la Biomasa seca (g) derivadas de la aplicacion de diferentes concentraciones de Hg(ll), en mg
Hg(11)*kg™ sustrato

Los efectos del Bloque con los niveles de siembra directa y trasplante muestran diferencias en el gréafico de
interaccion (Figura 11), los valores de biomasa seca de las plantas de trasplante son menores a los de siembra
directa encada nivel. El analisis ANOVA arrojo valores-P menores a 0,05 tanto para los efectos del Bloque como
para la interaccion entre los factores.

Se obtuvo la regresién entre los valores de la media observada en la biomasa seca y los diferentes niveles de
mercurio aplicados (Figura 12) el modelo resultante es de la forma Raiz Cuadrada de X: Y = a + b*sqrt(X)
(ecuacién 3). Coeficiente de Correlacion de -0,965213 y una R-cuadrada de 93,1635%.

Biomasa (g) = 0,0024B036 — 0,000183564 /X ppm (Hg I1) 3)

La correlacién obtenida en el ensayo preliminar, arroja un estadistico R-Cuadrado indicando que el modelo
ajustado explica 97,644% de la variabilidad en Longitud de Raiz cm. El coeficiente de correlacion es igual a
0,98815, indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables. Puesto que el valor-P de la prueba de
Durbin-Watson es mayor que 0,05, se rechazan posibles desviaciones del modelo por efectos de
autocorrelacion. Este modelo permitio establecer que los niveles de concentracion de mercurio para los ensayos
posteriores, se realicen por debajo de 75 mg Hg(11)*kg™ de sustrato.

Para la germinacién se encontré que la menor concentraciébn con efectos toxicos observados es 75 mg
Hg(11)*kg™ de sustrato (valor LOEC), lo que muestra buenas condiciones de respuesta de Bracharia d. en
comparacion con los efectos téxicos crénicos en germinacion en Lactuca sativay Raphanus sativus; los cuales
aparecen a 7.0 y 51 mg Hg(l1)*kg™ de sustrato respectivamente (Tipping et a/., 2010).

Para longitud de raiz, se encontr6 un LOEC de 25 mg Hg(11)*kg™ de sustrato, y para biomasa seca el LOEC es
de 10 mg Hg(ll)*kg™ de sustrato. Se observa una respuesta favorable en comparaciéon con otras gramineas
estudiadas para fitorremediacién de mercurio. Los efectos cronicos en biomasa seca para la especie Cynodon
dactilon son de 8.0 y 25 mg Hg(11)*kg™ de sustrato en hojas y tallo, respectivamente (Tipping et a/., 2010).
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Gréfico del modelo ajustado
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Fig. 12: Regresion Simple. Variaciones de la Biomasa (g) en funcion de la aplicacién de diferentes concentraciones de Hg(ll), en
mg Hg(11)*kg™ sustrato

Niveles de inhibicién en biomasa seca entre el 25 y 50% son aceptables para la bioacumulaciéon de mercurio en
Brassica fjuncea (Shiyab et al., 2009). Para la especie Brachiaria dictyoneura la reduccion de biomasa a 25 y
50% se podria dar aproximadamente con concentraciones de 11,4 y 45,6 mg Hg(I)*kg™ de sustrato
respectivamente, aplicando el modelo obtenido.

El valor-P en la tabla ANOVA en la correlacién obtenida entre Germinacién % y mg Hg(11)*kg™ de sustrato, es
menor que 0,05, por lo tanto existe una relaciéon estadisticamente significativa con un nivel de confianza del
95,0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 98,082% de la variabilidad en
Germinacion %. El coeficiente de correlacion es igual a -0,990364, indicando una relacién entre las variables,
que permite extrapolar un efecto nocivo en la Germinaciéon a una concentracion de 75 mg Hg(I)*kg™ de
sustrato.

En el estudio de la siembra directa y el trasplante se encontr6 que las que se sembraron directamente al
sustrato contaminado obtuvieron mayor crecimiento radicular y de biomasa en cada nivel de mercurio aplicado,
en comparacién con las semillas que germinaron en medio estéril y luego fueron trasplantadas al medio
contaminado; para este ensayo, los andlisis por bloques completos aleatorios para longitud de raiz y biomasa
presentan un valor-P < 0.05, lo que sugiere que hay diferencias entre los efectos mostrados en cada nivel por
cada tipo de siembra. Una incidencia por parte del tipo de siembra sobre el efecto téxico del mercurio o su
efecto de interaccion en los cambios morfolégicos de Brachiaria dictyoneura, debe ser verificada mediante un
experimento disefiado para tal fin, ya que la estructura del disefio de bloques no permite hacer este tipo de
inferencias respecto a los niveles de cada bloque.

CONCLUSIONES

Se determind el efecto del mercurio (I1) sobre la germinacién, longitud radicular y cambios en biomasa de la
especie Brachiaria dictyoneura. Se encontré un efecto toxico significativo sobre el desarrollo radicular a partir de
25 mg Hg(11)*kg™ de sustrato, un efecto toxico significativo sobre la biomasa seca a partir de 10 mg Hg(I1)*kg™
de sustrato, y efecto toxico significativo sobre el tiempo de emergencia de semillas a partir de 75 mg Hg(I1)*kg™
de sustrato.
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Se sugiere trabajar concentraciones que no superen las 25 mg Hg(11)*kg™ de sustrato, para posteriores estudios
a escala de laboratorio sobre la acumulacién de mercurio en la especie Brachiaria dictyoneura. Con base en los
modelos de regresion obtenidos, a 25 mg Hg(11)*kg™ de sustrato, se puede generar una inhibicion del 6,8%
respecto al control en el proceso de germinacién, se podria espera que la biomasa se reduzca aproximadamente
en un 37,0%; estos niveles de inhibicion han sido reportados como aceptables en otras especies
fitorremediadoras para estudios de acumulacién de mercurio.
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