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(aubl) beauv, muerte descendente de las hojas desde el apice hasta la
base de las hojas. 95



RESUMEN

Los metales pesados, y en general los elementos traza, estan presentes en
concentraciones relativamente bajas (X<mgKg™) en la corteza terrestre, los suelos
y las plantas. La presencia de concentraciones nocivas (anomalias) en los suelos
es una degradacién especial denominada contaminacion. Los elementos traza en
los suelos pueden ser de origen geogénico o antropogeénico. Los elementos de
origen geogénico proceden de la roca madre, de actividad volcanica, o de la
lixivacion de mineralizaciones. Los metales pesados antropogénicos derivan de
residuos peligrosos, procedentes de actividades industriales, mineria e industria
agricola, y residuos solidos urbanos. La contaminacion en el suelo, trae como
consecuencia la pérdida de fertilidad y capacidad biodegradadora, asi como de otras
funciones que directa o indirectamente permiten la supervivencia de la flora y fauna,
afectando de cualquier forma la salud del hombre. EI mercurio, genera uno de los
mayores problemas ambientales actuales debido a su alta toxicidad y capacidad
para bioacumularse y biomagnificarse. En Colombia, la mayor zona de explotacion
minera de oro, se encuentra ubicada entre el norte de Antioquia y sur de Bolivar
con mas de 12.400 minas en explotacién, involucrando a un nimero de personas
superior a 50.000 que reciben influencia directa o indirecta de esta actividad. La
cantidad de mercurio liberado al ambiente en esta actividad no ha sido calculada
con exactitud, pero ha sido estimada en cerca de 80 a 100 toneladas al afio.

En este estudio se evalud la capacidad de acumulacion de mercurio (Hg) que
pueda poseer la cafia flecha (Gynerium sagittatum) (Aubl) Beauv in vitro como una
alternativa viable de ser implementada para la rehabilitacion de suelos
contaminados, fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad de Sucre (9°18 N, 75°23’ O). Usandose un disefio experimental de
bloques al azar, un analisis de varianza para comparacion de medias, una prueba
de Tukey (p<0.05) para establecer las diferencias significativas entre los
tratamientos. Los analisis de mercurio se realizaron en un espectrofotometro de
absorcion atdmica Thermo Electron S4, provisto de una celda con ventanas de
cuarzo, por el método de espectroscopia de absorcion atémica con vapor frio. Los
resultados muestran que la parte de la planta que presenta mayor acumulacion es
la raiz con 55,98 pg g HgT, seguida de los tallos-hojas con 14,84 pg g* HgT.
Ademas, la acumulacion de mercurio en raices y tallos aumento6 con el tiempo. En
conclusion, in vitro esta planta acumula Hg debido a las altas concentraciones en
sus tejidos, sin afectar la viabilidad de las plantas. EI uso del cultivo de tejidos in
vitro en fitorremediacién es un sistema modelo para establecer el potencial de
acumulacion, permitiendo la comprensién de los mecanismos metabodlicos que
funcionan en las plantas y la prediccion de la eficacia con que podrian funcionar
ciertas plantas fitorremediadoras en condiciones in vivo o en condiciones de
campo.



ABSTRACT

Heavy metals and trace elements generally are present in concentrations relatively
low (X<mgKg™) in the earth's crust, soil and plants. The presence of harmful
concentrations (anomalies) in soil degradation is a special one called pollution.
Trace elements in soils can be geogenic or anthropogenic origin. Geogenic source
items come from the bedrock, volcanic activity, or the leaching of ores. Heavy
metals derived from anthropogenic hazardous waste from industrial activities,
mining and agricultural industry, and municipal solid waste. The contaminations in
the soil, results in the loss of fertility and biodegraded, as well as other functions
that directly or indirectly allow the survival of flora and fauna, affecting in any way
human health. The mercury generates one of the greatest environmental
challenges today due to its high toxicity and ability to bioaccumulate and
biomagnify. In Colombia, the largest area of gold mining, is located between
northern Antioquia and southern Bolivar over 12,400 mines in operation, involving
a number of over 50,000 people who receive direct or indirect influence of this
activity. The amount of mercury released into the environment in this activity has
not been calculated exactly, but it has been estimated at about 80 to 100 tons per
year.

In this study was evaluated the potential for accumulation of mercury (Hg) that can
hold the cane arrow (Gynerium sagittatum) (Aubl) Beauv in vitro as a viable
alternative to be implemented for the rehabilitation of contaminated soils, was
conducted at the Plant Biotechnology Laboratory, University of Sucre (9° 18" N, 75°
23" W). An experimental design was randomized block, an analysis of variance to
compare means, Tukey test (p<0.05) to establish significant differences between
the treatments. The mercury analyses were performed on atomic absorption
spectrophotometer Thermo Electron S4, a cell equipped with quartz windows, by
the method of atomic absorption spectrometry with cold steam. The results show
that the plant part that presents the greatest accumulation is the root with 55.98 mg
g' HgT, followed by the stems, leaves 14.84 g g’ HgT. Furthermore, the
accumulation of mercury in roots and stems increased with time. In conclusion, in
vitro this plant accumulates due to the high Hg concentrations in their tissues
without affecting the viability of plants. The use of in vitro tissue culture in
phytoremediation is a model system to establish the potential of accumulation,
allowing the understanding of metabolic pathways operating in plants and predict
the effectiveness with which they could operate certain phytoremediation plants
under in vivo conditions or under field conditions.



1. INTRODUCCION.

Los metales pesados son quizas los agentes téxicos mas conocidos desde la
antigtiedad. En los ultimos afios se ha incrementado el conocimiento concerniente
a los potenciales efectos toxicos y mecanismos de accion de los iones metalicos,
los compuestos inorganicos y organometalicos que constituyen parte de los
productos y subproductos tecnolégicos (Repetto, 1995; Andrews, 2000; Kosnett,
2010). A la vista de la diversidad de problemas que plantea la contaminacion
medio ambiental con metales pesados, las alternativas para su solucién no han
proporcionado soluciones definitivas a este problema (Barregard et al., 1999; Alkorta et
al., 2010; Tabari et al., 2010).

Entre los metales pesados mas toxicos se encuentra el mercurio (Hg) utilizado
ampliamente en la mineria del oro, causando un gran efecto contaminante tanto
en las aguas y terrenos como en los propios trabajadores que manipulan el
mercurio y sus familias (Lopez et al., 2005). El Hg genera uno de los mayores
problemas ambientales actuales debido a su alta toxicidad y capacidad para
bioacumularse y biomagnificarse (Zheng et al., 2008), por lo que altera el

equilibrio ecoldgico y genera graves problemas de salud publica.

Las concentraciones de mercurio en los compartimientos ambientales aumentan
continuamente ya que puede acumularse en plantas, pasar a los animales y por
altimo a los seres humanos (Islam et al., 2007; Ullrich et al., 2007). Este
contaminante esta relacionado con dafios severos al sistema nervioso central,
teratogénesis, asi como afecciones a higado y rifiones (Magos, 2003; Bocayuva
et al., 2005; Moreno et al., 2006; Novoa et al., 2008).

En Colombia, principalmente en la Costa Norte Colombiana, no existe un
planeamiento ambiental con alternativas viables y econOmicas para recuperar
zonas contaminadas con mercurio, convirtiéndose en problema regional y
nacional con graves impactos en la salud publica (Barregard et al., 1999; Ibafnez y
Montoro, 1996; Olivero y Johnson, 2002).



Debido a los problemas de salud humana que representa el contacto con suelos
contaminados con metales pesados, se evallan alternativas de tratamiento de los
suelos contaminados, a través de la extraccion de los metales del suelo y su
recuperacion mediante la fitorremediacion (Barregard et al., 1999; Ibafiez y Montoro,
1996; Lopez et al., 2005).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Por lo anotado de forma introductoria, surge el interés y la necesidad de colaborar con
la naturaleza para revertir el efecto de los contaminantes en los ecosistemas
colombianos. En Colombia, la mayor zona de explotacibn minera de oro se
encuentra ubicada entre el norte de Antioquia y sur de Bolivar con méas de 12.400
minas en explotacién, involucrando a un nimero de personas superior a 50.000 que
reciben influencia directa o indirecta de esta actividad (Unidad de Planeacion Minera
Energética, 2001). La cantidad de mercurio liberado al ambiente en esta actividad
no ha sido calculada con exactitud, pero ha sido estimada en cerca de 80 a 100
toneladas al afo. El manejo inadecuado de este metal ha conllevado a la
contaminacion de suelos, sedimentos, cuerpos de agua y demas compartimientos

ambiéntales (Olivero y Johnson, 2002).

Por lo tanto, es necesario, como habitantes de la regién y conocedores de estas
problematicas, asumir nuestras responsabilidades académicas en el contexto de la
responsabilidad social, buscando alternativas con base en nuestros propios recursos
humanos y naturales. En tal sentido, este trabajo tuvo como objetivo evaluar el
potencial acumulador de mercurio por Gynerium sagittatum (aubl) beauv en

condiciones de cultivo in vitro.

3. JUSTIFICACION.

La mayoria de las aproximaciones convencionales no han proporcionado soluciones
definitivas al problema de contaminacién medio ambiental con metales pesados como
Pb, Cd, Hg, Cr, entre otros. La restauracion ambiental implica la seleccion, justificacion,
optimizacion y aplicacion de las técnicas adecuadas para la recuperacion de areas

afectadas. Debido a los problemas de salud que representa el exponerse a suelos
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contaminados con los metales se ha decidido explorar una alternativa de tratamiento
de los mismos, mediante la extraccién de metales del suelo y su recuperacién usando
la biorremediacion, es decir “el proceso de remediar desastres ecoldgicos mediante
medidas y aplicaciones biolégicas” (Hernandez et al., 2006; Bhatia et al., 2005;
Berazain et al., 2007). Es preciso agregar que por su versatilidad, bajo costo y
eficiencia, se considera la alternativa biol6gica mas prometedora en el tratamiento de

suelos y acuiferos contaminados por xenobidticos (Wu et al., 2007).

Entre las diferentes opciones técnicas de biorremediacion, la fitorremediacién ocupa un
lugar importante porque es una tecnologia emergente basada en la acciéon combinada
de plantas (terrestres o acuaticas) (Wetzel et al. 1997; Prabha y Loretta, 2007). Parte
de estas metodologias, denominadas fitotecnologias, consideran el uso de las plantas,
debido a su bajo impacto medioambiental, bajo costo, eficiencia y gran aceptabilidad
entre el publico (Chaney et al., 1997; Iskandar y Adriano, 1997; Kovacik et al., 2006;
Ghaderian et al., 2007). Lo que hace sobresaliente a esta técnica frente a los métodos
convencionales de “limpieza” ambiental es que las plantas cultivadas en suelos
contaminados absorben en general mas oligoelementos y la concentracion de éstos en
los tejidos vegetales esta a menudo directamente relacionada con su abundancia en
los suelos, y especialmente en la solucion humeda (Kabata y Pendias, 2001; Palomino
et al., 2007).

Su impacto regenerativo es otra de sus cualidades, aunque est& condicionado por el
dafio causado sobre el area tratada. Algunas veces el éxito es rapido y sencillo de
obtener, pero en otras la complejidad quimica de los contaminantes supera la
capacidad de los organismos para metabolizarlos. En estos casos, el proceso tarda
varios afos, en ocasiones ni siquiera se logra la completa degradacion de los agentes
nocivos (Wu et al., 2007).

Severin (2000) referencia a Gynerium sagittatum (aubl) beauv como una planta que
elimina tanto componentes inorganicos como componentes organicos de aguas
residuales. En la actualidad no se conocen estudios realizados sobre la capacidad
fitorremediadora de mercurio (Hg) que pueda poseer esta planta, o cual se puede
considerar como una desestimacion del potencial que tiene esta especie regional,

pudiendo ocupar un lugar importante en esta tecnologia emergente. Esta especie es
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recurso existente en la zona indigena de los departamentos de Cérdoba y Sucre, la
Costa Norte y los valles de muchos rios colombianos (Sehuanes y Florez, 2003).
Aunque se conocen algunos antecedentes de otras cafas para la eliminacion de
metales pesados y de residuos organicos como el carrizo (Phragmites australis)
(Martinez et al., 2005), no se han realizado estudios de fitorremediacion en esta

especie.

4. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE.

Una de las principales actividades antropogénicas que ha contribuido a que exista un
alto grado de contaminacion de los suelos por metales pesados a nivel mundial es la
mineria, ya que es una actividad economica que se practica al menos en 158 paises
(Hinde, 2000; UNEP, 2000; Rattner, 2009; Huang et al., 2010). En Latinoamérica se
explota una gran variedad de metales que ineludiblemente generan residuos
debido a las practicas artesanales y el manejo inadecuado de los residuos
generados, como también la inexistencia de normas precisas que regulen las
emisiones de los metales a los ecosistemas. Los principales impactos ambientales
asociados a esta actividad son diversos, resaltando el deterioro visual del paisaje, la
disposicion inadecuada de residuos solidos y liquidos que se caracterizan por contener
concentraciones altas de metales pesados de elevada toxicidad como Pb, Cd, Hg y Cr,
aumentando el riesgo de contaminar los elementos del ecosistema, poniendo en
riesgo la salud publica y el ambiente en general (Fernandez et al., 2001; Eisler,
2004; Novais y Camara, 2009; Pizarro et al., 2010).

4.1 El Mercurio.

El mercurio es un elemento quimico, cuyo nombre y abreviatura (Hg) proceden
del latin hidrargirium, nimero atdbmico 80 y peso atémico 200.59. Es un liquido
blanco, plateado a temperatura ambiente (punto de fusion -37.46°F); ebulle a 357°C
(675.05°F) a presion atmosférica. Es un metal noble, soluble Unicamente en soluciones
oxidantes. Forma soluciones Illamadas amalgamas con todos los metales
incluyendo oro, plata, platino, uranio, cobre, plomo, sodio y potasio y en sus

compuestos se encuentra en los estados de oxidacion +1 y +2 (Baughman, 2006).



El mercurio existe en diferentes especies quimicas, ya sea de manera elemental,
o formando compuestos inorgénicos y organicos. En su forma elemental (Hg°)
tiene como estado de oxidacion 0 y es la especie menos toxica. En la formacion
de compuestos, el mercurio puede presentarse como iGn mercurico 0 mercurio
(1), Hg*"; e ion mercurioso o mercurio (I), (Hg-Hg)**, donde los atomos estan
formando un enlace metal — metal y cada &tomo tiene una carga positiva de +1.
Entre los compuestos donde el mercurio posee monovalencia se encuentra el
cloruro de mercurio (I) (Hg2Cl,), mientras que el mercurio divalente se presenta en
compuestos inorganicos como cloruro de mercurio (II) (HgCl,), y organicos como
metilmercurio (CHsHg"), etilmercurio (CH3CHzHg") y fenilmercurio (CeHsHg").
Cabe destacar que el enlace carbono-mercurio (Hg-C) de los compuestos
organomercuriales no es un enlace fuerte (cerca de 60 kJ/mol), pero es mas
estable frente al enlace mercurio-oxigeno (Hg-O). Esto ayuda a explicar porqué
los compuestos organometalicos de mercurio son estables al oxigeno y al agua y
por lo tanto, persistentes en el ambiente (Jing et al., 2007; Shaban, et al., 2008).

Las especies mercuriales difieren entre si en sus solubilidades en agua. Algunas
sales de mercurio (1), por ejemplo, Hg(NO3), 0 Hg(ClO4),, son muy solubles en
agua y por lo general estan disociadas; las soluciones acuosas de estas sales
reaccionan como acidos fuertes a causa de la hidrolisis que ocurre. Otras sales de
mercurio como HgCl, o Hg(CN),, también se disuelven en agua, pero en solucion
s6lo estan poco disociadas (Hinton y Veiga, 2001; Liu et al., 2008).

4.2 El mercurio en el ambiente

El mercurio entra al medio ambiente como resultado de la ruptura de minerales de
rocas y suelos a través de la exposicion al viento y agua. La liberacién de mercurio
desde fuentes naturales ha permanecido constante a través del tiempo. Sin embargo,
las concentraciones de mercurio en el medio ambiente han crecido debido a la
actividad humana (Reimann y De Carita, 2005). La mayoria del mercurio originado
por las actividades antropogénicas es liberado al aire, a través de la quema de
productos fosiles, mineria, fundiciones y combustion de residuos sélidos. Algunas
formas de actividades humanas liberan mercurio directamente al suelo o al agua, por

ejemplo la aplicacion de fertilizantes en la agricultura y los vertidos de aguas residuales
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industriales. Todo el mercurio que es liberado al ambiente eventualmente terminara en

suelos o aguas superficiales (Ebinghaus et al., 1999; Pirrone et al., 2006)

Aguas superficiales acidas pueden contener significantes cantidades de mercurio.
Cuando los valores de pH estan entre cinco y siete, las concentraciones de mercurio
en el agua se incrementaran debido a la movilizacién del mercurio en el suelo. Los
microorganismos pueden convertir el mercurio que ha alcanzado las aguas
superficiales o suelos en metilmercurio, una substancia que dafia al sistema nervioso y
puede ser absorbida rapidamente por la mayoria de los organismos. Los peces son
organismos que absorben gran cantidad de metilmercurio de agua superficial cada dia.
Como consecuencia, el metilmercurio puede bioacumularse en peces y en las cadenas
alimenticias de las que forman parte. Los efectos del mercurio en los animales
provocan dafio en los rifiones, trastornos en el estbmago, dafio en los intestinos, fallos
en la reproduccion y alteracion del ADN (Joner y Leyval, 2003; Brodkin et al., 2007;
Li et al., 2008; Tsuchiya et al., 2008).

4.3 Mercurio y salud humana.

El mercurio puede ingresar al organismo por la piel, por aire 0 a través de los
alimentos. El metilmercurio es la forma que mas facil se absorbe a través del tracto
gastrointestinal, por lo que la ingesta de alimentos contaminados lleva al rapido
traspaso de Hg al torrente circulatorio, desde donde se distribuye a otras partes del
cuerpo, especialmente al Sistema Nervioso Central (SNC). El mercurio atraviesa la
barrera placentaria, la hematoencefélica en mujeres embarazadas y puede pasar al
bebé recién nacido también a través de la leche materna. La exposicion en el lactante
puede causar disminucion del coeficiente intelectual y retardo en el desarrollo
psicomotor. Este elemento ha dejado huella en la historia de la humanidad, con casos
muy conocidos como el de Minamata - Japon, el envenenamiento por mercurio
organico en lIraqg, o la exposicion a metilmercurio en el Amazonas (Gochfeld, 2003;
Karada, 2010; Sakamoto et al., 2010).

La exposicion a mercurio elemental (Hg®), a la que estan sometidos los mineros
auriferos, odontélogos, personas con amalgamas dentales y trabajadores de plantas

de produccién de cloro, entre otros, puede generar déficit en el desarrollo neurolégico y
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de comportamiento, lo que puede incluir dafios sutiles en la memoria visual, atencién y
velocidad en las respuestas visuales, auditivas y psicomotoras, pérdida reversible de la
capacidad para distinguir colores, ademas de inflamaciones severas de la piel
(Fujimura et al., 2009). Por otra parte, el metilmercurio es acumulado tanto en el
cerebelo como en la corteza cerebral donde es fuertemente enlazado a las proteinas a
través de los grupos sulfhidrilos. Uno de los grandes problemas de este agente tdxico
es su alta capacidad para atravesar la barrera placentaria en forma de un conjugado
de mercurio-cisteina, a través del sistema de transporte activo para aminoacidos
neutros (Karada, 2010; Sakamoto et al., 2010).

4.4 Mineria y mercurio.

En la mineria aurifera en Colombia, las explotaciones y beneficio del mineral son
realizadas con métodos artesanales sin planeamiento ambiental, usando de
manera incorrecta e irracional el mercurio en la recuperaciéon del oro. La
extraccion de oro con mercurio consiste de cuatro etapas principales:
amalgamacion, separacion de la parte mineral de la amalgama, quema de la
amalgama mercurio-oro y purificacién del oro. La amalgamacién consiste en
mezclar manualmente la roca triturada enriquecida de oro con mercurio metalico,
posteriormente se libera el exceso de mercurio, generalmente en cercanias a
corrientes de agua. La amalgama producida es de alta densidad y puede ser
separada del resto de sedimentos por precipitacion; luego esta amalgama es
sometida a altas temperaturas con lo que se puede separar el oro sélido del
mercurio, siendo este Gltimo liberado al ambiente (como Hg®) en forma de vapor
(Hinton y Veiga, 2001).

En el desarrollo de los procesos anteriores, se genera el derramamiento directo
de grandes cantidades de mercurio a suelos, rios y en cuerpos de agua como
ciénagas y lagunas. La volatilizacion del mercurio usualmente se realiza a campo
abierto liberando este contaminante directamente a la atmdésfera; ademas estos
procesos son realizados muy cerca de las viviendas de los mineros, de tal forma
que las familias respiran gran parte del vapor de mercurio e ingieren alimentos y

agua con concentraciones perjudiciales para la salud (Olivero y Johnson, 2002).



4.5 Fitorremediacion.

Las técnicas de remediacion, pueden realizarse in situ 0 ex situ. La utilizacion de estas
técnicas en ocasiones provoca alteraciones posteriores a la remediacion que impiden
recuperar el uso anterior del suelo. Estas técnicas se clasifican segin Elwes (1999) en
cuatro categorias: extraccion, quimicas, fisicas y bioldgicas. Las técnicas biolégicas se
desarrollaron hace un par de décadas, sobre todo a escala piloto, aunque en los
ultimos afos se realizan a escala comercial, tanto en el caso de suelos contaminados
como en el caso de aguas o efluentes (USEPA, 1996 y 1997; Verma et al., 2006).
Para la aplicacion de las técnicas biologicas se deben considerar las condiciones
especificas del medio a descontaminar, evaluar las interacciones del suelo con el
contaminante, de los microorganismos aplicados con los contaminantes y de los
microorganismos aplicados con las poblaciones nativas del suelo (Telysheva et al.,
2002; Amir et al., 2007). Una de las técnicas biologicas que mas atencion ha recibido
es la fitorremediacion ("fito" significa planta y el sufijo latino "remedium”, que significa
limpiar o restaurar) que tiene como objetivo degradar, asimilar, metabolizar o
desintoxicar metales pesados, compuestos organicos y compuestos radioactivos, por
medio de la accion combinada de plantas y microorganismos con capacidad fisiolégica
y bioquimica para absorber, retener, degradar o transformar sustancias contaminantes

a formas menos téxicas (Harvey et al., 2002; Xiao et al., 2010; Wei y Ma, 2010).

Las plantas tienen una habilidad notable para extraer y concentrar contaminantes a
partir del aire a través de los estomas, y del agua y suelo por medio de su sistema
radicular; también cuentan con mecanismos en su metabolismo para poder realizar
transporte de metales. Se caracterizan, ademas por tener respuestas enzimaticas para
frenar el estrés oxidativo provocado por el incremento en la concentracion celular de
metales toxicos (Megateli et al., 2009; Mohanty et al., 2010). Por otro lado, dada la
particularidad de que las plantas carecen de la habilidad de desplazarse, éstas han
creado sistemas bioquimicos Unicos para la adquisicion de nutrientes, control y
detoxificacion en la rizosfera (Jagadeesan y Kavitha, 2006). También pueden
estabilizar el suelo contaminado y crear las condiciones favorables para la
colonizacion microbiana de la rizosfera, la degradacion simbibtica y la
desintoxicacion de los contaminantes (Doty, 2008). Ademas de estas adaptaciones

fisioldgicas, el sistema de raices de las plantas puede hacer infiltraciones en grandes
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volumenes de suelo (Xia, 2004). Como resultado de estas ventajas, surge el interés
de usar a las plantas como medio para enfrentar la contaminaciéon ambiental y
recuperar sitios contaminados. Por tal razon, la fitorremediacion se considera ahora
una tecnologia prometedora, de bajo costo y amigable con el ambiente, con la cual de
manera integral, se podran recuperar distintos sitios contaminados (Moreno et al.,
2008).

La aplicacion de la fitorremediacion tiene ciertas limitaciones como son la profundidad
de penetracion de las raices; la fitotoxicidad en areas fuertemente contaminadas; los
tiempos de proceso pueden ser muy prolongados con respecto a las demas técnicas
de remediacion y la biodisponibilidad de los compuestos que siempre limita la
captacion (Cunningham et al., 1997; Lopez et al., 2005). Ademas, esta técnica es
aplicable para sitios con concentraciones bajas o0 moderadas; y tiene el riesgo de
ingresar los contaminantes a la cadena tréfica y de emitirlos al ambiente por la

volatilizacion de éstos desde las hojas (Zheng et al., 2008).

Otra limitante es el tiempo de remediacién del sitio contaminado, que puede estar entre
1 a 20 afios, por lo que se deben requerir de varios ciclos de cultivo para reducir la
concentracion de los contaminantes a niveles aceptables. Sin embargo, en la
actualidad se vienen empleando técnicas quimicas y biotecnoldgicas que favorecen las
tasas de bioacumulacion de mercurio, al igual que especies con poca interaccion con
las cadenas tréficas (Macek et al., 2000; Watanabe y Suzuki, 2002; Pulford y
Watson, 2003).

4.5.1 Mecanismos Y fases de la fitorremediacion.

La desintoxicacion de contaminantes por fitorremediacion se realiza empleando al
menos uno de los siguientes mecanismos: fitoextraccion, rizofiltracion, fitoestimulacion,

fitoestabilizacion, fitovolatilizacion y fitodegradacion.

La estrategia de fitoextraccion o fitoacumulacién explota la capacidad de algunas
plantas para acumular contaminantes en sus raices, tallos o follaje, las cuales pueden
ser facilimente cosechadas. Este mecanismo ha sido ampliamente estudiado en

plantas que acumulan metales (Jian et al., 1997) como Viola baoshanensis (Zhuang
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et al., 2005), Thlaspi praecox (Tolra et al., 2006), Thlaspi caerulescens (Hernandez et
al., 2006), Stackhousia tryonii (Bhatia et al., 2005), Phyllanthus orbicularis y Phyllanthus
discolor (Berazain et al., 2007), Sedum alfredii (Wu et al., 2007) y recientemente con
materiales radioactivos (Singh et al., 2008). La rizofiltracion se basa en la utilizacion de
plantas crecidas en cultivos hidropoénicos. Se prefieren raices de plantas terrestres con
alta tasa de crecimiento y area superficial para absorber, concentrar y precipitar
contaminantes. Por ejemplo, Alkorta y colaboradores (2004) ensayaron Pteris ferns

para rizofiltrar arsénico que se encuentra en aguas contaminadas.

En la fitoestimulacién o rizodegradacion las plantas generan los exudados radiculares
que estimulan el crecimiento de los microorganismos nativos capaces de degradar
compuestos organicos xenobidticos. Pivetz y colaboradores (1997) ensayaron con
éxito el crecimiento de diferentes especies de plantas en presencia de pentaclorofenol
e hidrocarburos aromaticos policiclicos. Recientemente, Siciliano y colaboradores
(2003) investigaron la capacidad de degradacion y la composicion de las comunidades
microbianas durante la fitoestimulaciéon en la raiz de Festuca arundinacea expuesta a
hidrocarburos del petréleo. Encontraron que la maxima tasa de degradacion fue de 38
mg de hidrocarburos/kg mes; este resultado es el doble de lo que se encontr6 en el
testigo. También observaron la alternancia en la composicion de las comunidades

microbianas.

La fitoestabilizacibn es un mecanismo que utiliza a la planta para desarrollar un
sistema denso de raices que le permite reducir la biodisponibilidad y la movilidad de los
contaminantes evitando el transporte a capas subterraneas o a la atmésfera. Dec y
Bollang (1994) demostraron que Raphanus sp. desarrolla su sistema radicular en un
afo y que, durante el mismo tiempo, absorbe compuestos fendlicos, removiendo hasta

en un 90% la concentracion inicial.

La fitodegradacion consiste en la transformacion de los contaminantes organicos en
moléculas mas simples. En determinadas ocasiones, los productos de la degradaciéon
le sirven a la planta para acelerar su crecimiento, en otros casos los contaminantes son
biotransformados. Por ejemplo, Marjories et al., (2001), Newman et al., (1999) y Kassel
et al., (2002), encontraron que el alamo fitodegrada moléculas como el éter metil

terbutilico y el tricloroetileno presentes en acuiferos.

10



La fitovolatilizacion se produce a medida que las plantas en crecimiento absorben agua
junto con los contaminantes organicos solubles. Algunos de los metales pueden llegar
hasta las hojas y volatilizarse a la atmosfera. Se ha estudiado la capacidad de la
Arabidodsis sp en volatilizar Se, Pb y Hg al modificarla con genes de levaduras
mutantes (Chaney et al., 1997). Estudios han indicado que Hydrilla verticillata posee
la capacidad de volatilizar el Se, que puede encontrarse en el suelo y el agua
(Carbalho et al., 2001). Arundo donax puede crecer en presencia de tazas de metales
pesados como: Cu, Pb, Cd, Zn, Ni, Hg y Cr, los cuales tiene la capacidad de fitoextraer

y volatilizar a la atmosfera (Han y Hu, 2005).

Estas biotransformaciones, que ocurren generalmente en la naturaleza se les
denominan atenuacion natural. Se ha observado que los niveles de contaminantes se
reducen mas rapidamente en suelos con plantas. Por ejemplo, April y Sims (1990)
demostraron que la biodegradacion de varios contaminantes se intensificO debido al
crecimiento de pastos en los suelos contaminados con hidrocarburos. En otros
estudios (Anderson y Coats, 1994), encontraron que la rizosfera contenia una
poblacién muy diversificada de microorganismos, dos o tres veces mas abundantes

gue lo observado en los suelos cercanos sin hierbas.

Una planta fitorremediadora realiza cualquiera de los mecanismos anteriores siguiendo

tres fases: Absorcion, excrecion y desintoxicacion de contaminantes.

* La absorcion de contaminantes se realiza a traves de las raices y las hojas mediante
los estomas y la cuticula de la epidermis (Watt y Evans, 1999). Esta absorcion ocurre
en la rizodermis de las raices jovenes, que absorben los compuestos por ésmosis
dependiendo de factores externos como la temperatura y el pH del suelo. Otros
factores importantes que inciden en la penetracion del contaminante son su peso
molecular e hidrofobicidad que determinan que estas moléculas atraviesen las
membranas celulares de la planta. Después de cruzar la membrana, los

contaminantes son distribuidos a través de toda la planta (Harvey et al., 2002).

* Los contaminantes que se absorben por las raices, se excretan via hojas a través de

los estomas (fitovolatilizacién). Cuando las concentraciones de los contaminantes son

11



elevadas, so6lo pequefas fracciones (menos del 5 %) se excretan sin cambios en su

estructura quimica.

 La desintoxicacion de los compuestos organicos se lleva a cabo por la via de la

mineralizacién hasta di6xido de carbono.

Algunos ejemplos recientes son: la biodegradacion del fenantreno por raices de avena
y por comunidades nativas del suelo (Miya y Firestone, 2001); la biodegradacion del
pireno por Festuca arundinacea y Panicum virgatum L., donde se utiliz6 carbono
marcado para observar la transformacion, la distribucion y el destino final del

contaminante.

4.5.2 Plantas que pueden ser utilizadas para lafit orremediacion .

Podemos hablar de gramineas y leguminosas. En el primer grupo encontramos a los
zacates (que normalmente ya estan en los suelos), también al pasto llanero y algunos
de los pastos nativos. Las leguminosas que normalmente se ven como coberteras,
pueden tener también esta propiedad, por ejemplo, el frijol, el terciopelo o la pica pica

mansa. Normalmente todas las leguminosas tienen esta capacidad (Vasquez, 2002).

Lo interesante de estas plantas es que tienen la capacidad de extraer del suelo los
contaminantes como si fueran nutrimentos y acumularlos. Erréneamente, mucha gente
ve plantas en el suelo que no son las que tradicionalmente nos sirven y las quitan,
ignorando, que en su raiz hay una gran cantidad de raicillas que funcionan como
extractoras. Ademas, las raices de las plantas tienen un intercambio muy dinamico con

los microorganismos del suelo para favorecer este factor de nutricion (Vasquez, 2002).

Realmente es una maravilla lo que pueden hacer las plantas a través de sus raices. No
so6lo son capaces de absorber, por ejemplo, los hidrocarburos como nutrimentos, sino
que, ademas, liberan fotosintatos, producto de la fotosintesis, y los carbohidratos y los
azuUcares son liberados como exudados por parte de la raiz. En la rizosfera, ambiente
cercano a la raiz muy rico en nutrimentos, crece una gran cantidad de organismos
benéficos. Al establecer estas plantas en zonas afectadas por contaminacion,

favorecemos el desarrollo de estos microorganismos, que funcionan como agentes de
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biorremediacion. La planta por si misma tiene la capacidad de extraccion, pero la
rigueza de nutrimentos que hay alrededor de la raiz permite que entren estos
microorganismos y en conjunto sean los que desarrollen esta funcion tan importante
(Vasquez, 2002).

Algunas plantas han sido identificadas que tienen el potencial de absorcién de plomo.
Muchas de estas plantas pertenecen a las siguientes familias: Brassicaceae,
Euphorbiaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, y Lamiaceae. La Mostaza parda
(Brassica juncea), se ha encontrado que tiene una buena capacidad para el transporte
de plomo de las raices a los brotes, posee un coeficiente de fitoextraccion de 1,7 y
gue a una concentracion de plomo de 500 mg/L no es fitotoxico para esta especie
(USEPA, 2000).

Existen algunas pruebas de que ciertas especies de plantas tienen la capacidad
de extraer y acumular mercurio tanto de la atmosfera como del suelo. Un equipo
de investigacion encabezado por Richard Meagher en la Universidad de Georgia
investigan el uso de los arboles de alamo amarillo (Liriodendron tulipifera), de
crecimiento rapido y eficaz en la absorcion y la liberacién de vapor de mercurio a
una velocidad de hasta 10 veces mayor que el comun de las plantas (Meagher,
1998). También se encuentran reportes de una tasa de fitoextraccion del 42 % en
un hibrido de sauce (Salix sp.) cuando el suelo contaminado es tratado con
agentes quelantes como el EDTA y el acido citrico (Phytoremediation at Argonne
National Laboratory West, 2000).

4.5.3 Plantas hiperacumuladoras.

La mayoria de las plantas capaces de crecer en tierras ricas en metales lo hacen
excluyendo iones potencialmente toxicos de sus sistemas de raices; en otras
plantas, los metales son utilizados como micronutrientes, sin embargo
concentraciones minimas saturan a la planta. La habilidad de tolerar la presencia
de metales pesados estd determinada por el nivel de variacion genética del
individuo (Kamnev y Van der Lelie, 2000).
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Las plantas adoptan distintas estrategias frente a la presencia de metales
(Barceld y Poschenrieder, 2003). De acuerdo con la estrategia de bioacumulacion
de Baker (1981), las plantas hiperacumuladoras, pueden superar en 100 0 mas

veces los valores normales de metales acumulados en sus tejidos (Salt, 2006).

La hiperacumulacion implica la existencia de mecanismos internos de
detoxificacion de iones metdlicos libres, para evitar dafio oxidativo. Las
fitoquelatinas (PC’s) desempefian un papel fundamental en la detoxificacion, pues
pasan el toxico a las vacuolas, disminuyendo su contenido en el citosol (Pai y Rai,
2010). Otro mecanismos es depositarlo sobre la pared celular y hacer enlaces a

grupos -SH en el limite del citoplasma (Navarro et al., 2007).

La planta puede protegerse al formar complejos metélicos estables, menos
toxicos con quelantes y/o al secuestrar los metales desde el citoplasma hacia el
interior de vacuolas o en la pared celular, donde no puedan ocasionar efectos
adversos (Schat et al., 2002; Vazquez et al., 2009). La tolerancia viene
determinada por la accion de varios mecanismos internos que actuarian

conjuntamente.

Las gramineas o poaceas (Poaceae Barnhart) son una familia de plantas
herbaceas, o muy raramente lefiosas, perteneciente al orden Poales de las
monocotiledéneas (Liliopsida). Son el género mas adecuado para la
fitorremediacion de formas organicas e inorganicas de metales, por su habitat de
crecimiento y adaptabilidad a una variedad de condiciones edaficas y climaticas.
Ademas se ha reportado una gran biodiversidad de especies con potencial,
probado en campo y en laboratorio para la fitorremediacion. A la fecha, se han
identificado mas de 400 especies de plantas entre terrestres y acuaticas,
pertenecientes a 22 familias, de las cuales la familia Brassicaceae contiene 87
especies incluidas en 11 géneros tolerantes a los metales y capaces de crecer en

concentraciones elevadas (Ghosh y Singh, 2005).

4.6 Fitotoxicidad.
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El término fitoxicidad se ha asociado normalmente con la bioacumulacién de una
sustancia dafiina en el tejido de una planta en niveles que afectan su crecimiento
y normal desarrollo. Sin embargo, esta definicion muchas veces no es adecuada
porque las plantas presentan distintos grados de fitoxicidad mostrando una gran
variedad de sintomas durante su ciclo de crecimiento, existiendo distintos niveles
de dafio. Ademas, el crecimiento no sélo se ve afectado por la bioacumulaciéon de
sustancias toxicas, sino también por factores medioambientales como deficiencias
nutricionales, estrés hidrico, dafio en raices u otros, los cuales producen
disminucién del rendimiento (Naidu et al., 2003). Chang y colaboradores (1994),

indican que para confirmar que existe fitoxicidad por metales se requiere que:

» Las plantas sufran un dafio.

» El metal potencialmente téxico sea acumulado en el tejido de vegetal.

« Las anomalias observadas no correspondan a otros desoérdenes del
crecimiento de la planta.

» Se observen los mecanismos bioquimicos que causan la toxicidad del metal en

las plantas durante el ciclo de crecimiento.

En general, las plantas son mucho mas resistentes a los incrementos en la
concentracion que a una insuficiencia de un elemento esencial dado. Distinto es el
caso de un elemento no esencial, donde el nivel de dafio aumenta conforme
aumenta la concentracién del elemento. Se puede establecer que los metales
mas toéxicos para plantas superiores son Hg, Cu, Ni, Pb, Co, Cd y posiblemente
también Ag, Be y Sn (Kabata y Pendias, 2001). El Hg se puede presentar en los
tejidos de las plantas en un rango de concentracién de 30 a 700 pg kg™t Hg
(Kabata y Pendias, 2001; Pais y Jones, 1996)

4.6.1 Fitotoxicidad del mercurio.

El mercurio es considerado uno de los metales mas toxicos para las plantas. Se
relaciona con la alteracion de muchas reacciones fisioldgicas y bioquimicas, como
las de luz y oscuridad de la fotosintesis, captacion de nutrientes minerales,
permeabilidad de la membrana plasmatica, transpiracion, y funciones normales de

las enzimas, vitaminas y hormonas. Reduce el indice mitético en el meristemo
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apical de la raiz y aumenta la frecuencia de aberraciones cromosémicas, que son
directamente proporcional a la concentracion de Hg. También puede remplazar
metales esenciales en pigmentos y presentar gran afinidad por los grupos
sulfhidrilo (-SH), formando asi puentes -S-Hg-S-, e interfiriendo con funciones en
qgue participan proteinas no protegidas. En el peor de los casos, una gran
concentracion de Hg puede llevar a la precipitacion total de proteinas (Patra et al.,
2004). Por otra parte, los iones de mercurio tienden a formar enlaces covalentes,
pueden unirse al DNA e inducir cambios en las cromatidas hermanas en el nucleo

celular (Bontideana et al., 2004).

El efecto fitotoxico de los compuestos mercuriales ha sido reportado en algunas
plantas como el trigo, el arroz y otros cereales donde se ha observado necrosis en
la punta de las hojas, germinacién anormal, disminucion del porcentaje de
germinacion, y reduccién de la longitud de tallos y raices. Cabe destacar que los
efectos fitotoxicos afectan también el suelo, dejandolo no apto para el desarrollo

de las plantas y destruyendo su biodiversidad (Cavallini et al., 2008).

4.7 Espectroscopia de Absorcion Atdmica por vapor f rio.

El primer reporte usando vapor de mercurio, para monitorear el mercurio en aire
fue en 1939 (Woodson, 1939). Mas tarde Kimura y Miller (1962) utilizaron Sn (ll)
para producir vapor de mercurio. Hatch y Ott (1968) reportaron una de las
primeras descripciones de la espectrometria de absorcion atdmica con vapor frio
(CV-AAS) para el analisis de mercurio en muestras ambientales. Desde entonces,

numerosos reportes han sido descritos mejorando el método.

En la realizacién de este tipo de anélisis, el mercurio se convierte en Hg** por
tratamiento de las muestras con una mezcla oxidante de &cidos (nitrico,
clorhidrico, sulfdrico), permanganato de potasio, seguido de reduccién del Hg?* a
HgP con cloruro estafioso o tetrahidroborato de sodio. El mercurio se arrastra con
una corriente de aire seco, argon o nitrogeno, y la determinacion se lleva a cabo
empleando un espectrometro de absorcion atémica con celda provista de
ventanas de cuarzo y equipado con una lampara de catodo hueco de mercurio a

una longitud de onda de 253.7 nm.
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4.8 El cultivo de tejidos vegetales

El término genérico “cultivo de tejidos vegetales” involucra a diferentes técnicas de
cultivo de material vegetal diverso, incluyendo a los protoplastos (cé€lulas desprovistas
de su pared celular), células, tejidos, érganos y plantas completas. Mediante éstas y
otras técnicas de cultivo, es posible obtener plantas libres de microbios en un medio
nutritivo aséptico (estéril) en condiciones ambientales controladas. También se lo
conoce como “cultivo in vitro de plantas” por realizarse en recipientes de vidrio (hay
también de otros materiales). Hoy, esta técnica tiene numerosas aplicaciones, entre
ellas estudiar diversos procesos fisioldégicos y metabdlicos en células, tejidos y plantas

completas (George, 1993).

El punto de partida para el cultivo de tejidos es la iniciacion. Este es el proceso por el
cual se trae material vegetal in vivo en un medio de cultivo estéril. Las células y tejidos
que creceran y se desarrollaran desde este inicio dependeran de los objetivos del
cultivo de tejidos. Estos tejidos in vitro estan ahora dentro de un microcosmos estéril de
un recipiente de vidrio o de plastico; y son protegidos del medio exterior no estéril
(Krikorian, 1991).

Con el proposito de sostener el vigor de los tejidos vegetales y permitir que ellos
crezcan, se multipliqguen y desarrollen, esto es cultivar los tejidos, deben darse ademéas
ciertos requerimientos externos. Los tejidos pueden necesitar que se los apoye o sean
colocados sobre o en el interior de la superficie de un gel acuoso solidificado con agar
0 pueden colocarse en un medio liquido. También necesitaran de un suministro de los
elementos minerales nutritivos que son esenciales para el crecimiento vegetal, también
posiblemente algunas vitaminas, azucares como fuente de energia y un coctel de
reguladores de crecimiento que controlan el crecimiento y desarrollo de estos tejidos y
plantas particulares. Es conveniente preparar este medio ambiente nutricional
incorporando estos compuestos quimicos dentro del gel o liquido, ajustando el pH
alrededor de 6 y esterilizando este medio de cultivo ya sea dentro del recipiente para
cultivo o en uno separado (Murashige y Skoog, 1962; Lemon y Blaque, 1996).

Para el correcto crecimiento y desarrollo del tejido en cultivo, en general, es necesario

el suministro de luz, pero a intensidades muy bajas, mucho mas que la de la luz solar.
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La bioacumulacion en las plantas de la energia de los carbohidratos provendra de los
azlUcares agregados al medio, mas que de la fotosintesis, de manera que son
innecesarios unos altos niveles de luz. Una temperatura controlada también es
necesaria para estabilizar el crecimiento y mejorar la predictibilidad del desarrollo de
los tejidos (Pradhan et al., 1998).

Debido a que en condiciones de cultivo in vitro las plantas son mantenidas libres de
contaminacion microbiana, estas técnicas son muy utilizadas para distinguir las
respuestas y las capacidades metabdlicas de las células vegetales sin la interferencia
de los microorganismos que normalmente estan presentes en la rizosfera de plantas o
de tejidos (Chaudhry et al., 2005; Lebeau et al., 2008).

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta poderosa en la investigacion de
sistemas y modelos aplicables en fitorremediacion, se ha aplicado en numerosos
estudios encaminados a identificar la capacidad de las células de las plantas a
tolerar, asimilar, desintoxicar, metabolizar, almacenar y eliminar productos
formados de amplia variedad de organicos y xenobibéticos contaminantes
eliminado los efectos de la actividad microbiana (Coniglio et al., 2008; Podlipna
et al.,, 2008 y 2007; Rezek et al., 2007; Laurent et al., 2007; Bode et al., 2006;
Singh et al., 2006).

Los estudios en cultivos in vitro tienen un mayor potencial para el estudio practico
de los procesos y mecanismos implicados en la fitorremediacion debido a que
crecen relativamente rapido y una vez establecidos, estos cultivos in vitro se
puede propagar de forma indefinida, Asi puede asegurarse la estabilidad genética
en los tejidos usados y la disponibilidad siempre que se requieran, garantizando
la reproducibilidad de los resultados. En contraste, las plantas in vivo o0 en
sistemas hidroponicos tienen una vida util limitada y cada planta necesita ser
reemplazada y restablecida después de cada experimento. En consecuencia, el
tiempo necesario para llevar a cabo los montajes experimentales se puede reducir
sustancialmente usando plantas in vitro en lugar de las plantas in vivo (Wevar
Oller et al., 2005; Suresh et al., 2005; Gujarathi y Linden, 2005; Gujarathi et al.,
2005; Mezzari et al., 2004; Van Aken et al., 2004; Doran, 2009).
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Ademas de la conveniencia practica de los cultivos de tejidos vegetales in vitro,
también ofrecen ventajas técnicas importantes en comparacion con las plantas in
vivo, debido a que en los cultivos in vitro se mantienen libres de contaminacion
microbiana, y pueden ser utilizados para distinguir las respuestas y las
capacidades metabdlicas de las células vegetales de las de los microorganismos
que normalmente estan presentes en la rizosfera de plantas o de tejidos in vivo
(Chaudhry et al., 2005; Lebeau et al., 2008).

Los estudios de cultivos in vitro de plantas pueden llevarse a cabo bajo
condiciones que son mas faciles de controlar que en plantas in vivo, con respecto
a la composicion del medio, los niveles de reguladores de crecimiento,
y la capacidad de manipularlos usando aditivos al medio. Se facilita el transporte
de sustancias y la absorcién por las células permitiendo la recuperacion, el
aislamiento de los productos intermedios y los metabolitos mas facilmente,
requiriendo menos etapas de purificacion y el rendimiento de las muestras es de
mayor pureza en cantidades adecuadas para su analisis ya sea por
espectrometria de masas, absorcion atdbmica o0 resonancia magnética nuclear
(RMN) (Lamoureux et al.,, 1981; Mumma y Davidonis, 1983; Schmidt, 2001;
Laurent et al., 2007; Doran, 2009).

La maleabilidad de los cultivos de tejidos vegetales in vitro plantea la
posibilidad que con una eleccion cuidadosa de las condiciones de cultivo,
los resultados obtenidos reflejen el comportamiento y las propiedades de las
plantas en condiciones in vivo (Mumma y Davidonis, 1983; Sterling y Balke, 1988;
Brazier et al., 2007). El papel clave del uso del cultivo de tejidos in vitro en la
investigacion en fitorremediacion es un sistema modelo para establecer el
potencial de bioacumulacion, la comprension de los mecanismos metabdlicos y

de la tolerancia que funcionan en las plantas in vivo.

Durante afios, el metabolismo de muchos productos quimicos xenobidticos se ha
considerado mas alla de la capacidad enzimatica de los vegetales, la
biotransformacion de estos compuestos en los entornos de las plantas se atribuye

exclusivamente a la accion de microorganismos asociados a sus raices. Los
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cultivos in vitro en condiciones axénicas han desempefado un papel importante
para disipar este error porque han demostrando que las células vegetales son
capaces de metabolizar una amplia gama de xenobioticos de forma independiente
(Fletcher et al., 1987; Goel et al., 1997, Hughes et al., 1997; Komossa et al., 1992;
Scheel y Sandermann, 1977; Van Aken y Schnoor, 2002; Doran, 2009; Corrales et
al., 2009).

4.9 Cania flecha.

La cafa flecha o cafa brava pertenece a la familia de las POACEAE, comprende
un gran numero de especies, alrededor de 5.000, pertenecientes a mas de 700
géneros. Se trata de plantas herbaceas, perennes o anuales, con tallo (hueco en
los entrenudos y muy nudoso), en algunos casos lignificado. En algunas areas
tienden a dominar, llegando incluso a constituir bandas de vegetacién muy
extendidas que confieren una fisonomia propia al territorio (prado, estepa,
sabana) (Kalliola et al., 1992).

Las Poaceas (gramineas), aparte de constituirse en el soporte de la alimentacion
ganadera, también lo son para la alimentacion humana, ya que ofrece granos y
cereales de consumo masivo como: arroz, maiz, trigo, cebada, cafia de azucar,

sorgo, entre otros.

La cafa flecha presentala siguiente ubicacion taxonomica:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta (Angiosperma)
Clase: Liliopsida (Monocotiledénea)
Subclase: Lilidae

Orden: Poales

Familia: POACEAE

Subfamilia: Panicoideae

Tribu: Gynerieae

Geénero: Gynerium

Especie: sagittatum

Nombres comunes: Cafa Flecha, Palma, cafna brava, flecha.

Gynerium sagittatum (aubl) beauv se encuentra ampliamente distribuida en la

Ameérica tropical desde el sur de México, Florida, las Antillas hasta Bolivia y
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Paraguay (Francis, 2003). En Colombia es posible encontrar cultivos en Sonsén, en
las isletas del rio Arma, en la hoya del rio Samana, en los llanos de San Martin, Caloto
(Valle del Cauca), en las riveras de los rios Cauca, Nechi, en las riveras de las
quebradas cerca a Medellin y parte del Uraba Antioqueiio (Gonzalez, 1997). En la
zona indigena de los departamentos de Coérdoba y Sucre se mantienen los cultivos
como lotes silvestres en los margenes del rio Sind, San Jorge y en pequefios lotes
dentro del Resguardo de San Andrés de Sotavento - Cordoba (Ballesteros y Guardo,
1988).

4.9.1 Caracteristicas morfologicas.

Las partes aéreas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv estan conformados por el
culmo y las hojas. El culmo o tallo aéreo es una cafia de crecimiento alargado, con
nudos y entrenudos bien diferenciados con una longitud total entre 3-8 metrosy 2 a 4
cm de diametro. Su color es verde amarillento a pardo. Tiene un tallo subterraneo
llamado rizoma (Anexo 1), que también puede crecer por encima de la superficie del
suelo, presentando una coloracién similar al tallo aéreo, siendo la de éste mas oscura,
con nudos y entrenudos bien diferenciados, formandose en cada nudo raices
adventicias fibrosas, dandole origen a una yema, la cual origina una nueva planta y

posteriormente una macolla (Madera 'y Tuiran, 1982).

Las hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv son lanceoladas, nacen en los
nudos de los tallos, de manera opuesta y una en cada nudo. Est4 compuesta por

las siguientes partes: vaina, ligula, lamina y auriculas (Anexo 1).

e La vaina nace en la parte superior del nudo; es una estructura cilindrica que

abraza el entrenudo.

e La ligula esta formada por laminas membranosas representadas por una

corona de pelos, ubicadas en la parte superior interna de la vaina.

» Las auriculas, estructuras finas de forma triangular, angostas, con el apice

OScCuro.
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e La lamina que es la parte visible de la hoja, posee una nervadura central
principal y secundarias paralelas, puede ser pubescente o glabra. El limbo
alcanza de 1 a 2 metros de longitud aproximadamente y su parte mas ancha
alcanza unos 8 cm, con bordes ligeramente aserrados y asperas al tacto. El color
es verde palido y su angulo de insercion con el tallo es de 30 grados

aproximadamente (Madera y Tuiran, 1982).

Las flores, se encuentran agrupadas en una inflorescencia botritica compuesta de
forma reticulada, denominada panicula que puede alcanzar hasta dos metros de
longitud. Son unisexuales, las masculinas con dos estambres y las femeninas
con dos estilos, y estigma pubescente. El fruto de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv es un cariopside, cubierto por la pared del pericarpio. El embridon esta
embebido en el endospermo. El cotileddn recibe el nombre de escutelo (Madera y
Tuiran, 1982).

Las primeras raices se denominan embrionarias viven poco tiempo, después son
sustituidas por la raiz permanente, la cual carece de nudos y escamas.
Posteriormente, se desarrollan las raices adventicias 0 secundarias,
caracterizadas por un gran namero de raices fibrosas ramificadas y densas, que
ofrecen un gran soporte a la planta y le facilitan su nutricion. Estas ultimas raices
se caracterizan por presentar nudos y escamas. La longitud de estas raices puede
alcanzar 35 cm y un grosor de 2 a 3 mm (Madera y Tuiran, 1982).

5. METODOLOGIA.

5.1 Material vegetal. Las plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv c.v “criolla”,
fueron establecidas en condiciones de cultivo in vitro utilizando el medio basico de
Murashige y Skoog (1962) (Anexo 2) suplementado con: tiamina-HCI 1 mg.L™";  mio-
inositol 100 mg.L™ piridoxina-HCL 0.5 mg.L™; nicotinamida 0.5 mg.L™; glicina 2 mg.L™;
sacarosa 2500 mg.L™%; agar 4.5 gL 1 mg.L™" de 6-bencilaminopurina (BAP) y se
ajustd el pH en un rango de 5.7-5.8, temperatura promedio de 25+3 °C, con una
intensidad luminica de 50 + 5 pMol m?s™ durante 12 horas/luz y humedad relativa del

45 al 60 %. Posteriormente, los frascos sembrados fueron sellados e incubados por 30
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dias. Este estudio fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad de Sucre (9°18’ N, 75°23’ O).

5.2 Montaje de las pruebas con el mercurio

Se realizo la preparacion de los diferentes ensayos propuestos partiendo de una
solucion patrén de Hg(NOs)2 a una concentracién de 500 mg.L™ a partir de la cual se
realizaron las diluciones pertinentes para obtener una concentracion final segun la
Tabla 1, en un volumen de 250 ml por tratamiento en el medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962). Para cada experimento se utilizd un disefio completamente al azar,

realizando un procedimiento de muestreo aleatorio simple.

Tabla 1. Tratamientos evaluados en la determinacion del potencial acumulador de mercurio total por parte
de Gynerium sagittatum (aubl) beauv.

Concentracion (ug.g 7) Tratamientos
Control 0 T0
5 T1
10 T2
Hg 15 T3
25 T4
75 T5

5.3 Muestreo y analisis de las plantas.

Una vez las plantas tuvieron un sistema radicular, se transfirieron a los frascos a razén
de una planta por frasco, el cual contenia 15 mL de medio de cultivo liquido. Se realizo
la evaluacion de los tratamientos a los 20, 40 y 60 dias. Para el analisis, se tomaron las
raices y los tallos con sus hojas y fueron digeridos con una soluciéon de HNO3z:HCIO,
(3:1, viv). Los andlisis de mercurio se realizaron en un espectrofotometro de
absorcion atobmica Thermo Electron S4, provisto de una celda con ventanas de
cuarzo, por el método de espectroscopia de absorcion atdbmica con vapor frio
adaptado de Sadiq y colaboradores (1991) y USEPA (1994), previamente
validado en el laboratorio Aguas de la Universidad de Cérdoba (ANEXO 3-5). Los
analisis fueron realizados por duplicado y los resultados se reportaron en mg Hg

kg™ peso himedo.

5.4 Control de calidad del método.
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El andlisis de muestras ambientales como material biol6gico, implica la determinaciéon
de pequefias concentraciones de mercurio (ug g* 6 ng g1). La obtencién de estos
datos analiticos requiere el cumplimiento de ciertas condiciones para garantizar una
alta confiabilidad de los resultados (Miller y Miller, 2002). Los criterios de control de
calidad que debe poseer un procedimiento analitico son: linealidad, exactitud, precision
y limite de deteccidn, entre las mas usuales. A continuacion analizaremos cada uno de

ellos.
5.4.1 Linealidad.

Este pardmetro permite establecer la proporcionalidad entre la concentracion de
analito y la sefial registrada por el instrumento de medicion (absorcion atomica en el
caso de HgT). Para determinar la cantidad de mercurio en una muestra se construye
una curva de calibracion, que consiste en preparar una serie de diluciones de un
estandar en un intervalo de concentraciones especificas donde los datos guardan
linealidad. Para estimar la mejor relacion entre la sefial medida y la concentracion del
analito, sobre una serie de estandares, es aplicado el procedimiento matematico
conocido como regresion lineal. La ecuacion obtenida en la regresion lineal es de la
forma:
Y=aX+b

Donde Y es la sefial del detector (absorbancia) y X es la cantidad o concentracion del
analito. La constante a es el intercepto sobre el eje y y b la pendiente de la recta. Para
estimar qué tan bien los puntos experimentales son ajustados a una linea recta es
calculado el coeficiente de correlacion, R, el cual toma valores en el intervalo -1 y 1,

aceptandose solo aquellos donde el valor de R es mayor de 0.995.

La Gréfica 1 muestra la curva de calibracion instrumental obtenida en la determinacion
por triplicado de 5 soluciones patrones de mercurio no digeridos, para la determinacion
del contaminante en matrices ambientales, mostrando el intervalo lineal y el

coeficiente de correlacién obtenido.
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Grafica 1. Curva de calibracion para las determinaciones de HgT en matrices ambientales por
espectroscopia de absorcién atémica usando el método de vapor frio.

La curva de calibracion fue verificada periddicamente con los patrones, para establecer

posibles desviaciones de la misma durante los procesos de medicion.

5.4.2 Exactitud.

Este indicador de calidad evalla la capacidad del método analitico de dar resultados lo
mas préximo posible al valor verdadero. Se determind con el andlisis de muestras de
material certificado de referencia la Dorm-2 (para peces) del National Research Council
of Canada (NRCC). La Tabla 2 muestra los resultados de las determinaciones de HgT
para los materiales certificados de referencia, lo cual evidencia la exactitud de los

métodos utilizados.

Tabla 2. Determinaciones de HgT para los materiales certificados de referencia.

Material Certificado DORM —2

Matriz Pez

Valor Certificado (ugg™) 4,64 +0.26

Valor Encontrado (ugg™) (n= 6) 4.50 +0.07

CV (%) 1.60

% Recuperacion 96.98
5.4.3 Precision.

Este criterio evalla la dispersion de las medidas alrededor de la media, la cual
corresponde al grado de concordancia entre los valores de una serie de ensayos
repetidos sobre una misma muestra homogénea. Este parametro es calculado

empleando el coeficiente de variacion (CV), a partir de la ecuacion:
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CV = 2*100
X

Donde S es la desviacién estandar y X el promedio obtenido para las mediciones.

Para analisis de muestras complejas, eéste parametro se tolera hasta un valor del 20%.

La Tabla 2 también muestra los coeficientes de variacion de las determinaciones de

Hg en material certificado, lo que indica la precision de los métodos utilizados.
5.4.4 Limite de deteccion (LD).

Este parametro es definido como tres veces la desviacion estandar del blanco. Este
valor se obtuvo a partir de los valores determinados para 10 soluciones con todos los
reactivos empleados en el proceso de digestion y andlisis del mismo (excepto el Hg) y
corridos como muestras. Concentraciones de analito por debajo de este nivel no
pueden ser detectados cuantitativamente, ya que son confundidas con la sefial del
ruido del instrumento. Este valor fue calculado mediante la ecuacion: LD = 3S,/B
donde Sy, es la desviacion estandar de los blancos y B la pendiente de la curva de
calibracion (Long y Winefordner, 1983). El LD para los correspondientes métodos fue
determinado multiplicando el LD encontrado por el aforo y dividido por el peso o

volumen de muestra.

El valor obtenido del LD a partir de los 10 blancos de reactivos fue de 0.14 ng mL™. La

Tabla 3 muestra los LD del método (LDM) para la matriz de interés.

Tabla 3. Limites de deteccién del método (LDM) para la matriz de interés.

Matriz Aforo (mL) Volumen 6 Peso de muestra LDM
Agua 50 50 mL 0.14 ng mL*
Sedimentos 50 05¢g 14ngg”

5.5 Fitotoxicidad.

La Fitotoxicidad se valoré6 mediante la cuantificacién del desarrollo de las plantas
expresadas en caracteristicas morfologicas como el porcentaje de hojas y tallos
cloréticos y el porcentaje de plantas necroticas, contrastando con la concentracion de

mercurio adicionada al medio de cultivo (Kabata y Pendias, 2001).
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5.6 Manejo y analisis de datos.

El resultado del analisis de mercurio total (HgT) para cada muestra de raiz y tallo-hojas
y el efecto fitotoxico en las plantas es presentado como la media (X) +/- error estandar
(SEM) de las determinaciones por cada cinco repeticiones de cada tratamiento. Para
examinar la presencia de diferencias entre mas de dos medias fue utilizado el Analisis
de Varianza (ANOVA), el cual asume que los datos siguen una distribucion normal y
gue las varianzas de las poblaciones son iguales. Por consiguiente, antes de realizar
este andlisis fue indispensable aplicar el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y
el test de homogeneidad de varianza de Bartlett. De otra parte, para evaluar la
existencia de diferencias significativas entre las concentraciones medias de mercurio
de las exposiciones a soluciones de diferentes concentraciones (grupos de datos)
fue empleado una prueba de Tukey por medio del paquete estadistico Statgraphics
Centurion XVI. Para todos los analisis estadisticos el criterio de significancia fue
establecido a P<0.05 (Walpole y Myers, 1992).

6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Bioacumulacién de mercurio en los tejidos de Gynerium sagittatum

(aubl) beauv.

Al analizar las plantas en las diferentes concentraciones de mercurio
suministradas al medio de cultivo, se obtuvieron los siguientes resultados de Hg
total (HgT) en las raices (Grafica 2) y tallos-hojas (Gréafica 3), evaluadas a los 20,
40 y 60 dias (Anexo 6y 7).
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Grafica 2. Concentracién de HgT en raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.
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Gréafica 3. Concentracion de HgT en los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv
expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

De los valores de ambas graficas se deduce que la parte de la planta de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv que mas concentracion de HgT tiene es la raiz,

debido a que esta en intimo contacto con la solucidn que contiene el mercurio.

Al correlacionar la concentracién de HgT en las raices con la obtenida en tallos-
hojas, ésta presenta altos valores de R, indicando una relacién directa entre

dichas concentraciones como se muestra en la Grafica 4.
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Correlacién entre raices y tallos-hojas
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Gréfica 4. Correlacion entre la concentracion de HgT en las raices y los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y
60 dias.

Este comportamiento podria explicarse ya que las raices estdn expuestas
directamente al mercurio presente en el medio de cultivo, y sobre ellas se adhiere
una gran cantidad de Hg en las paredes celulares para asi evitar efectos toxicos
en las partes superiores de la planta, en especial el desarrollo de necrosis y
clorosis en hojas. Este proceso, posiblemente, se realiza a través de la secrecion
de fitosideroforos tales como las fitoquelatinas, a las cuales se une facilmente el
mercurio por su contenido de aminoacidos azufrados como cisteina, haciéndolo
no disponible para su translocacion al tallo (Cobbett, 2000; Meagher y Heaton,
2005; Sobrino et al., 2009).

La concentracion en los tallos-hojas se debe a que las hojas son el receptor final
del metal en la planta, donde cambia su estado de oxidacién de Hg** a Hg°, es
fitoquelado y acumulado en las vacuolas como mecanismo de resistencia toxica
(Moreno et al., 2005; Valega et al., 2009). Por otra parte, el tallo transporta el Hg a
las hojas, ademas, la misma retencidn ocasionada por las raices limita el
transporte del Hg hacia estos tejidos y por ende la concentracion de Hg que se

pueda encontrar en los tallos es menor (Yap et al., 2007; Valega et al., 2009).

De acuerdo con el andlisis de varianza (P<0.05) la concentraciébn media del HgT

resulté ser diferente entre las concentraciones en el estudio para cada tiempo de
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evaluacion y también cada una de las concentraciones en los tres tiempos
evaluados. Por su parte, la prueba de Tukey (P<0.05) arroj6 diferencias
significativas entre los tratamientos en cada tiempo de exposicion y cada
concentracion en los tres tiempos evaluados, indicando que el tiempo de
exposicion favorece el aumento de la concentraciéon del Hg en las raices y en los
tallos-hojas, en especial por la retencion continua de Hg en la epidermis de las
raices (Anexo 8, 9, 10, 11, 12 y 13), hasta llegar a 55,98 ug g*, seguida de los
tallos-hojas con 14,84 ug g*. Comparandola con Pteris longuifolia que presentan
bioacumulacién promedio de HgT en raiz de 26,22 ug g™ de mercurio y Adiantum
sp. con 17,91 pg g en tallos determinadas en un estudio de Mina Santa Cruz,
municipio Barranco de Loba, departamento de Bolivar (Pérez, 2010), Gynerium
sagittatum (aubl) beauv. presenta una alta bioacumulacion de HgT en sus tejidos.

6.2 Efecto de la concentracion en la bioacumulacion de HgT en los tejidos de

Gynerium sagittatum (aubl) beauv.

Al analizar el efecto de la concentracion entre los tratamientos en cada una de las
combinaciones y para cada tiempo de bioacumulacion en los resultados obtenidos
en las raices, de acuerdo con el analisis de varianza (P<0.05) la concentracion
media del HgT resulté ser diferente entre los tratamientos y al realizar la prueba
de Tukey (P<0.05) a los resultados obtenidos en los 20, 40 y 60 dias arrojé
diferencias significativas entre los tratamientos, exceptuando las siguientes
comparaciones: O ug g*-5pg g*, 0 ug g~ - 10 ug g4, 5ug g* - 10 ug g, 5pg g*
- 15 pug g* 10 pg g* - 15 pg gty 15 pg gt - 25 pg gt donde no hay una
diferencia significativa. También se destaca la minima desviacion que presentaron
los resultados, excepto los del tratamiento de 75 pg g2, lo que nos asegura la
estandarizacion de las condiciones de evaluacién (Anexo 8, 9y 10).

De acuerdo con el andlisis de varianza (P<0.05) la concentraciébn media del HgT
resulté ser diferente entre los tratamientos en cada una de las combinaciones y
para cada tiempo de bioacumulacién en los resultados obtenidos en los tallos-
hojas, y al realizar la prueba de Tukey (P<0.05) a los resultados obtenidos en los
20, 40 y 60 dias no arrojo diferencias significativas entre los tratamientos,

exceptuando las siguientes comparaciones: 0 pug g* - 75 pgg™, 5 ug g* - 75 ugg ™,
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10pug gt -75pg gt 15 ug gt - 75 ug gty 25 pg g* - 75 pug g* donde hay una
diferencia significativa, confirmando que en los tallos-hojas se realiza una
bioacumulacién y depende de la translocacion desde las raices, cuando las
plantas estdn sometidas a mayores concentraciones. También se destaca la

minima desviacion que presentaron los resultados (Anexo 11, 12 y 13).

6.3 Cinética de bioacumulacién de HgT en Gynerium sagittatum (aubl)

beauv.

La cinética de bioacumulacion de HgT en raices indica que en 60 dias de
exposicion al Hg hay diferencias estadisticamente significativas de acuerdo con el
analisis de varianza (P<0.05), la concentracion media del HgT en las raices
resulté ser diferente entre los tratamientos. Al realizar la prueba de Tukey
(P<0.05) a los resultados obtenidos, arroj6 diferencias significativas respecto a la
concentracion de HgT en los 20 y 40 dias (Anexo 8, 9 y 10), demostrando que el
tiempo de exposicion favorece el aumento de la concentracion del HgT en las
raices hasta los 60 dias de evaluacion, en especial por la retencién continua de
HgT en su epidermis; llegando, los niveles de HgT a los 60 dias de evaluacion a
22.050 pg g (Anexo 19).

Para estimar la mejor relacion entre la concentracion de HgT en las plantas
(raices, tallos-hojas) y el tiempo de exposicion al Hg, se aplica el procedimiento
matematico conocido como regresion lineal. La ecuacion obtenida en la regresion
lineal es de la forma:

Y=aX+Db

Donde Y es la concentracion de HgT en las plantas (raices, tallos-hojas) y X es el
tiempo de exposicion al Hg. La constante a es la pendiente de la recta y b el
intercepto sobre el eje Y. Para estimar qué tan bien los puntos experimentales son
ajustados a una linea recta es calculado el coeficiente de correlacion, R. A
continuacion, en las Tablas 4 y 5 se muestran las ecuaciones matematicas y los
coeficientes de correlacion obtenidos al aplicar la regresion lineal a los datos

derivados de la cinética de bioacumulacion de HgT. La Grafica 5 presenta la
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cinética de bioacumulacion de HgT en las raices y la Grafica 6 presenta la cinética
de bioacumulacién de HgT en los tallos-hojas.

Cinética de bioacumulacion en las raices
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Gréfica 5. Cinética de bioacumulacion de HgT en las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv
expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

Tabla 4. Ecuacién matematica y coeficiente de correlacion obtenidos al aplicar la regresion lineal a
los datos derivados de la cinética de bioacumulacién de HgT en las raices de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

L, 1 L, - Coeficiente de
Concentracion (ugg ) Ecuacion Matematica Correlacion (R)

5 y=0,52x+0,72 0,3603

10 y=0,515x+1,7567 0,9985

15 y=0,365+3,4367 0,3996

25 y=0,74x+5,18 0,442

75 y=3,58x+11,5 0,9916

El comportamiento de la cinética de bioacumulacion en las raices es mayor que
en los tallos-hojas para cada uno de los tratamientos evaluados en los diferentes
tiempos, llegando en las raices a 22,05 pg g* HgT en las raices y 5,83 pug g™* HgT
en los tallos-hojas al ser expuestos a 75 pg g* Hg en 60 dias de evaluacién
(Anexo 24).
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Cinética de bioacumulacion en los tallos-hojas
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Gréfica 6. Cinética de bioacumulacién de HgT en los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

Tabla 5. Ecuacién matematica y coeficiente de correlacion obtenidos al aplicar la regresion lineal a
los datos derivados de la cinética de bioacumulacién de HgT en los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y
60 dias.

., A ., i Coeficiente de
Concentracion (g g ) Ecuacion Matematica Correlacion (R)

5 y=1E-16x+0,3067 4E-30

10 y=0,08x+0,3733 0,75

15 y=0,025x+0,57 0,028

25 y=0,215x+1,0033 0,8523

75 y=0,62x+3,7076 0,6317

6.4 Capacidad bioacumuladora de HgT en  Gynerium sagittatum (aubl) beauv.

La alta disponibilidad de mercurio en los medios de cultivo y el tiempo transcurrido
en cada tratamiento tienen un efecto significativo sobre la concentracion de Hg
total en tejidos de forma directa. Estudios de laboratorio han demostrado que las
plantas acumulan mas mercurio cuando se introduce en forma organica que en
forma inorganica (Godbold, 1991; Godbold y Hlutterman, 1988; Ribeyre y Boudou,
1994; Mukherjee et al., 2004; Feroci et al., 2005). JustificAndose los altos
porcentajes de bioacumulacién en los diferentes tratamientos al transcurrir los 60
dias de evaluacion llegando asi a un 86.6 % (para 5 pug g*) hasta un 74.6% (para

75 pug g') como se demuestra para las raices (Grafica 7) y con un
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comportamiento inverso de un18.4% (para 5 pg g*) hasta 19.8% (para 75 pg g*)
en las tallos-hojas (Grafica 8). Para cada caso se consider6é la concentracion
adicionada al medio como el 100% (Anexo 25).

Capacidad de bioacumulacion en las raices
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Grafica 7. Capacidad bioacumuladora de HgT en las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv
expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.
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Grafica 8. Capacidad bioacumuladora de HgT en los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

Las plantas poseen sélidas vias metabdlicas para la biotransformacion
de una amplia gama de compuestos xenobidticos. La desintoxicacion de estos
productos en las plantas se realiza a través de una via metabdlica en un maximo
de tres fases (Sandermann, 1992; Byrns, 2001; Forster et al., 2006). Durante la
primera fase, el xenobibtico es quimicamente transformado por oxidacion,
reduccion, o mediante la hidrélisis de enzimas como la monooxigenasas P450,
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peroxidasas, reductasas, deshidrogenasas, y esterasas (Bode et al., 2006; Wevar
Oller et al., 2005).

Los productos de las reacciones de la primera fase por lo general mantienen un
cierto nivel de toxicidad. La desintoxicacion se produce en gran medida durante la
segunda fase, donde los metabolitos se conjugan por transferasas a los residuos
de azucar, glutation o aminoacidos, resultando en la formacion de complejos

estables (Brazier et al., 2007).

En la tercera fase, se realiza la exportacion de los derivados conjugados desde el
citosol por el sistema ATP, transportadores de membrana o de la exocitosis, la
compartimentacion y la inmovilizacion de los compuestos en las vacuolas o el
apoplasto. Segun este esquema general, el metabolismo de los téxicos en la
planta son el resultados de la formacion de uniones estables, los productos
conjugados se almacenan en los tejidos de la planta (Yamamura et al., 2003;
Vollenweider et al., 2011).

Translocacion de HgT desde las raices a los tallos-hojas
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Gréfica 9. Translocaciéon de HgT desde las raices hasta los tallos-hojas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

La mayor parte del mercurio acumulado esta atrapado en las raices y s6lo una
pequefia cantidad puede ser translocada a los tallos-hojas (Grafica 9). La
captacion principalmente se realiza en la punta de la raiz, antes de la formacion
de la banda de Caspary (Agrasar y Sanchez, 1989; Kalliola et al., 1992; Giraldo,
2005), la cual constituye una barrera que impide al metal pasar por apoplasto,
forzandola a través del citoplasma que es selectivamente permeable (simplasto)
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(Matilainen et al., 2001; Wang, 2004). La banda de Caspary, es una capa de
suberina impermeable que se extiende sin sucesion de continuidad a lo largo de
las paredes radiales y transversales, constituye una barrera eficaz contra el
movimiento pasivo de metales pesados en la estela, incidiendo de este modo la
bioacumulacion de metal (MacFarlane y Burchett, 2000; Lux et al., 2004; Wang,
2004; Alassimone et al., 2010). La endodermis divide el apoplasto de la raiz en
dos compartimentos, lo que resulta muy conveniente para el desplazamiento
selectivo de iones, minerales y agua. Los iones presentes en la solucion pueden
difundir libremente en todo el cértex, pero no pueden atravesar la banda de
Caspary. Para entrar al cilindro vascular, es decir a la corriente transpiratoria,
deben cruzar la membrana plasmatica de una célula endodérmica, y asi la planta
controla qué iones pasan y qué iones son excluidos (Pulford y Watson, 2003;
Wang, 2004; Alassimone et al., 2010) (Grafico 10).
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A pesar que la degradacion de los xenobiéticos no es completa, las plantas que
crecen en sitios contaminados puede ser cosechadas y la biomasa, bien se
incineran o se procesa de forma segura para una fitorremediacién eficaz
(Schroder et al., 2009; Chong et al., 2010).
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6.5 Coeficiente de absorcion biolégica de HgT en  Gynerium sagittatum (aubl)
beauv.

Este coeficiente se representa por la razon entre la concentracion del elemento en
la planta y la concentracién suministrada al medio de cultivo (Edwards et al.,
1998). La Gréfica 11 muestra el coeficiente de absorcidn biolégica en las raices y
la Gréafica 12 el coeficiente de absorcién bioldgica en los tallos-hojas.
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Gréfica 11. Coeficiente de absorcion biologica de HgT en las raices de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.
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Gréfica 12. Coeficiente de absorcion bioldgica de HgT en los tallos-hojas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

Los resultados obtenidos muestran que Gynerium sagittatum (aubl) beauv
presenta un coeficiente de absorcion bioldgica de 0,75 para las raices y de 0,2 en

los tallos-hojas, indicando la bioacumulacion de HgT en las raices y la poca
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translocacién a los tallos-hojas, cuando estuvo bajo una concentracion de 75 ug
g* de Hg durante 60 dias. Este coeficiente va aumentando en las raices al
disminuir la concentracion de mercurio hasta llegar a 0,86 en una concentracion
de 5 pg g7, indicando que en bajas concentraciones de Hg la bioacumulacién se

realiza mas eficientemente.

6.6 Coeficiente de bioacumulacion de HgT en  Gynerium sagittatum (aubl)

beauv.

Este coeficiente se representa por la razén entre la concentracion del elemento en
la planta y el nimero de dias que estuvieron expuestas las plantas a las
soluciones con las diferentes concentraciones de Hg (Méndez y Raina, 2008). La
Gréfica 13 muestra el coeficiente de bioacumulacion en las raices y la Grafica 14

el coeficiente de bioacumulacion en los tallos-hojas.
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Gréfica 13. Coeficiente de bioacumulacién de HgT en las raices de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.
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Coeficiente de bioacumulacion en los tallos-hojas
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Gréfica 14. Coeficiente de bioacumulacién de HgT en los tallos-hojas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y 60 dias.

Los resultados muestran que Gynerium sagittatum (aubl) beauv presenta un
coeficiente de bioacumulacion de HgT de 0,93 para las raices y 0,29 en tallos-
hojas en 60 dias de evaluacién y al exponerla a una concentracién de 75 ug g*
Hg. Méndez y Raina (2008) reportan que si el valor del coeficiente de
bioacumulacion es mayor a 1, la especie puede ser considerada como
fitoextractora, mientras que si dichos valores son menores a 1, la especie puede
ser fitoestabilizadora. De acuerdo a este criterio, Gynerium sagittatum (aubl)

beauv puede considerarse una especie fitoestabilizadora de Hg.

6.7 Fitotoxicidad del Hg en las plantas de  Gynerium sagittatum (aubl) beauv.

La sensibilidad de las especies vegetales a los metales pesados varia
considerablemente a través de reinos y familias, siendo las plantas vasculares
ligeramente mas tolerantes. Las diferentes respuestas de las plantas vasculares a
metales pesados pueden ser atribuidas a factores genéticos vy fisioldégicos (Calow,
1993; Navarro et al., 2007; Ci et al., 2009).

Los efectos de requerimientos nutricionales y toxicos de los metales se estudian
en condiciones controladas con el fin de diferenciarlos de aquellos que pueden
ser producto de interacciones con microorganismos que estan presentes en

condiciones in vivo (Ross, 1994; Liu et al., 2009).
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Todos los procesos fisioldgicos y bioquimicos en las plantas pueden ser afectados
negativamente por el Hg, cuando las plantas estan expuestas a suelos, el agua o

el aire contaminados con Hg (Patra y Sharma, 2000).

Fitotoxicidad en las plantas - clorosis
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Gréfica 15. Fitotoxicidad expresada en porcentajes de clorosis en las plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y
60 dias.

De acuerdo a los resultados mostrados en la Gréfica 15 (Anexo 28), se observa
una marcada clorosis que se expresa directamente proporcional al aumento de la
concentracion del Hg. El analisis de varianza (P<0.05) mostrd que la media de la
clorosis en las plantas resulto ser diferente entre los tratamientos en cada una de
las combinaciones y para cada tiempo de bioacumulacién (Anexo 36 al 40). Al
realizar la prueba de Tukey (P<0.05) a los resultados obtenidos en los 20 dias, no
arroj6 diferencias significativas entre los tratamientos, exceptuando las
siguientes comparaciones: O pg g - 25 pg g, 0pug g* - 75 ug g+, 5 g g - 25 pg
g’ y10 ug g* - 75 pg g*, donde hay una diferencia significativa; al transcurrir 40
y 60 dias las diferencias significativas entre los tratamientos aumentaron,
exceptuando las siguientes comparaciones: 0 ug gt -5pugg*, 0 pggt-10 ug g
', 5pug g* - 10 ug g%, 10 ug g* - 15 ug gty 15 ug g* - 25 pg g*. En los
tratamientos donde la concentracién de Hg es mas alta (75 pg g*), se obtuvo el
mayor porcentaje de plantas cloréticas, llegando a 32.5% del total de plantas
evaluadas en los 60 dias. (Anexo 30 al 32).
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En las plantas, los efectos de los metales empiezan en la raiz, ya que éste es el
organo responsable de asimilar los nutrientes del medio, y afectan sucesivamente
el resto de la planta. En las hojas se producen graves dafios en los cloroplastos y
las mitocondrias, lo que altera los procesos de fotosintesis y de respiracion. En
una fase mas avanzada de alteracion se producen intensos cambios metabdlicos
y de regulacion celular, y ocurre finalmente el estimulo de la senescencia por
bioacumulacioén crénica del metal pesado, lo que puede resultar en la muerte de la
planta (Gothberg et al., 2004; Zhang et al., 2010).

En este estudio, se presentd la muerte prematura de las células, tejidos, érganos
y plantas completas, directamente proporcional a la concentracion de Hg que
fueron sometidas a menor concentracion menor porcentaje de muerte (3.4% hasta
llegar a 25.2% en 75 pg g*) del total de las plantas evaluadas. El andlisis de
varianza (P<0.05) mostré que la media de la necrosis en las plantas resulté ser
diferente entre los tratamientos en cada una de las combinaciones y para cada
tiempo de evaluacion (Anexo 41 al 45) y al realizar la prueba de Tukey (P<0.05) a
los resultados obtenidos en los 20 dias no arrojo diferencias significativas entre
los tratamientos, exceptuando las siguientes comparaciones: 0 pug g* - 75 pg g*
y 5 ug g™ - 75 pug g*al transcurrir 40 dias las diferencias significativas aumentaron
para cada tratamiento y a los 60 dias mostré diferencias significativas entre los
tratamientos, exceptuando las siguientes comparaciones: 0 ug g* -5 ug g*, 5
nggt-10pggt, 10 pggt-15pg gty 15 ug gt - 25 pug gt (Anexo 33 al 35). En
las plantas se evidencia la muerte descendente de las hojas desde el apice hasta

la base de las hojas (Anexo 46).
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Gréfica 16. Fitotoxicidad expresada en porcentajes de necrosis en las plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20, 40 y
60 dias.

De acuerdo a los resultados en la Grafica 16 (Anexo 24), se observa una marcada
necrosis directamente proporcional al aumento de la concentracion del metal. En
los tratamientos donde la concentracién de Hg es mas alta (75 pg g™) se obtuvo
el mayor porcentaje de plantas necroticas llegando a 25.2% del total de plantas
evaluadas en los 60 dias. Varios autores reportan que las concentraciones
promedio de HgT en suelos estan en el rango de 0,02 a 30 pg g* donde las
plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv podrian tener una mortalidad por
debajo del 15% lo que la colocaria en un rango bajo (Carrasquero y Adams, 2003;
Terzano et al.,, 2010; Santos et al.,, 2011). En este rango de concentraciones
también son reportados suelos de Mina Santa Cruz, municipio Barranco de Loba,

departamento de Bolivar, donde se explota la mineria del oro (Vidal et al., 2010).

El estado electroquimico y la especiacion quimica de elementos contaminantes
pueden contribuir a su movilidad desde las raices a los brotes. En el caso del
mercurio, se consideran las especies mas moviles: el mercurio elemental y el i6n
mercurio Il. La mayoria del mercurio Hg (l) que es capturado permanece ligado a
los tejidos de la raiz, mientras que el mercurio Hg(0) capturado por las raices y
por las hojas es reducido a Hg(ll) y permanece ligado a los tejidos (Moreno et al.,
2005; Zhou et al., 2008). Una vez el téxico ha sido trasportado a las partes

superiores de la planta, éste se concentra y se almacena; este paso requiere de la
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transformacion a especies mds o0 menos reactivas que favorezcan esta
bioacumulacién. Las plantas en general son capaces de secuestrar los iones
toxicos en complejos en el citoplasma para defenderse de su fitotoxicidad. El
control de estas dos variables maximiza el almacenamiento de los elementos en
las hojas, tallos, y los tejidos vasculares, asi el mercurio es trasportado como
Hg(0) a las partes superiores de las plantas, donde los niveles de peroxidasa y
catalasa oxidan el Hg(0) a Hg(ll). EI Hg (Il) es altamente reactivo y forma
productos particularmente estables con tioles reducidos; los cuales pueden
almacenarse en las plantas en grandes cantidades (Meagher y Heaton, 2005;
Lomonte et al., 2010).

Los posibles mecanismos causales de la toxicidad del mercurio son los cambios
en la permeabilidad de la membrana celular, reacciones del i6n sulfhidrilo (-SH)
con cationes, la afinidad para reaccionar con grupos fosfato y grupos de ADP o
ATP, y la sustitucion de los iones esenciales, principalmente grandes cationes, la
absorcion de nutrientes minerales y transpiracion (Barber et al., 1973; Kabata y
Pendias, 1984; Godbold y Hitterman, 1988; Godbold, 1991; Patra y Sharma,
2000; Ortega et al., 2007).

Los reservorios fisicos como vacuolas subcelulares, células epidermales y
elementos vasculares muertos han mostrado su capacidad para almacenar
grandes cantidades de algunos toxicos en las partes superiores de las plantas
nativas hiperacumuladoras. Plantas especificas ya pueden reconocer el glutation
conjugado de Hg(ll) y los bombea a las vacuolas (Moreno et al., 2005; Clemens,
2006).

Para hacer frente al estrés oxidativo y disminuir la concentracion celular de
metales toxicos, las plantas tienen la capacidad de secuestrar iones toxicos en
complejos dentro del citoplasma y asi evitar su interaccién en rutas metabdlicas.
Las principales formas de hacer frente a estos mecanismos son las fitoquelatinas
(PC’s) y metalotioneinas (MTs). Las fitoquelatinas (PC’s) juegan un papel
fundamental en la detoxificacion de metales toxicos en las plantas y los hongos,
debido a que forman complejos con los metales y son translocados a través del
tonoplasto y secuestrados en las vacuolas, disminuyendo asi el contenido de
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metales téxicos en el citosol (Cobbett, 2000; McGrath y Zhao, 2003; Zhang et al.,
2010).

Las fitoquelatinas son sintetizadas a partir del complejo glutation por la enzima PC
sintasa, su estructura primaria generalmente consiste en (y-Glu-Cys),-Gly (n=2-
11) y tienen la capacidad de formar complejos con metales como Cd, Cu, Zn, Ag y
Hg. La fuerza de unién del Hg (Il) a los complejos glutatiéon y fitoquelatinas, ocurre
de la siguiente manera: (y-Glu-Cys)-Gly < (y-Glu-Cys), Gly < (y-Glu-Cys); Gly < (y-
Glu-Cys)4 Gly. Otros mecanismos que tienen las plantas hiperacumuladoras para
evadir la accion toxica del mercurio es depositarlo sobre la pared celular, y hacer
enlaces a grupos -SH en el limite del citoplasma (Wang y Greger, 2004; Zhang et
al., 2010).

7. CONCLUSIONES.

Gynerium sagittatum (aubl) beauv es una especie con potencial para
fitoestabilizar Hg en sus tejidos, siendo la raiz con 55,98 pg g* HgT la parte de la
planta que presenta mayor concentracion, seguida de los tallos-hojas con 14,84
ug g* HgT en 60 dias, que son valores significativos al compararlos con Pteris
longuifolia que presentan bioacumulacion promedio de HgQT en raiz de 26,22 ug
g’y Adiantum sp con 17,91 pg g* en tallos determinadas en un estudio de Mina

Santa Cruz, municipio Barranco de Loba, departamento de Bolivar.

Se establecié que las plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv presentaron
un 32,5% de clorosis y 25,2% de necrosis cuando fueron sometidas a una
concentracién de 75 pg g* HgT durante 60 dias, presentandose una sobrevivencia
de 74,8%, lo que indica tolerancia a esta concentracion de Hg.

La cinética de bioacumulacién de HgT por Gynerium sagittatum (aubl) beauv, en
las raices es de 20,05 pg g* HgT vy en tallos-hojas es de 5,83 ug g* HgT en 20
dias de evaluacion, estableciendo las ecuaciones matematicas para la
modelacion de los datos en cada condicion de estudio. También presenta un

coeficiente de absorcion biologica de 0,75 para las raices y de 0,2 en los tallos-
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hojas, indicando la bioacumulacion en las raices y poca translocacién a los tallos-

hojas.

La capacidad de bioacumulacién de HgT en las raices de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv esta relacionada con la concentracion que se presente en el medio
de cultivo y la capacidad de bioacumulacion en los tallos-hojas esta relacionada

con la capacidad de translocacion del Hg a través de las raices.

En el presente estudio, se pudo establecer que Gynerium sagittatum (aubl) beauv
presenta un coeficiente de bioacumulaciéon de 0,93 para las raices y 0,29 en
tallos-hojas; y una capacidad de remocion de HgT en el medio de cultivo, estuvo
entre 74,6 % y 86,4% en las raices y entre 12,4% y 19,8% para los tallos-hojas
en 60 dias de evaluacion, indicando que esta especie tiene capacidad para ser

empleada en fitorremediacion.

Los estudios de cultivos in vitro de plantas pueden llevarse a cabo bajo
condiciones que son mas faciles de controlar que en plantas in vivo. El papel
clave del uso del cultivo de tejidos in vitro en la investigacidn en fitorremediacion
es un sistema modelo para establecer el potencial de bioacumulacion, la
comprension de los mecanismos metabdlicos y de la tolerancia que funcionan en

las plantas in vivo.

8. RECOMENDACIONES.

Se deben realizar estudios con la utilizacién de otros metales pesados, para
seguir estableciendo el potencial que tiene Gynerium sagittatum (aubl) beauv en

fitorremediacion.

Se debe realizar ensayos en condiciones in vivo para comprobar el potencial de
bioacumulacién de Gynerium sagittatum (aubl) beauv, en la medida de lo posible
con suelos contaminados con mercurio, provenientes de zonas mineras de
explotacion aurifera y estudios plantando Gynerium sagittatum (aubl) beauv in situ

en dichas zonas donde se presenta la problematica ambiental.
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Anexo 1.

Caracteristicas morfoldgicas tipicas de la familia de las Poaceas.

IMFLOMRESCENCIA,

INFLORESCENCLA 1

INFLORESCEMNCLA

T

LAMIMA
[E LA HOHY

PR

CSTERLC

Tomado de: Universidad estatal a distancia de Costa Rica. Cursos virtuales.
Agrostologia. Disponible en:
www.uned.ac.cr/recursos/cursos/agrostologia/files/cap%201%20prin.htm
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Anexo 2.

Composicion del medio de cultivo Murashige & Skoog

(MS) (1962).

Anexo 1. Medio de Cultivo Murashige & Skoog (MS) (1962)

CONCEN | CONCEN g/500 VOL./500 10\:)?;“_ 20\:}?;‘;”_
No. SOLUCIONES | TRACIO | TRACIO | g/LITRO mL DE
N FINAL N mL | mepio | ,PE DE
MEDIO MEDIO
| NH,NO- 1650 50X 82.5 4125 |10 20 40
Il KNOs 1900 50X 95.0 4750 |10 20 40
111 CaCl,.2H-0 440 50X 220 11.00 |10 20 40
[\ MgS04.7H20 370 50X 185 925 10 20 40
) KH.POQ, 170 20X .50 4.25 10 20 40
V1 Na:EDTA 373 100X 373 1.865 [5 10 20
FeS0,.7H.0 278 100X 278 1.39
gl Microelementos
1 H:BO; 6.2 100X 062
2 MnS04.H.O 16.9 100X 1.69
3 ZnS04.7H:0 5.3669 100X 0.5367
4 Kl 0.83 100X 0.083 5 10 20
5 NaMoQOs.2H-0 0.25 100X 0.025
6 CuS0,4.5H;0 0.025 100X 0.0025
7 CoCl.6H:0 0.025 100X 0.0025
VI Vitaminas
4 Thiamine HCI 4 1000x 1.0
Myo Inositol 0.05¢ 0.14g 02g
Sacarosa 15040 300qg 600 g

64



Anexo 3.

Procedimiento de digestion y analisis de las muestras por el método de
espectroscopia de absorcion atomica de vapor frio.

 Se pesan 10 a 30 mg de muestra de tejido en un erlenmeyer de reaccion
previamente lavados con una solucion 1:1 de HNOg3, enjuagados con agua
desionizada y totalmente secos.

* Adicionar cuidadosamente sobre un bafio de hielo, 10.0 mL de una mezcla
acida 7:3 de H,SO4 — HNOs3.

» Colocar una lamina de papel aluminio a cada erlenmeyer y calentar en un
bafio de agua termostatado a 90 °C por 3 horas.

* Enfriar sobre un bafio de hielo y agregar 8.0 mL de una solucion de
KMnO;, al 5% y agitar.

» Calentar nuevamente en un bafio termostatado a 80 °C por 30 minutos.

* Enfriar y aforar hasta 50.0 mL con agua desionizada.

* Adicionar 4.0 mL de solucién de clorhidrato de hidroxilamina al 1.5% vy
agitar. Después de esta adicion la muestra se volvera incolora
aproximadamente en 20 segundos, de lo contrario adicionar mas solucion
hasta obtener una solucién incolora.

* Afadir 1.0 mL de una soluciéon al 10% de SnCl, a la muestra e
inmediatamente insertar el difusor de aire en el erlenmeyer de reaccion.

* [Esperar durante un minuto e inmediatamente pasar aire a un flujo
aproximado de 2.5 LPM por medio de un compresor.

* Leer o registrar el valor de maxima absorbancia de la muestra en el equipo
de absorcion atdbmica y determinar su concentracion utilizando la curva de
calibracion.
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Anexo 4.

Esquema de la determinacion de HgT por el método de espectroscopia de absorcidon
atémica de vapor frio.

253.7 nm
by (8 K- EELS- || LU LD DL E DL Lo L DL MONOCROMADOR

Lampara de Catodo Hueco

Celda de absorcion

DETECCTOR
Celda de humedad

Erlenmeyer de Reaccion

Bomba de arieracion
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Anexo 5.

Equipo acoplado a vapor frio.
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Anexo 6.

Concentraciones de HgT obtenidas al realizar el analisis de las raices de

Gynerium sagittatum (aubl) beauv

concentraciones de Hg durante 20, 40 y 60 dias.

expuestas a soluciones de diferentes

20 dias 40 dias ] 60 dias
Muestra | HgHgT g™ +5 g g™ Muestra | bgHgT g +S gg™] | Muestra | bgHgTg? +S g g™
0-1-R1 0,00 0,001 0-11-R1 0,00 0,001 0-111-R1 0,00 0,001
0-1-R2 0,00 0,000 0-11-R2 0,00 0,000 0-111-R2 0,00 0,000
0-1-R3 0,01 0,001 0 0-11-R3 0,01 0,001 0 0-111-R3 0,01 0,001 0
0-1-R4 0,00 0,000 0-11-R4 0,00 0,000 0-111-R4 0,00 0,000
0-1-RS 0,00 0,000 0-11-RS 0,00 0,000 0-111-RS 0,00 0,000
Media (X) 0,00 0,000 Media (X) 0,00 0,000 Media (X) 0,00 0,000
1-1-R1 1,82 0,035 1-11-R1 2,77 0,025 1-111-R1 4,6 0,03
1-1-R2 1,55 0,024 1-11-R2 2,65 0,029 1-111-R2 4,4 0,035
1-1-R3 1,26 0,027 5 1-11-R3 2,35 0,032 5 1-111-R3 3,9 0,04 5
1-1-R4 1,74 0,025 1-11-R4 2,54 0,034 1-111-R4 4,2 0,042
1-1-R5 1,85 0,029 1-11-R5 2,71 0,051 1-111-R5 4,5 0,062
Media (X) 1,64 0,244 Media (X) 2,60 0,165 Media (X) 4,32 0,277
2-1-R1 2,18 0,085 2-11-R1 4,37 0,095 2-111-R1 7,2 0,116
2-1-R2 2,45 0,062 2-11-R2 5,75 0,066 2-111-R2 9,5 0,08
2-1-R3 2,29 0,07 10 2-11-R3 5,35 0,079 10 2-111-R3 8,8 0,096 10
2-1-R4 2,12 0,05 2-11-R4 4,84 0,02 2-111-R4 8 0,024
2-1-R5 2,24 0,06 2-11-R5 5,03 0,02 2-111-R5 8,3 0,024
Media (X) 2,26 0,126 Media (X) 5,07 0,521 Media (X) 8,36 0,862
3-1-R1 3,32 0,033 3-11-R1 6,8 0,081 3-111-R1 11,2 0,098
3-1-R2 4,88 0,035 3-11-R2 8,73 0,063 3-111-R2 14,4 0,077
3-1-R3 3,43 0,032 15 3-11-R3 7,19 0,049 15 3-111-R3 11,9 0,06 15
3-1-R4 4,56 0,029 3-11-R4 8,23 0,02 3-111-R4 13,6 0,024
3-1-R5 4,12 0,025 3-11-R5 7,6 0,021 3-111-R5 12,5 0,025
Media (X) 4,06 0,684 Media (X) 7,71 0,778 Media (X) 12,72 1,287
4-1-R1 6,95 0,052 4-11-R1 12,25 0,024 4-111-R1 20,2 0,029
4-1-R2 5,43 0,097 4-11-R2 10,12 0,027 4-111-R2 16,7 0,033
4-1-R3 7,05 0,086 25 4-11-R3 13,56 0,029 25 4-111-R3 22,4 0,035 25
4-1-R4 6,25 0,078 4-11-R4 12,16 0,043 4-111-R4 20,1 0,052
4-1-R5 6,31 0,091 4-11-R5 12,43 0,08 4-111-R5 20,5 0,097
Media (X) 6,40 0,651 Media (X) 12,10 1,244 Media (X) 19,98 2,058
5-1-R1 11,57 0,067 5-11-R1 25,25 0,055 5-111-R1 41,7 0,067
5-1-R2 13,73 0,08 5-11-R2 33,3 0,066 5-111-R2 54,9 0,08
5-1-R3 12,86 0,075 75 5-11-R3 30,39 0,016 75 5-111-R3 50,1 0,02 75
5-1-R4 18,95 0,086 5-11-R4 40,79 0,016 5-111-R4 67,3 0,02
5-1-R5 17,36 0,092 5-11-R5 39,92 0,067 5-111-R5 65,9 0,082
Media (X) 14,89 3,125 Media (X) 33,93 6,542 Media (X) 55,98 10,796
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Anexo 7.

Concentraciones de HgT obtenidas al realizar el analisis de los tallos-hojas de

Gynerium sagittatum (aubl) beauv
concentraciones de Hg durante 20, 40 y 60 dias.

expuestas a soluciones de diferentes

20 Dias 40 Dias 60 dias
Muestra ugHgT/g 15 [ug g _1] Muestra | pgHgT/g +S [ug g '1] Muestra | pgHgT/g +S [ug g '1]
0-I-T1 0,00 0,000 0-11-T1 0,00 0,000 0-111-T1 0,00 0,000
0-I-T2 0,01 0,001 0-11-T2 0,01 0,001 0-111-T2 0,01 0,001
0-I-T3 0,00 0,000 o 0-11-T3 0,00 0,000 0 0-111-T3 0,00 0,000 o
0-I-T4 0,01 0,001 0-11-T4 0,01 0,001 0-111-T4 0,01 0,001
0-I-T5 0,00 0,000 0-11-T5 0,00 0,000 0-111-T5 0,00 0,000
Media (X) 0,00 0,000 Media (X) 0,00 0,000 Media (X) 0,00 0,000
1-1-T1 0,32 0,062 1-1I-T1 0,51 0,067 1-111-T1 0,8 0,082
1-1-T2 0,38 0,048 1-1I-T2 0,68 0,094 1-111-T2 1,1 0,115
1-1-T3 0,35 0,069 < 1-1I-T3 0,5 0,036 < 1-111-T3 0,8 0,044 <
1-1-T4 0,37 0,068 1-11-T4 0,59 0,088 1-111-T4 1 0,107
1-1-T5 0,34 0,096 1-1I-TS 0,55 0,078 1-111-T5 0,9 0,095
Media (X) 0,35 0,024 Media (X) 0,57 0,073 Media (X) 0,92 0,130
2-1-T1 0,98 0,048 2-1I-T1 1,57 0,058 2-111-T1 2,6 0,071
2-1-T2 0,18 0,108 2-11-T2 0,48 0,118 2-111-T2 0,8 0,144
2-1-T3 0,42 0,114 10 2-11-T3 0,95 0,104 10 2-111-T3 1,6 0,127 10
2-1-T4 0,25 0,039 2-11-T4 0,58 0,033 2-111-T4 1 0,041
2-1-T5 0,56 0,026 2-1I-T5 1,2 0,036 2-111-T5 2 0,044
Media (X) 0,48 0,317 Media (X) 0,96 0,448 Media (X) 1,60 0,735
3-1-T1 1,7 0,037 3-11-T1 2,46 0,13 3-111-T1 4,1 0,158
3-1-T2 0,19 0,089 3-11-T2 0,38 0,034 3-111-T2 0,6 0,042
3-1-T3 0,46 0,068 s 3-11-T3 0,97 0,073 15 3-111-T3 1,6 0,089 s
3-1-T4 0,38 0,078 3-11-T4 0,61 0,027 3-111-T4 1 0,032
3-1-T5 0,65 0,069 3-11-T5 1,21 0,056 3-111-T5 2 0,068
Media (X) 0,68 0,596 Media (X) 1,13 0,811 Media (X) 1,86 1,363
4-1-T1 0,87 0,079 4-11-T1 1,86 0,079 4-111-T1 3,1 0,096
4-1-T2 2,65 0,059 4-11-T2 4,92 0,03 4-111-T2 8,1 0,037
4-1-T3 0,78 0,051 - 4-11-T3 1,67 0,073 % 4-111-T3 2,8 0,089 -
4-1-T4 1,19 0,043 4-11-T4 2,8 0,065 4-111-T4 4,6 0,079
4-1-TS 0,84 0,051 4-11-T5 1,75 0,048 4-111-TS 2,9 0,059
Media (X) 1,27 0,790 Media (X) 2,60 1,375 Media (X) 4,30 2,246
5-1-T1 6,54 0,12 5-11-T1 10,5 0,098 5-111-T1 17,3 0,12
5-1-T2 3,61 0,106 5-11-T2 7,44 0,087 5-111-T2 12,3 0,106
5-1-T3 6,28 0,102 75 5-11-T3 12,86 0,028 - 5-111-T3 21,2 0,034 75
5-1-T4 3,21 0,096 S5-11-T4 6,86 0,03 5-111-T4 11,3 0,037
5-1-T5 3,35 0,058 5-11-T5 7,35 0,108 5-111-T5 12,1 0,132
Media (X) 4,60 1,663 Media (X) 9,00 2,593 Media (X) 14,84 4,272
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Anexo 8.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de las
raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes

concentraciones de Hg por 20 dias.
1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq Estanda%izad pEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0 0 0

5 5 1,644 0,244397 14,866 1,26 1,85 0,99 -1,10414| ,293215

10 5 2,256 0,125817 5,57701 2,12 2,45 0,33 0,8368830,431606

15 5 4,062 0,683827 16,8347 3,32 4,88 1,56 0,012004-1,11561

25 5 6,398 0,651245 | 10,1789 5,43 7,05 1,62 -0,64117|0,00283535

75 5 14,894 3,12543 20,9845 1154 1895 7,88 08860 [-0,968869
Total 30 4,87567 | 5,13631 105,346 0 18,9% 18,95 (%30 1,6815

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de

diferentes concentraciones de Hg

por 20 dias.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 722,125 5 144,425 80,72 0,0000*
Intra grupos 42,9425 24 1,78927

Total (Corr.) 765,068 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiple rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20 dias.

[Lg g'l] Casos |Media |Grupos Homogéneos

0 5 0 vX

5 5 |1,644 |vXX

10 5 2,256 |vxXX

15 5 [4,062 |v XX

25 5 [6,398 |v X

75 5 14,894 |[v. X
Contraste Sig.|Diferencia | +/- Limites
opgg-5pgg” -1,644 2,61633
Opggi-10ugg -2,256 2,61633
opgg'-15pugg" * |-4,062 2,61633
opgg'-25pugg" * |-6,398 2,61633
Ougg'-75ugg" * |-14,804 2,61633
5ugg--10 pug gt -0,612 2,61633
5ugg--15ug gt -2,418 2,61633
5pgg’-25pugg" * [-4,754 2,61633
5pgg’-75pug9g" * |[-13,25 2,61633
10 ug g -15pug gt -1,806 2,61633
10 g g -25uggd" *|-4,142 2,61633
10 ugg*-75ug g * 112,638 2,61633
15ug g’ -25ug g 2,336 261633
15ug9g -75ugg" * |-10,832 2,61633
25ug g -75ugg- * |-8,496 2,61633

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 9.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de las
raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de diferentes

concentraciones de Hg por 40 dias.
1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis
[ug 9] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq Estanda%izad pEstandarizad
0 5 0 0 0 0 0 0 0
5 5 2,604 0,165469 | 6,35442 2,35 2,77 0,42 -0,90558%0,206475
10 5 5,068 0,520884 10,2779 4,37 5,75 1,38 -0,08319|-0,0650766
15 5 7,71 0,778042 10,0913 6,8 8,73 1,93 0,247368 0,670598
25 5 12,104 1,24368 10,2749 10,14 1356 344 -G6R6 [1,11821
75 5 33,93 6,54237 19,282 25,25 40,79 1554 -02884 |-0,744161
Total 30 10,236 11,7239 114,536 0 40,79 40,79 3598 1,84869

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de
diferentes concentraciones de Hg por 40 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 3805,04 5 761,007 100,90 0,0000*
Intra grupos 181,014 24| 7,54224

Total (Corr.) | 3986,05 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 40 dias.

[ug g Casos [Media |Grupos Homogéneos

0 5 |o vX

5 5 [2,604 [vXX

10 5 |5,068 [vXX

15 5 [7,71  [v XX

25 5 [12,104 [v X

75 5 [3393 [v X

Contraste Sig. [Diferencia | +/- Limites

Ougg-5ugg? 2,604 5,37161
Ougg'-10pugg* -5,068 5,37161
Ougg'-15ugg" * [-7,71 5,37161
Opggt-25uggt * |-12,104 5,37161
0pgg -75u9g ~1-33,93 5,37161
5ugg’-10 ugg’ -2,464 5,37161
5ugg’-15ugg’ -5,106 5,37161
5109 -25U9g" * |95 5,37161
5ugg--75uggt * |-31,326 5,37161
10 ugg*-15pug g* 2,642 5,37161
10 ugg*-25ug g* * |-7,036 5,37161
10 ug g -75ug gt * |-28,862 5,37161
15puggl-25uggt -4,394 5,37161
15ugg’-75ug g * 26,22 5,37161
25 uggt- 75 ug g* * [-21,826 5,37161

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 10.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de las
raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes

g

concentraciones de Hg por 60 dias.
1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis
[ug g-] | Recuentq Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximoj Rangq Estanda%izad bE standarizad
0 5 0 0 0 0 0 0 0
5 5 4,32 0,277489 6,42335 3,9 4,6 0,7 -0,845938 592073
10 5 8,36 0,861974 | 10,3107 7,2 9,5 2,3 -0,0243737,021@721
15 5 12,72 1,28725 10,1199 11,2 14,4 3,4 0,240612 0,667889
25 5 19,98 2,0584 10,3023 16,7 22,4 5,1 -0,914208 ,11941
75 5 55,98 10,7959 19,2853 41,7 67,3 25|6  -0,20850p-0,758362
Total 30 16,8933 | 19,3409 114,489 0 67,3 67,3 3,6986 [1,85052

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de
diferentes concentraciones de Hg por 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrado$Gl |[Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 10355,0 5 2071,0 100,81 0,0000*
Intra grupos 493,064 24| 20,5443
Total (Corr.) | 10848,1 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de las raices de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 60 dias.

lug g Casos [Media |Grupos Homogéneos

0 5 |o vX

5 5 [432 [vXX

10 5 [836 |vXX

15 5 [12,72 [v XX

25 5 [19,98 [v X

75 5 [5598 [v X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

0pgg-5pgg” -4,32 8,86545
Opggr-10ugg: -8,36 8,86545
Opggl-15uggt [+ [1272 8,86545
Opgg?t-25uggt * -19,98 8,86545
Opgg’-75ugg- [*  [55098 8,86545
5ugg’-10 ugg’ -4,04 8,86545
5ugg’-15p9g" -84 8,86545
5ugg’-25uggt * -15,66 8,86545
5ugg’-75ugg” * 51,66 8,86545
10pg g -15ugg” -4,36 8,86545
10pggt-25uggt [* 11,62 8,86545
10pggl-75pggt |* -47,62 8,86545
15ugg -25ugg" -7,26 8,86545
15puggl-75pggt | * -43,26 8,86545
25ugg’-75ugg- |[*  [360 8,86545

* indica una diferencia significativa con un nigdl 95,0% de confianza.
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Anexo 11.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de los
tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de

g

diferentes concentraciones de Hg por 20 dias.
1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq Estanda%izad bEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0 0

5 5 0,352 0,0238747| 6,78258 0,32 0,38 0,06 -0,18782|-0,50996

10 5 0,478 0,317364 66,3942 0,18 0,98 0,4 1,05365 | ,518892

15 5 0,676 0,59576 88,1302 0,19 1,7 1,91 1,66015 | 62552

25 5 1,266 0,789892 | 62,3928 0,78 2,65 1,87 1,84946 (1,89191

75 5 4,598 1,66288 36,1653 3,21 6,54 3,33 0,5637714-1,46387
Total 30 1,22833 | 1,74085 141,724 0 6,54 6,54 48109 (4,21376

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones
de diferentes concentraciones de Hg por 20 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos | 72,5045 5 14,5009 22,63 0,0000*
Intra grupos 15,3813 24| 0,640887

Total (Corr.) | 87,8858 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente figtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20 dias.

[Lg g'l] Casos |Media |Grupos Homogéneos
0 5 |0 vX
5 5 (0,352 |vX
10 5 |0,478 |vX
15 5 |0,676 |vX
25 5 |1,266 |vX
75 5 |4598 |v X
Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites
Ougg-5ugg” -0,352 1,56583
Opggl-10uggt -0,478 1,56583
Opggi-15ugg -0,676 1,56583
0ugg'-25ugg* -1,266 1,56583
Opggl-75uggt [*  [-4,598 1,56583
5pggt-10pugg -0,126 1,56583
5pggi-15ugg -0,324 1,56583
5ugg’-25ugg" -0,914 1,56583
5uggl-75ugg-  |*  [-4,246 1,56583
10 pg g*- 15 pg g* -0,198 1,56583
10 pug g*- 25 pg g* -0,788 1,56583
10uggt-75uggt [+ [412 1,56583
15p9g -25ugg" -0,59 1,56583
1599 -75ug G- | * -3,922 1,56583
25u9g°-75u9g- | * [-3,332 1,56583

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 12.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de los
tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de

g

diferentes concentraciones de Hg por 40 dias.
1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq Estanda%izad bEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0 0

5 5 0,566 0,0730068| 12,8987 0,5 0,68 0,18 1,005 27089

10 5 0,956 0,448475 46,9116 0,48 1,57 1,09 0,358405-0,591042

15 5 1,126 0,811437 72,0637 0,38 2,46 2,08 11,2944 ,01792

25 5 2,6 1,37454 52,8668 1,67 4,92 3,25 1,56298 3002

75 5 9,002 2,59255 28,7997 6,86 12,86 6, 0,930691/-0,354901
Total 30 2,375 3,32272 139,904 0 12,86 12|86 48149 |3,44177

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones
de diferentes concentraciones de Hg por 40 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 282,272 5 56,4544 35,75 0,0000*
Intra grupos 37,9022 24| 1,57926

Total (Corr.) | 320,174 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a

soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 40 dias.

[ug g7] [ Casos|Media |Grupos Homogéneos

0 5 |o VX

5 5 (0,566 |vXX

10 5 10,956 [vXX

15 5 [1,126 [vXX

25 5 |26 v X

75 5 [9,002 [v X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
0pgg-5pgg” -0,566 2,458
Opgg -10ugg" -0,956 2,458
Opggi-15ugg -1,126 2,458
opgg’-25puggt  [*  [-2,6 2,458
Opggl-75uggt  [*  [-9,002 2,458
5ugg--10ugg" -0,39 2,458
5199 -15u94g° -0,56 2,458
5100 -25u9g" -2,034 2,458
5uggl-75u9g-  |*  [-8.436 2,458
10 ug g* - 15 pg g* -0,17 2,458
10 ug g*- 25 pg g* -1,644 2,458
10ug g -75ug g | * -8,046 2,458
15 ug g' - 25 ug g* -1,474 2,458
15ugg -75ugg* |* |-7,876 2,458
25ugg -75pgg> | * -6,402 2,458

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza
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Anexo 13.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de los
tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de

diferentes concentraciones de Hg por 60 dias.
1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis
[ug g | Recuentq Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq Estanda%izad pEstandarizad
0 5 0 0 0 0 0 0 0
5 5 0,92 0,130384 | 14,1722 0,8 1,1 0,3 0,494217 79085
10 5 1,6 0,734847 45,9279 0,8 2,6 1,8 0,322067 89787
15 5 1,86 1,36308 73,2841 0,6 4,1 3,9 1,28982 2®17
25 5 4,3 2,24611 52,2351 2,8 8,1 5,3 1,57937 122689
75 5 14,84 4,27177 28,7855 11,3 21,2 9,9 0,931138 0,348356
Total 30 3,92 5,47643 139,705 0 21,2 212  4,30972 | ,436D6

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 766,916 5 153,383 35,80 0,0000
Intra grupos 102,832 24| 4,28467

Total (Corr.) | 869,748 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéanza.

Prueba de mudltiple rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de los tallos-hojas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 60 dias.

[ug g7] [ Casos|Media |Grupos Homogéneos

0 5 |0 vX

5 5 0,92 |vXX

10 5 |16 VXX

15 5 1,86 |vXX

25 5 |43 v X

75 5 |14.84 |[v X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Opgg-5pgg” -0,92 4,04868
Ougg’-10pgg: -1,6 4,04868
0pgg’-15ugg’ -1,86 4,04868
opgg'-25pugg"t  [*  [43 4,04868
Opggr-75uggt * -14,84 4,04868
5ugg’-10 ugg’ -0,68 4,04868
5pgg--15u9g° -0,94 4,04868
5ugg -25u9g" -3,38 4,04868
5ugg’-75ugg’ * -13,92 4,04868
10 ug g* - 15 pg g* -0,26 4,04868
10pgg’-25ugg’ 2,7 4,04868
10pggl-75pggt |* -13,24 4,04868
15ug9g -25ugg" -2,44 4,04868
15ugg’-75pgg" [*  [-12.98 4,04868
25u9g -75pgg” [*  [-1054 4,04868

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza
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Anexo 14.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a una solucién de 5 pug g™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Recuentd Promedio Deswamén Cogflc!gnte d P Minimo | Maximo Rangg Sesg_o Curtos_ls
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizad
0 5 1,644 0,244397 | 14,866 1,26 1,85 0,39 -1,10414| ,293215
5 5 2,604 0,165469 | 6,35442 2,35 2,77 0,42 -0,90558$0,206475
10 5 4,32 0,277489 | 6,42335 3,9 4,6 0,7 -0,845938 0592773
Total 15 2,856 1,16604 40,8278 1,26 4,6 3,34 09859 |-1,10514

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucion de 5 ug g'1 Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 18,3787 2 9,18936 167,99 0,0000*
Intra grupos 0,65644 12| 0,0547033

Total (Corr.) | 19,0352 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las

medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar las raices de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 5 pg g Hg durante 20,40 y 60

dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 1,644 |vX 20 dias - 40 dias | * -0,96 0,395724
40 5 2,604 |[v X 20 dias - 60 dias | * -2,676 0,395724
60 4,32 v X 40 dias - 60 dias | * -1,716 0,395724

* indica una diferencia significativa con un nigl 95,0% de confianza

Anexo 15.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a una solucién de 10 pg g'1 Hg durante 20, 40 y 60 dias.

D

Dias | Recuentd Promedio DeS\{|aC|(’)n Cogfm@nte d " Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curto§|s
Estandar |Variacion (%) Estandarizad¢Estandarizad
0 5 2,256 0,125817 | 5,57701 2,12 2,45 0,33 0,8368830,431606
5 5 5,068 0,520884 10,2779 4,37 5,75 1,38 -0,03319%-0,0650766
10 5 8,36 0,861974 10,3107 7,2 9,5 2,3 -0,0243737,0214721
Total 15 5,228 2,63845 50,4676 2,12 9,5 7,38 10,3485 |-1,09192

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 93,339 2 46,6695 135,91 0,0000*
Intra grupos 4,1206 12| 0,343383

Total (Corr.) | 97,4596 14

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 10 pg g™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente figtiva entre las

medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar las raices de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 10 ug g'1 Hg durante 20, 40 y 60

dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 2,256 |vX 20 dias - 40 dias | * -2,812 0,991461
40 5 5,068 [v X 20 dias - 60 dias | * -6,104 0,991461
60 5 [836 |v X 40 dias - 60 dias | * -3,292  ]0,991461

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

76



Anexo 16.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a una solucién de 15 pg g™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

g

Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d F Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) Estandarizad¢Estandarizad
0 5 4,062 0,683827 | 16,8347 3,32 4,88 1,96 0,012002-1,11561
5 5 7,71 0,778042 10,0913 6,8 8,73 1,93 0,247368] ,676%98
10 5 12,72 1,28725 10,1199 11,2 14,4 3,2 0,240612| 0,667889
Total 15 8,164 3,7784 46,2812 3,32 14,4 11{08 866 -1,0069

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 15 pg g™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 188,948 2 94,4741 103,82 0,0000*
Intra grupos 10,9199 12| 0,90999

Total (Corr.) | 199,868 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las

medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odédéianza.

Prueba de multiple rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar las raices de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucion de 15 ug g'1 Hg durante 20, 40 y 60

dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 4,062 |[vX 20 dias - 40 dias | * -3,648 1,614
40 7,71 |v X 20 dias - 60 dias | * -8,658 1,614
60 1272 |v X 40 dias - 60 dias | * -5,01 1,614

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

Anexo 17.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a una solucién de 25 ug g'1 Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Recuentd Promedio Deswamén Cogflc!gnte d P Minimo | Maximo Rangqg Sesg_o Curtos_ls
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizad
0 5 6,398 0,651245 | 10,1789 5,43 7,05 1,62 -0,6411740,00283535
5 5 12,104 1,24368 10,2749 10,14 1356 3,44 -06263 [1,11821
10 5 19,98 2,0584 10,3023 16,7 22,4 5,1 -0,914208 ,11941
Total 15 12,8273 | 5,91567 46,1177 5,43 22,4 16,949716 -1,07361

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucion de 25 pg g'1 Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 465,101 2 232,55 112,38 0,0000
Intra grupos 24,8314 12| 2,06928

Total (Corr.) | 489,932 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las

medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar las raices de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 25 ug g* Hg durante 20, 40 y 60

dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 6,398 |[vX 20 dias - 40 dias | * -5,706  12,43386
40 5 12,104 [v X 20 dias - 60 dias | * -13,582 2,43386
60 5 1998 |v X 40 dias - 60 dias | * -7,876 2,43386

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 18.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a una solucion de 75 pg g™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Recuentd Promedio Deswamén Cogflc!gnte d P Minimo | Maximo Rangg Sesg_o Curtos_ls
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizad

0 5 14,894 3,12543 20,9845 11,59 1895 7,38 0,48608 [-0,968869

5 5 33,93 6,54237 19,282 25,25 40,79 1554 -0,28845|-0,744161

10 5 55,98 10,7959 19,2853 41,7 67,3 25|6  -0,20850p-0,758362

Total 15 34,9347 | 18,7163 53,5752 11,57 67,3 54,7838211 -0,756863

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar las raices de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucion de 75 pg g™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 4227,72 2 2113,86 37,50 0,0000
Intra grupos 676,492 12| 56,3743

Total (Corr.) | 4904,21 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las

medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de miiltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar las raices de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucion de 75 pg g* Hg durante 20,

40y 60 dias.
Dias | Casos|Media |Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 14,894 |vX 20 dias - 40 dias | * -19,036 12,7036
40 5 3393 |v X 20 dias - 60 dias | * -41,086 12,7036
60 5 5598 [v X 40 dias - 60 dias | * -22,05 12,7036

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

Anexo 19.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucion de 5 ug g'1 Hg durante 20,40 y 60 dias.

Dias | Recuentg Promedio Deswamén Cogflc!gnte d P Minimo | Maximo Rangg Sesg_o Curtos_ls
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizad
0 5 0,352 0,0238747| 6,78258 0,32 0,38 0,06 -0,18782|-0,50996
5 5 0,566 0,0730068| 12,8987 0,5 0,68 0,18 1,005 27089
10 5 0,92 0,130384 | 14,1722 0,8 1,1 0,3 0,494217| 679,25
Total 15 0,612667| 0,25558 41,7159 0,32 1,1 0,y8 2aBS1 -0,688815

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucion de 5 ug g'l Hg durante 20,40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 0,822893 2 0,411447 53,90 0,0000*
Intra grupos 0,0916 12 0,00763333

Total (Corr.) | 0,914493 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas
de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 5 ug g™ Hg durante 20, 40 y 60

dias.
Dias | Casos|Media |Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 0,352 |[vX 20 dias - 40 dias | * -0,214 0,147823
40 5 0,566 (v X 20 dias - 60 dias | * -0,568 0,147823
60 5 0,92 v X 40 dias - 60 dias | * -0,354 0,147823

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 20.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas de Gynerium

sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucion de 10 ug ! Hg durante 20,40 y 60 dias.
Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacién Cogfic!gnte d P Minimo | Maximo Rangg Sesgo Curtos_is
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizada
0 5 0,478 0,317364 | 66,3942% 0,18 0,98 0,4 1,05365 | ,518892
5 5 0,956 0,448475 46,9116% 0,48 1,57 1,09 0,358405-0,591042
10 5 1,6 0,734847 45,9279% 0,8 2,6 1,8 0,322067| 589797
Total 15 1,01133 | 0,683352 67,5694% 0,18 2,6 2,4255448 0,461467

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 10 pg g™ Hg durante 20,40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 3,17017 2 1,58509 5,65 0,0187*
Intra grupos 3,3674 12 0,280617

Total (Corr.) | 6,53757 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas
de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 10 pg g™ Hg durante 20, 40 y

60 dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 10478 |vX 20 dias - 40 dias -0,478 0,896278
40 5 [0,956 |vXX 20 dias - 60 dias | * -1,122  0,896278
60 5 1,6 v X 40 dias - 60 dias -0,644 0,896278

* indica una diferencia significativa con un nigdl 95,0% de confianza.

Anexo 21.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas de Gynerium

g

sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 15 pg g™ Hg durante 20,40 y 60 dias.
Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d F Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) Estandarizad¢Estandarizad
0 5 0,676 0,59576 88,1302 0,19 1,7 1,91 1,66015 2555
5 5 1,126 0,811437 72,0637 0,38 2,46 2,08 11,2944 01792
10 5 1,86 1,36308 73,2841 0,6 4,1 3,5 1,28982 PR17
Total 15 1,22067 | 1,03707 84,9596 0,19 4,1 3,91 8B68 2,60764

Anadlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 15 pg g™ Hg durante 20,40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 3,57185 2 1,78593 1,87 0,1970*
Intra grupos 11,4854 12| 0,95712

Total (Corr.) | 15,0573 14

Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor d guex0,05, no existe una diferencia estadisticéaggnificativa
entre las medias de las 3 variables con un nivé%/6% de confianza.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas
de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucion de 15 g g'l Hg durante 20, 40 y

60 dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 0,676 |[vX 20 dias - 40 dias -0,45 1,65527
40 5 1,126 |vX 20 dias - 60 dias -1,184 1,65527
60 5 1,86 |[vX 40 dias - 60 dias -0,734 1,65527

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 22.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al analizar los tallos-hojas de Gynerium

sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucion de 25 ug g'l Hg durante 20,40 y 60 dias.
Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d F Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) Estandarizad¢Estandarizada
0 5 1,266 0,789892 62,3928 0,78 2,65 1,87 1,84946 | ,89191
5 5 2,6 1,37454 52,8668 1,67 4,92 3,25 1,56298 0023
10 5 4,3 2,24611 52,2351 2,8 8,1 5,3 1,57937 12689
Total 15 2,722 1,95224 71,721 0,78 8,1 7,32 2,56037 |2,51681

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al anallzar los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucién de 25 pg g™* Hg durante 20,40 y 60 dias.

Valor-P

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F

Entre grupos | 23,1245 2 11,5623 4,59 0,0331*
Intra grupos 30,2331 12| 2,51943

Total (Corr.) | 53,3576 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al anallzar los tallos-hojas
de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucion de 25 pug g Hg durante 20, 40 y

60 dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 1,266 [vX 20 dias - 40 dias -1,334 2,68557
40 5 2,6 vXX 20 dias - 60 dias | * -3,034 2,68557
60 5 4,3 v X 40 dias - 60 dias -1,7 2,68557

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

Anexo 23.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al anallzar los tallos-hojas de Gynerium

sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucion de 75 ug g Hg durante 20,40 y 60 dias.
Dias | Recuentd Promedio Deswamén Cogflc!gnte d P Minimo | Maximo Rangqg Sesg_o Curtos_ls
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizad
0 5 4,598 1,66288 36,1653 3,21 6,54 3,33 0,537714 1,46387
5 5 9,002 2,59255 28,7997 6,86 12,86 6, 0,930691] 0,354901
10 5 14,84 4,27177 28,7855 11,3 21,2 9,9 0,931138 0,348356
Total 15 9,48 5,17479 54,5864 3,21 21,2 17(99 D817 0,323872

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al anallzar los tallos-hojas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestos a una solucion de 75 ug g Hg durante 20,40 y 60 dias

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 263,96 2 131,98 14,28 0,0007*
Intra grupos 110,938 12| 9,24483

Total (Corr.) | 374,898 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoOgie existe una diferencia estadisticamentefiigtiva entre las medias de las 6

variables con un nivel del 95,0% de confianza.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al anallzar los tallos-hojas
de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestos a una soluciéon de 75 pug g Hg durante 20, 40 y

60 dias.
Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 4598 |[vX 20 dias - 40 dias -4,404 5,14441
40 5 9,002 ([vX 20 dias - 60 dias | * -10,242 15,14441
60 5 1484 |v X 40 dias - 60 dias | * -5,838 5,14441

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 24.

Cinética de bioacumulacién de HgT en Gynerium sagittatum (aubl) beauv

(Mg g™ HgT).
Raices Tallos -hojas
[ug g™ 20 dias 20-40 dias | 40-60 dias 20 dias 20-40 dias | 40-60 dias
5 1,644 £ 0,109 | 0,961+0,060 | 1,716+0,050 | 0,352+0,100 |0,214+0,024 | 0,354+0,026
10 2,256+0,056 | 2,812+0,186 | 3,292+0,152 | 0,478+0,141 |0,478+0,068 | 0,644+0,128
15 4,062+0,305 |3,648+0,0,074 | 5,010+0,228 | 0,676+0,266 |0,450+0,106 | 0,734+0,246
25 6,398+0,291 | 5,706+0,320 | 7,876+0,364 | 1,266+0,353 |1,334+0,269 | 1,700+0,389
75 14,894+1,398 | 19,036+1,605 | 22,050+1,902 | 4,698+0,743 |4,404+0,547 | 5,838+0,751

Anexo 25.

Capacidad acumuladora de HgT en Gynerium sagittatum (aubl) beauv en
porcentajes (%).

Raices Tallos -hojas
[ug g™ 20 dias 40 dias 60 dias 20 dias 40 dias 60 dias
5 32,8 52,0 86,4 7,0 114 18,4
10 22,6 50,7 83,6 4,8 9,6 16,0
15 27,1 51,4 83,3 4,5 7,5 12,4
25 25,6 48,4 79,9 51 10,4 17,2
75 19,9 45,2 74,6 6,1 12,0 19,8
Anexo 26.

Coeficiente de absorcion biolégica de HgT en Gynerium sagittatum (aubl) beauv

Raices Tallos -hojas
[ug g ] 20 dias 40 dias 60 dias 20 dias 40 dias 60 dias
5 0,328 0,520 0,864 0,070 0,114 0,184
10 0,226 0,507 0,836 0,048 0,096 0,160
15 0,271 0,514 0,833 0,045 0,075 0,124
25 0,256 0,484 0,799 0,051 0,104 0,172
75 0,199 0,452 0,746 0,061 0,120 0,198
Anexo 27.

Coeficiente de bioacumulacién de HgT en Gynerium sagittatum (aubl) beauv

Raices Tallos -hojas
[ugg™ 20 dias 40 dias 60 dias 20 dias 40 dias 60 dias
5 0,08 0,07 0,07 0,02 0,01 0,02
10 0,11 0,13 0,14 0,02 0,02 0,03
15 0,20 0,19 0,21 0,03 0,03 0,03
25 0,32 0,30 0,33 0,06 0,07 0,07
75 0,74 0,85 0,93 0,23 0,23 0,25
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Anexo 28.

Fitotoxicidad en las plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg durante 20, 40 y 60 dias
expresada en porcentaje (%) de clorosis.

20 dias 40 dias 60 dias
Muestra | Porcentaje (%9 | [ug g ’1] Muestra | Porcentaje (%) | [ug g '1] Muestra | Porcentaje (%) | [ug g ’1]
0-1-P1 0 0-11-P1 0 0-111-P1 0
0-1-P2 0 0-11-P2 0 0-111-P2 0
0-1-P3 0 0 0-11-P3 0 0 0-111-P3 0 0
0-1-P4 0 0-11-P4 0 0-111-P4 0
0-1-P5 0 0-11-P5 0 0-111-P5 0
Media (X) 0,00 Media (X) 0,00 Media (X) 0,00
1-1-P1 0 1-1I-P1 0 1-111-P1 0
1-1-P2 0 1-11-P2 5 1-111-P2 10
1-1-P3 0 5 1-11-P3 0 5 1-111-P3 5 5
1-1-P4 0 1-11-P4 0 1-111-P4 5
1-1-P5 0 1-1I-P5 0 1-111-P5 5
Media (X) 0,00 Media (X) 1,00 Media (X) 5,00
2-1-P1 5 2-11-P1 10 2-111-P1 10
2-1-P2 0 2-11-P2 5 2-111-P2 5
2-1-P3 5 10 2-11-P3 5 10 2-111-P3 10 10
2-1-P4 0 2-11-P4 5 2-111-P4 10
2-1-P5 0 2-11-P5 0 2-111-P5 5
Media (X) 2,00 Media (X) 5,00 Media (X) 8,00
3-1-P1 5 3-11-P1 10 3-111-P1 10
3-1-P2 5 3-11-P2 5 3-111-P2 10
3-1-P3 0 15 3-11-P3 10 15 3-111-P3 10 15
3-1-P4 0 3-11-P4 5 3-111-P4 15
3-1-P5 5 3-11-P5 5 3-111-P5 15
Media (X) 3,00 Media (X) 7,00 Media (X) 12,00
4-1-P1 10 4-11-P1 10 4-111-P1 20
4-1-P2 5 4-11-P2 10 4-111-P2 15
4-1-P3 0 25 4-11-P3 15 25 4-111-P3 20 25
4-1-P4 5 4-11-P4 15 4-111-P4 20
4-1-P5 5 4-11-P5 10 4-111-P5 20
Media (X) 5,00 Media (X) 12,00 Media (X) 19,00
5-1-P1 10 5-11-P1 20 5-111-P1 30
5-1-P2 5 5-11-P2 25 5-111-P2 35
5-1-P3 5 75 5-11-P3 20 75 5-111-P3 35 75
5-1-P4 10 5-11-P4 25 5-111-P4 30
5-1-P5 5 5-11-P5 20 5-111-P5 35
Media (X) 7,00 Media (X) 22,00 Media (X) 33,00
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Anexo 29.

Fitotoxicidad en las plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
soluciones de diferentes concentraciones de Hg durante 20, 40 y 60 dias
expresada en porcentaje (%) de necrosis.

20dias 40 dias 60 dias
Muestra | Porcentaje (%9 | [ug g '1] Muestra | Porcentaje (%) | [ug g ’1] Muestra | Porcentaje (%9 | [ug g ’1]
0-1-P1 0 0-11-P1 0 0-111-P1 0
0-1-P2 0 0-11-P2 0 0-111-P2 0
0-1-P3 0 0 0-11-P3 0 0 0-111-P3 0 0
0-1-P4 0 0-11-P4 0 0-111-P4 0
0-1-P5 0 0-11-P5 0 0-111-P5 0
Media (X) 0,00 Media (X) 0,00 Media (X) 0,00
1-1-P1 0 1-1I-P1 0 1-111-P1 5
1-1-P2 0 1-11-P2 0 1-111-P2 5
1-1-P3 0 5 1-11-P3 5 5 1-111-P3 5 5
1-1-P4 0 1-11-P4 0 1-111-P4 0
1-1-P5 0 1-1I-P5 0 1-111-P5 0
Media (X) 0,00 Media (X) 1,00 Media (X) 3,00
2-1-P1 0 2-11-P1 5 2-111-P1 5
2-1-P2 0 2-11-P2 5 2-111-P2 5
2-1-P3 0 10 2-11-P3 0 10 2-111-P3 5 10
2-1-P4 5 2-11-P4 5 2-111-P4 10
2-1-P5 0 2-11-P5 0 2-111-P5 5
Media (X) 1,00 Media (X) 3,00 Media (X) 6,00
3-1-P1 5 3-11-P1 10 3-111-P1 10
3-1-P2 0 3-11-P2 5 3-111-P2 5
3-1-P3 0 15 3-11-P3 0 15 3-111-P3 10 15
3-1-P4 5 3-11-P4 5 3-111-P4 10
3-1-P5 0 3-11-P5 5 3-111-P5 15
Media (X) 2,00 Media (X) 5,00 Media (X) 10,00
4-1-P1 0 4-11-P1 10 4-111-P1 15
4-1-P2 5 4-11-P2 15 4-111-P2 10
4-1-P3 5 25 4-11-P3 10 2 4-111-P3 15 2
4-1-P4 0 4-11-P4 5 4-111-P4 20
4-1-P5 5 4-11-P5 10 4-111-P5 15
Media (X) 3,00 Media (X) 10,00 Media (X) 15,00
5-1-P1 5 5-11-P1 10 5-111-P1 30
5-1-P2 0 5-11-P2 15 5-111-P2 25
5-1-P3 10 5-11-P3 20 5-111-P3 25
75 75 75
5-1-P4 5 5-11-P4 15 5-111-P4 25
5-1-P5 5 5-11-P5 15 5-111-P5 20
Media (X) 5,00 Media (X) 15,00 Media (X) 25,00
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Anexo 30.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20 dias.

1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq EstandarizadpEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0

5 5 0 0 0 0 0

10 5 2,0 2,73861 136,931 0 5,0 5,0 0,555556 -15214

15 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 -0,555556 -¥521

25 5 5,0 3,563553 70,7107 0 10,0 100 O 0,912871

75 5 7,0 2,73861 39,123 5,0 10,0 5,0 0,555556 1452
Total 30 2,83333 | 3,39455 119,808 10,0 10,0 13999 |-0,449644

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20

dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 194,167 5 38,8333 6,66 0,0005*
Intra grupos 140,0 24| 5,83333

Total (Corr.) | 334,167 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menofdife existe una diferencia estadisticamentefiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de

Hg por 20 dias.

[ug g™ [Casos [Media [Grupos Homogéneos

0 5 0 VX

5 5 0 VX

0 |5 20 |[vxXX

15 5 3.0  |[VXXX

25 5 50 |V XX

75 5 70 v X

Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites

Opgg-5pgg” 0 4,72403
Opggi-10ugg -2,0 4,72403
Opggi-15ugg -3,0 4,72403
Opgg-25ug9g°  [*  [50 4,72403
opgg -75u9g°  [*  [-70 4,72403
5pggt-10pugg -2,0 4,72403
5pggi-15ugg -3,0 4,72403
5pgg -25ug9g°  [*  [50 4,72403
5pgg -75ug9g°  [* [-7.0 4,72403
10ugg'-15ugg" -1,0 4,72403
10ugg -25ugg" -3,0 4,72403
10puggl-75uggt | * -5,0 4,72403
15ugg'-25ugg" 2,0 4,72403
15ug9g'-75ugg" -4,0 4,72403
25u9g°-75u9g" -2,0 4,72403

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 31.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 40 dias.

1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq EstandarizadpEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0

5 5 1,0 2,23607 223,607 0 5,0 5,0 2,04124 2,28218

10 5 5,0 3,563553 70,7107 0 10,0 100 O 0,912871

15 5 7,0 2,73861 39,123 5,0 10,0 5,0 0,555556 M52

25 5 12,0 2,73861 22,8218 10,0 15,0 5,4 0,555556| ,52145

75 5 22,0 2,73861 12,4482 20,0 25,0 5,4 0,555556| ,52145
Total 30 7,83333 | 7,95281 101,525 0 25,0 250 18645 |-0,376723

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 40

dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 1674,17 5 334,833 50,23 0,0000*
Intra grupos 160,0 24| 6,66667

Total (Corr.) | 1834,17 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de
Hg por 40 dias.

[Lg g'l] Casos |Media |Grupos Homogéneos

0 5 0 VX

5 5 1,0 VX

10 |5 50  |VXX

15 5 70 |V XX

25 5 120 |v X

75 5 220 |v X

Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites

opgg-5pgg” -1,0 5,05021
Opggi-10ugg -5,0 5,05021
opgg'-15ugg’ [* |70 5,05021
Opggl-25uggt [*  [120 5,05021
Opggr-75ugg- |*  [220 5,05021
5pggi-10ugg -4,0 5,05021
5pgg’-15puggt  [* [6,0 5,05021
5puggl-25uggt  |[*  [-11,0 5,05021
5uggr-75u9g- | *  [-21,0 5,05021
10ugg -15ugg -2,0 5,05021
10ugg'-25ugg- [* |70 5,05021
10uggt-75ugg* [*  [17.0 5,05021
15ugg'-25ugg" 5,0 5,05021
15ugg -75ugg- [*  [-150 5,05021
25uggr-75pgg> | * -10,0 5,05021

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 32.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 60 dias.

1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq EstandarizadpEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0

5 5 5,0 3,563553 70,7107 0 10,0 10p O 0,912871

10 5 8,0 2,73861 34,2327 5,0 10,0 5,0 -0,555556 52145

15 5 12,0 2,73861 22,8218 10,0 15,0 5,0 0,555556| ,52145

25 5 19,0 2,23607 11,7688 15,0 20,0 5,4 -2,04124| 28228

75 5 33,0 2,73861 8,29883 30,0 35,0 5, -0,555556 1,52145
Total 30 12,8333 | 11,1945 87,2296 0 35,0 350 18108 [-0,43751

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 60

dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 3474,17 5 694,833 104,22 0,0000*
Intra grupos 160,0 24| 6,66667

Total (Corr.) | 3634,17 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las

medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odédéianza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de

Hg por 60 dias.

[Lg g'l] Casos |Media |Grupos Homogéneos

0 5 0 vX

5 5 5,0 VXX

10 5 8,0 v XX

15 5 120 |v X

25 5 190 |v X

75 5 33,0 |v X

Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites

opgg-5pgg” -5,0 5,05021
opgg'-10pggt [*  [8,0 5,05021
Opggt-15uggt * -12,0 5,05021
Opggl-25ugg” [*  [190 5,05021
Opggr-75ugg” |*  [-330 5,05021
5pggi-10ugg -3,0 5,05021
5pggi-15puggt [+ [-7,0 5,05021
5puggl-25uggt  |* [-140 5,05021
5uggr-75u9g- | *  [-280 5,05021
10ugg -15ugg -4,0 5,05021
10pggi-25pggt |* -11,0 5,05021
10uggt-75ugg” [*  [250 5,05021
15ugg -25ugg” [* [-7.0 5,05021
15499 -75ug g | * 21,0 5,05021
25ug G -75pugg- | * 14,0 5,05021

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 33.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20 dias.

1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq EstandarizadpEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0

5 5 0 0 0 0 0

10 5 1,0 2,23607 223,607 0 5,0 5,0 2,04124 2,28218

15 5 2,0 2,73861 136,931 0 5,0 5,0 0,555556 -15214

25 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 -0,555556 -8521

75 5 5,0 3,563553 70,7107 0 10,0 100 O 0,912871
Total 30 1,83333 | 2,78027 151,651 0 10,0 10,0 2,186 |[0,697073

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 20
dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 94,1667 5 18,8333 3,48 0,0167
Intra grupos 130,0 24| 5,41667

Total (Corr.) | 224,167 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestos a soluciones de diferentes concentraciones de
Hg por 20 dias.

[ug o] [Casos [Media [Grupos Homogéneos
0 5 0 VX
5 5 0 VX
10 |5 1.0 |vXX
15 |5 2.0 |[VXX
25 |5 3.0  |[VxXX
75 |5 50 |v X
Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites
opgg-5pgg” 0 4,55219
Opggi-10ugg -1,0 4,55219
Opgg'-15ugg -2,0 4,55219
0pgg -25u9g" -3,0 4,55219
Opgg-75u9g°  [*  [50 4,55219
5pggi-10ugg -1,0 4,55219
5pggi-15ugg -2,0 4,55219
5499 -25u9g" -3,0 4,55219
5pgg -75u9g°  [* [50 4,55219
10ugg -15ugg -1,0 4,55219
10ugg -25ugg" -2,0 4,55219
10ugg'-75ugg" -4,0 4,55219
15pug g -25ugg" -1,0 4,55219
15ug9g -75u9g" -3,0 4,55219
25u9g°-75u9g" -2,0 4,55219

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 34.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 40 dias.

1 . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis

[ug g-] | Recuentd Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq EstandarizadpEstandarizad

0 5 0 0 0 0 0

5 5 1,0 2,23607 223,607 0 5,0 5,0 2,04124 2,28218

10 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 -0,555556 -¥521

15 5 5,0 3,563553 70,7107 0 10,0 100 O 0,912871

25 5 10,0 3,53553 35,3553 5,0 15,0 100 O 0,912871

75 5 15,0 3,53553 23,5702 10,0 20,0 100 O 0,912871
Total 30 5,66667 | 5,97889 105,51 0 20,0 20j0 1,70762 |-0,513488

Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 40

dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 836,667 5 167,333 20,08 0,0000*
Intra grupos 200,0 24| 8,33333

Total (Corr.) | 1036,67 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de

Hg por 40 dias.

[ug o] [Casos [Media [Grupos Homogéneos

0 5 0 VX

5 5 1,0 VX

10 |5 3.0 |vX

15 5 50  |[VXX

25 5 100 |v XX

75 5 150 |v X

Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites

opgg-5pgg” -1,0 5,6463
Opggi-10ugg -3,0 5,6463
Opgg'-15ugg -5,0 5,6463
Opggl-25ugg” [*  [-100 5,6463
Opggr-75ugg” |*  [-150 5,6463
5pggi-10ugg -2,0 5,6463
5pggi-15ugg -4,0 5,6463
5pgg -25ug9g°  [*  [-90 5,6463
5uggr-75u9g- | *  [-140 5,6463
10ugg -15ugg -2,0 5,6463
10ugg'-25ugg- [* |70 5,6463
10ugg -75ugg” [+ [120 5,6463
15pug g -25ugg" 5,0 5,6463
15puggl-75pg9g° | * -10,0 5,6463
25u9g°-75u9g" -5,0 5,6463

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

88



Anexo 35

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 60 dias.

g

[Mg g-l] Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d 3Ml’nimo Maximo|Rangd Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) Estandarizad¢Estandarizad
0 5 0 0 0 0 0 -0,555556 -1,52145
5 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 2,04124 2,28218
10 5 6,0 2,23607 37,2678 5,0 10,0 5,0 0 0,912871
15 5 10,0 3,53553 35,3553 5,0 15,0 100 O 0,912871
25 5 15,0 3,53553 23,5702 10,0 20,0 10/0 O 0,912871
75 5 25,0 3,53553 14,1421 20,0 30,0 10{0 1,6372 5068265
Total 30 9,83333 | 8,85548 90,0557 0 30,0 30,0 -B|565 |-1,52145

Anadlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum
(aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de Hg por 60

dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 2074,17 5 414,833 49,78 0,0000*
Intra grupos 200,0 24| 8,33333

Total (Corr.) | 2274,17 29

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menorOgig existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las

medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes concentraciones de

Hg por 60 dias.

[ug gi] [Casos |Media |Grupos Homogéneos

0 5 0 vX

5 5 3,0 VXX

10 5 6,0 v XX

15 5 100 |v XX

25 5 150 |v X

75 5 250 |v X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

Ougg-5ugg? -3,0 5,6463
Opgg -10pgg’  [*  [60 5,6463
Ougg’-15ugg? * -10,0 5,6463
0ugg’-25ugg’ * -15,0 5,6463
Opggl-75ugg” [*  [250 5,6463
5u9g--10ugg" -3,0 5,6463
5pggl-15puggt [+ [-7,0 5,6463
5ugg--25uggt * -12,0 5,6463
5uggl-75uggt  [* [220 5,6463
10pg g -15ugg" -4,0 5,6463
10uggt-25ugg: [* |90 5,6463
10pggl-75pggt |* -19,0 5,6463
15pug g -25ugg" -5,0 5,6463
15ugg -75ugg” [+ [150 5,6463
25uggl-75pggt |* -10,0 5,6463

* indica una diferencia significativa con un niwkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 36.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una

solucion de 5 ug

"1 Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coe_fici_(?nte d FMinimo | Maximo Rangg Sesgp Curtos,_is
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizad
0 5 0 0 0 0 0
5 5 1,0 2,23607 223,607 0 5,0 5,0 2,04124 2,28218
10 5 5,0 3,563553 70,7107 0 10,0 100 O 0,912871
Total 15 2,0 3,16228 158,114 0 10,0 100 2,22527 | 99971

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 5 pug g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 70,0 2 35,0 6,00 0,0156*
Intra grupos 70,0 12| 5,83333

Total (Corr.) | 140,0 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menofdie existe una diferencia estadisticamentefgigtiva.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas
a una solucion de 5 pg g " Hg durante 20,40 y 60 dias.

Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 0 vX 20 dias - 40 dias -1,0 4,08643
40 5 1,0 VXX 20 dias - 60 dias | * -5,0 4,08643
60 5 5,0 v X 40 dias - 60 dias -4,0 4,08643

* indica una diferencia significativa con un nigdl 95,0% de confianza.

Anexo 37.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una

D

solucion de 10 pg g * Hg durante 20, 40 y 60 dias.
. . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis
Dias | Recuentg Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq Estanda%izad bEstandarizad
0 5 2,0 2,73861 136,931 0 5,0 5,0 0,555556 -1,52145
5 5 5,0 3,53553 70,7107 0 10,0 10p O 0,912871
10 5 8,0 2,73861 34,2327 5,0 10,0 5,0 -0,555554 52445
Total 15 5,0 3,77964 75,5929 0 10,0 100 O -0,83138

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 10 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 90,0 2 45,0 4,91 0,0277*
Intra grupos 110,0 12| 9,16667

Total (Corr.) | 200,0 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%odéianza.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
una solucién de 10 pg g * Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Casos|Media |Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 2,0 vX 20 dias - 40 dias -3,0 5,12261
40 5 5,0 v XX 20 dias - 60 dias | * -6,0 5,12261
60 5 8,0 v X 40 dias - 60 dias -3,0 5,12261

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

90



Anexo 38.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucién de 15 pg g " Hg durante 20, 40 y 60 dias.

g

Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d F Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) Estandarizad¢Estandarizad
0 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 -0,555556 -1,5214
5 5 7,0 2,73861 39,123 5,0 10,0 5,0 0,555556 -4521
10 5 12,0 2,73861 22,8218 10,0 15,0 5,0 0,555556| ,521#5
Total 15 7,33333 | 4,57738 62,4188 0 15,0 150 04781 [-0,382594

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 15 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 203,333 2 101,667 13,56 0,0008
Intra grupos 90,0 12| 7,5

Total (Corr.) | 293,333 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menofdife existe una diferencia estadisticamentefwigtiva.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas
a una solucion de 15 g

g * Hg durante 20,40

y 60 dias.

Dias | Casos|Media |Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 3,0 vX 20 dias - 40 dias -4,0 4,63358
40 5 7,0 vX 20 dias - 60 dias | * -9,0 4,63358
60 5 12,0 v X 40 dias - 60 dias | * -5,0 4,63358

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

Anexo 39.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 25 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

g

Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d F Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) Estandarizad¢Estandarizad
0 5 5,0 3,53553 70,7107 0 10,0 10p O 0,912871
5 5 12,0 2,73861 22,8218 10,0 15,0 5,0 0,555556| 52145
10 5 19,0 2,23607 11,7688 15,0 20,0 5, -2,04124| 28228
Total 15 12,0 6,49175 54,0979 0 20,0 20J0 -0,31437%-0,796719

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 25 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GI| |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos 490,0 2 245,0 29,40 0,0000*
Intra grupos 100,0 12| 8,33333

Total (Corr.) | 590,0 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menoiO¢ie existe una diferencia estadisticamente fiigtiva entre las
medias de las 6 variables con un nivel del 95,0%otéanza.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
una solucién de 25 pug g * Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5,0 vX 20 dias - 40 dias | * -7,0 4,88422
40 120 [v X 20 dias - 60 dias | * -14,0 4,88422
60 190 (v X 40 dias - 60 dias | * -7,0 4,88422

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 40.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una

solucién de 75 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.
. .| Desviacion|Coeficiente dg, ,. . Lo Sesgo Curtosis
Dias | Recuentq Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo| Maximo| Rangq Estanda%izad bE standarizad
0 5 7,0 2,73861 39,123 5,0 10,0 5,0 0,555556 -#521
5 5 22,0 2,73861 12,4482 20,0 25,0 5,0 0,555556| 52115
10 5 33,0 2,73861 8,29883 30,0 35,0 5, -0,555556 1,52145
Total 15 20,6667 | 11,3179 54,7641 5,0 35,0 30,0 0d4B38 -1,13137

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 75 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 1703,33 2 851,667 113,56 0,0000*
Intra grupos 90,0 12| 7,5

Total (Corr.) | 1793,33 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menofdie existe una diferencia estadisticamentefgigtiva.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas

a una solucion de 75 ug

"' Hg durante 20,40 y 60 dias.

Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 7,0 vX 20 dias - 40 dias | * -15,0 4,63358
40 5 220 |v X 20 dias - 60 dias | * -26,0 4,63358
60 5 [330 |v X 40 dias - 60 dias | * -11,0 4,63358

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

Anexo 41.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una

D

solucion de 5 ug g " Hg durante 20, 40 y 60 dias.
. . | Desviacion|Coeficiente de, ,. . L Sesgo Curtosis
Dias | Recuentg Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo | Maximo Rangq Estanda%izad bEstandarizad
0 5 0 0 0 0 0
5 5 1,0 2,23607 223,607 0 5,0 5,0 2,04124 2,28218
10 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 -0,555556 -U521
Total 15 1,33333 | 2,28869 171,652 0 5,0 5,( 1,85998 (-0,580488

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 5 pug g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos | 23,3333 2 11,6667 2,80 0,1005*
Intra grupos 50,0 12| 4,16667

Total (Corr.) | 73,3333 14

* Puesto que el valor-P de la razén-F es maygualique 0,05, no existe una diferencia estadfstode significativa
entre las medias de las 3 variables con un nivé%/6% de confianza.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
una solucion de 5 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Casos|Media |Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 0 vX 20 dias - 40 dias -1,0 3,45366
40 5 1,0 vX 20 dias - 60 dias -3,0 3,45366
60 5 3,0 vX 40 dias - 60 dias -2,0 3,45366

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 42.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una

solucién de 10 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.
. .| Desviacion|Coeficiente dg, ,. . Lo Sesgo Curtosis
Dias | Recuentq Promedio Estandar |Variacion (%) Minimo| Maximo| Rangq Estanda%izad bE standarizadg
0 5 1,0 2,23607 223,607 0 5,0 5,0 2,04124 2,28218
5 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 -0,555556 -1,5214
10 5 6,0 2,23607 37,2678 5,0 10,0 5,0 2,04124 2282
Total 15 3,33333 | 3,08607 92,582 0 10,0 10{0 0,49264 |-0,319268

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 10 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 63,3333 2 31,6667 5,43 0,0209*
Intra grupos 70,0 12| 5,83333

Total (Corr.) | 133,333 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menofdie existe una diferencia estadisticamentefgigtiva.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas
"' Hg durante 20,40 y 60 dias.

a una solucion de 10 ug

Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 1,0 vX 20 dias - 40 dias -2,0 4,08643
40 5 3,0 VXX 20 dias - 60 dias | * -5,0 4,08643
60 5 6,0 v X 40 dias - 60 dias -3,0 4,08643

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

Anexo 43.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucién de 15 pg g ' Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Recuentd Promedio Deswamén Cogflc!gnte d P Minimo | Maximo Rangqg Sesg_o Curtos_ls
Estandar |Variacion (%) EstandarizadpEstandarizada
0 5 2,0 2,73861 136,931 0 5,0 5,0 0,555556 -1,52145
5 5 5,0 3,563553 70,7107 0 10,0 10p O 0,912871
10 5 10,0 3,53553 35,3553 5,0 15,0 100 O 0,912871
Total 15 5,66667 | 4,57738 80,7772 0 15,0 150 0,8855 [-0,382594

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una

solucién de 15 pg g " Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos | 163,333 2 81,6667 7,54 0,0076*
Intra grupos 130,0 12| 10,8333

Total (Corr.) | 293,333 14

* Puesto que el valor-P de la razén-F es maygualique 0,05, no existe una diferencia estadfagoge significativa
entre las medias de las 3 variables con un niv€%/6% de confianza.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
una solucién de 15 pug g * Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Casos|Media |Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 2,0 vX 20 dias - 40 dias -3,0 5,56887
40 5 5,0 v XX 20 dias - 60 dias | * -8,0 5,56887
60 5 10,0 v X 40 dias - 60 dias -5,0 5,56887

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 44.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucién de 25 pg g ' Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d F Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) EstandarizadgEstandarizada
0 5 3,0 2,73861 91,2871 0 5,0 5,0 -0,555556 -1,5214
5 5 10,0 3,53553 35,3553 5,0 15,0 100 O 0,912871]
10 5 15,0 3,53553 23,5702 10,0 20,0 1010 O 0,912871
Total 15 9,33333 | 5,93617 63,6018 0 20,0 20,0 -(BBW56 | -0,62501

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 25 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Valor-P

Fuente Suma de Cuadrados|GIl |Cuadrado Medio [Razén-F

Entre grupos | 363,333 2 181,667 16,77 0,0003*
Intra grupos 130,0 12| 10,8333

Total (Corr.) | 493,333 14

* Puesto que el valor-P de la prueba-F es menofdife existe una diferencia estadisticamentefwigtiva.

Prueba de multiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas

a una solucién de 25 pg g * Hg durante 20,40 y 60 dias.
Dias | Casos|Media |Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 3,0 vX 20 dias - 40 dias | * -7,0 5,56887
40 5 10,0 v X 20 dias - 60 dias | * -12,0 5,56887
60 5 15,0 v X 40 dias - 60 dias -5,0 5,56887

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.

Anexo 45.

Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 75 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Recuentd Promedio DeS\{iacic')n Coeficignte d F Minimo | Maximo Rangg Sesgp Curtogis
Estandar |Variacion (%) EstandarizadgEstandarizada
0 5 5,0 3,53553 70,7107 0 10,0 10p O 0,912871
5 5 15,0 3,53553 23,5702 10,0 20,0 10j0 O 0,912871
10 5 25,0 3,53553 14,1421 20,0 30,0 100 0 0,912871
Total 15 15,0 9,06327 60,4218 0 30,0 3000 O 0,91287

Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos al realizar la evaluacién de fitotoxicidad
expresada como necrosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una
solucion de 75 pg g ™ Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Valor-P

Fuente Suma de Cuadrados|GI| |Cuadrado Medio |[Razén-F

Entre grupos 1000,0 2 500,0 40,00 0,0000*
Intra grupos 150,0 12| 12,5

Total (Corr.) | 1150,0 14

* Puesto que el valor-P de la razén-F es maygualique 0,05, no existe una diferencia estadfstode significativa
entre las medias de las 3 variables con un niv€%/6% de confianza.

Prueba de mudltiples rangos de Tukey HSD a los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de
fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a
una solucién de 75 pug g * Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Dias | Casos|Media [Grupos Homogéneos |Contraste Sig. |Diferencia+/- Limites
20 5 5,0 vX 20 dias - 40 dias | * -10,0 5,98192
40 5 150 [v X 20 dias - 60 dias | * -20,0 5,98192
60 5 250 |v X 40 dias - 60 dias | * -10,0 5,98192

* indica una diferencia significativa con un nigkdl 95,0% de confianza.
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Anexo 46.

Fitotoxicidad del Hg en las plantas de Gynerium sagittatum (aubl) beauv, muerte
descendente de las hojas desde el apice hasta la base de las hojas.
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Anexo 34. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes
concentraciones de Hg por 40 dias.

Anexo 35. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a soluciones de diferentes
concentraciones de Hg por 60 dias.

Anexo 36. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacién de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 5 pg g ** Hg durante
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20, 40 y 60 dias.

Anexo 37. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la evaluacion
de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium sagittatum (aubl)
beauv expuestas a una solucién de 10 pg g * Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Anexo 38. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 15 pg g * Hg durante
20, 40 y 60 dias.

Anexo 39. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de
Gynerium sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 25 pg g *
Hg durante 20, 40 y 60 dias.

Anexo 40. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como clorosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 75 pg g * Hg durante
20, 40 y 60 dias.

Anexo 41. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 5 pg g * Hg durante
20, 40 y 60 dias.

Anexo 42. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 10 pg g * Hg durante
20, 40 y 60 dias.

Anexo 43. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 15 pg g * Hg durante
20, 40 y 60 dias.

Anexo 44. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 25 pg g ™ Hg durante
20, 40 y 60 dias.

Anexo 45. Resumen estadistico de los resultados obtenidos al realizar la
evaluacion de fitotoxicidad expresada como necrosis en plantas de Gynerium
sagittatum (aubl) beauv expuestas a una solucién de 75 pg g * Hg durante
20, 40 y 60 dias.

Anexo 46. Fitotoxicidad del Hg en las plantas de Gynerium sagittatum
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(aubl) beauv, muerte descendente de las hojas desde el apice hasta la
base de las hojas. 95





RESUMEN

Los metales pesados, y en general los elementos traza, estan presentes en
concentraciones relativamente bajas (X<mgKg™) en la corteza terrestre, los suelos
y las plantas. La presencia de concentraciones nocivas (anomalias) en los suelos
es una degradacién especial denominada contaminacion. Los elementos traza en
los suelos pueden ser de origen geogénico o antropogeénico. Los elementos de
origen geogénico proceden de la roca madre, de actividad volcanica, o de la
lixivacion de mineralizaciones. Los metales pesados antropogénicos derivan de
residuos peligrosos, procedentes de actividades industriales, mineria e industria
agricola, y residuos solidos urbanos. La contaminacion en el suelo, trae como
consecuencia la pérdida de fertilidad y capacidad biodegradadora, asi como de otras
funciones que directa o indirectamente permiten la supervivencia de la flora y fauna,
afectando de cualquier forma la salud del hombre. EI mercurio, genera uno de los
mayores problemas ambientales actuales debido a su alta toxicidad y capacidad
para bioacumularse y biomagnificarse. En Colombia, la mayor zona de explotacion
minera de oro, se encuentra ubicada entre el norte de Antioquia y sur de Bolivar
con mas de 12.400 minas en explotacién, involucrando a un nimero de personas
superior a 50.000 que reciben influencia directa o indirecta de esta actividad. La
cantidad de mercurio liberado al ambiente en esta actividad no ha sido calculada
con exactitud, pero ha sido estimada en cerca de 80 a 100 toneladas al afio.

En este estudio se evalud la capacidad de acumulacion de mercurio (Hg) que
pueda poseer la cafia flecha (Gynerium sagittatum) (Aubl) Beauv in vitro como una
alternativa viable de ser implementada para la rehabilitacion de suelos
contaminados, fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad de Sucre (9°18 N, 75°23’ O). Usandose un disefio experimental de
bloques al azar, un analisis de varianza para comparacion de medias, una prueba
de Tukey (p<0.05) para establecer las diferencias significativas entre los
tratamientos. Los analisis de mercurio se realizaron en un espectrofotometro de
absorcion atdmica Thermo Electron S4, provisto de una celda con ventanas de
cuarzo, por el método de espectroscopia de absorcion atémica con vapor frio. Los
resultados muestran que la parte de la planta que presenta mayor acumulacion es
la raiz con 55,98 pg g HgT, seguida de los tallos-hojas con 14,84 pg g* HgT.
Ademas, la acumulacion de mercurio en raices y tallos aumento6 con el tiempo. En
conclusion, in vitro esta planta acumula Hg debido a las altas concentraciones en
sus tejidos, sin afectar la viabilidad de las plantas. EI uso del cultivo de tejidos in
vitro en fitorremediacién es un sistema modelo para establecer el potencial de
acumulacion, permitiendo la comprensién de los mecanismos metabodlicos que
funcionan en las plantas y la prediccion de la eficacia con que podrian funcionar
ciertas plantas fitorremediadoras en condiciones in vivo o en condiciones de
campo.





ABSTRACT

Heavy metals and trace elements generally are present in concentrations relatively
low (X<mgKg™) in the earth's crust, soil and plants. The presence of harmful
concentrations (anomalies) in soil degradation is a special one called pollution.
Trace elements in soils can be geogenic or anthropogenic origin. Geogenic source
items come from the bedrock, volcanic activity, or the leaching of ores. Heavy
metals derived from anthropogenic hazardous waste from industrial activities,
mining and agricultural industry, and municipal solid waste. The contaminations in
the soil, results in the loss of fertility and biodegraded, as well as other functions
that directly or indirectly allow the survival of flora and fauna, affecting in any way
human health. The mercury generates one of the greatest environmental
challenges today due to its high toxicity and ability to bioaccumulate and
biomagnify. In Colombia, the largest area of gold mining, is located between
northern Antioquia and southern Bolivar over 12,400 mines in operation, involving
a number of over 50,000 people who receive direct or indirect influence of this
activity. The amount of mercury released into the environment in this activity has
not been calculated exactly, but it has been estimated at about 80 to 100 tons per
year.

In this study was evaluated the potential for accumulation of mercury (Hg) that can
hold the cane arrow (Gynerium sagittatum) (Aubl) Beauv in vitro as a viable
alternative to be implemented for the rehabilitation of contaminated soils, was
conducted at the Plant Biotechnology Laboratory, University of Sucre (9° 18" N, 75°
23" W). An experimental design was randomized block, an analysis of variance to
compare means, Tukey test (p<0.05) to establish significant differences between
the treatments. The mercury analyses were performed on atomic absorption
spectrophotometer Thermo Electron S4, a cell equipped with quartz windows, by
the method of atomic absorption spectrometry with cold steam. The results show
that the plant part that presents the greatest accumulation is the root with 55.98 mg
g' HgT, followed by the stems, leaves 14.84 g g’ HgT. Furthermore, the
accumulation of mercury in roots and stems increased with time. In conclusion, in
vitro this plant accumulates due to the high Hg concentrations in their tissues
without affecting the viability of plants. The use of in vitro tissue culture in
phytoremediation is a model system to establish the potential of accumulation,
allowing the understanding of metabolic pathways operating in plants and predict
the effectiveness with which they could operate certain phytoremediation plants
under in vivo conditions or under field conditions.





