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RESUMEN

El mercurio es el mds peligroso de los metales pesados, facilmente absorbido por las plantas en su
forma orgdnica. El metilmercurio altera la capacidad de germinacién del haba (Vicia faba L.), que se
emplea como alimento humano y como forraje para el ganado. En este trabajo se estudia la utilidad
de Vicia faba como bioindicador de la presencia de metilmercurio en el agua de riego, la alteracién
de la capacidad de germinacién permite una deteccion temprana de la presencia de mercurio en el
ambiente.
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ABSTRACT

Mercury is the most dangerous of the heavy metals, easily absorbed by the plants in his organic form.
Methil-mercury changes the ability of germination of the Vicia faba L., which is used as human food
and as forage for the cattle. In this work the utility of Vicia faba as bioindicator of the presence of
methil-mercury in irrigation water is studied, the changes in the ability of germination allows an early
detection of the presence of mercury in the environment.
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RESUME

Le mercure est le plus dangereux des lourds métaux, facilement absorbés par les plantes dans la forme
organique. Le methil-mercure change la capacité de germination du Vicia faba L., qui est utilisé
comme 1’alimentation humaine et comme le fourrage pour le bétail. Dans ce travail est étudiée I’ utili-
té de Vicia faba comme bioindicateur de la présence de methil-mercure dans 1’eau d’irrigation, le
changement de la capacité de germination permet une premiere détection de la présence de mercure
dans I’environnement.

Mots clé: Mercure, metil-mercure, Vicia faba, bioindicateur.
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1. INTRODUCCION

El mercurio estd considerado el veneno ambiental més peligroso de todos los
metales pesados cuya presencia en el cuerpo humano resulta toxica a partir de cier-
tos umbrales criticos que dependen, fundamentalmente, de un conocimiento de las
relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta. Asimismo, depende del conocimiento de
las variaciones en la exposicidn, absorcidn, metabolizacion y excrecion en cualquier
situacion dada. (Espafiol Cano, 2001.)

Su peligrosidad para la salud humana y ambiental se fundamenta en la multipli-
cidad de fuentes de emision (antropogénicas y naturales), toxicidad, movilidad en
el ambiente, y en la tendencia a la biomagnificacién y bioacumulacién en los eco-
sistemas terrestres y acudticos (Cobbett, 2003; Frescholtz et al, 2003).

El mercurio sufre procesos de liberacién desde sedimentos y suelos contamina-
dos a rios, lagos y otras fuentes de agua, (Kim et al, 1996), procesos que pueden
estar incrementando esta liberacién como consecuencia del calentamiento global. El
mercurio puede llegar en cantidades apreciables a las regiones agricolas con lodo,
fertilizantes, cal, y abonos, pero la fuente mas importante de contaminacién del
suelo agricola es el uso de fungicidas mercuriales orgdnicos como prevencién de
enfermedades flingicas en las semillas. En las concentraciones bajas recomendadas
para los tratamientos la presencia del mercurio favorece la capacidad de la germi-
nacion, pero basta un ligero incremento de la dosis para que produzcan lesiones a
la semilla, lesiones que aumentan en proporcion directa a los indices de aumento de
su utilizacioén.

En general, la presencia de mercurio en plantas se podia relacionar con el nivel
de contaminacién. Con niveles bajos de contaminacién por mercurio, las cantidades
en los tejidos vegetales estdn por debajo de los niveles permitidos. Las plantas,
sobre todo las acudaticas, han demostrado ser bioacumuladoras de mercurio (Who,
1996). En las plantas vasculares acudticas de agua dulce, las tasas de absorcién
dependen de la especie, los cambios estacionales de la velocidad de crecimiento y
el i6n metdlico presente en el medio. Las concentraciones tisulares de mercurio en
las plantas son siempre mayores cuando el metal se encuentra en forma orgdnica
(Patra M. y Sharma A., 2000).

En las plantas vasculares, los efectos mds notables de la contaminacién por mer-
curio son:

— Alteracién de la fotosintesis

— Inhibicién del crecimiento

— Alteracion en la captacion de K (www.Sagan-gea.org, 2004)
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La alteracion en la fotosintesis se produce como consecuencia de la sustitucion
del atomo central de la clorofila, el magnesio, por el mercurio (Patra y Sharma,
2000)

Los mecanismos mas importantes causales de la toxicidad del mercurio son:

— Cambios en la permeabilidad de la membrana celular

— Reaccién de los grupos sulfhidrilo (-SH) con cationes

— Afinidad para reaccionar con grupos fosfato y actividad de grupos de ADP o

ATP.
— Sustitucién de iones esenciales.

La exposicion de las plantas a compuestos mercuriales puede deberse a:

— Administracién directa de agentes antiftingicos.

— Tratamientos de las semillas o de las hojas mediante aspersién o atomizacién
de compuestos mercuriales.

Los efectos téxicos de los metales pesados en Vicia faba a nivel de las células
merismdticas de la raiz de las habas en la mitosis celular son bien conocidos. El
mercurio acorta el intervalo de la etapa mitética pero prolonga la etapa de interfa-
se, con lo que el tiempo entre las divisiones celulares es mds largo y como conse-
cuencia el indice mitético (IM) disminuye (Duan y Wang, 1995). El Hg2+ inhibe el
IM a cualquier concentracién, pero dependiendo de las concentraciones, también
producen aberraciones cromosOmicas y presencia de microndcleos en las células
meristematicas radiculares (Duan et al 1999).

Czuba et al, 1987, demostraron que el metilmercurio produce alteraciones
microscopicas consistentes en disrupcion de los microtibulos celulares.

2. OBJETIVOS

1. Estudiar esta leguminosa como posible bioindicadora de dafios toxicolégicos
producidos por el MeHg presente en el ambiente.

2. Determinar su potencial bioindicador.

3. Cuantificar los factores de riesgo de no-germinacién y metilmercurio en rela-
cidn a los diferentes niveles toxicos.

4. Comprobar la idoneidad de la metodologia utilizada en este estudio.

3. MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado semillas de haba obtenidas directamente en el mercado. Para la
siembra se han utilizado semilleros de 5 y 9 cm de didmetro situados en el interior de
una camara de seguridad de presion negativa dotada de tubos fluorescentes Gro-lux
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con ciclo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad. El resto del material (Matraces, pipe-
tas, pinzas, placas de Petri, etc.) son los habituales de un laboratorio de biologia.

El tratamiento estadistico de los datos se ha llevado a cabo con el programa esta-
distico SPSS, instalado sobre un ordenador PC-compatible con sistema operativo
Windows-2000.

Como paso previo se efectuaron pruebas de siembra en distintos substratos (tie-
rra, arenas de diferentes granulometrias, vermiculita y sepiolita), observando que el
medio mas adecuado para los experimentos a realizar era la sepiolita.

Germinacién: Se ha considerado germinada aquella semilla plantada que des-
arrolla un primordio germinal superior a 1 mm de longitud durante un periodo de
tiempo establecido (7 dias). Esto no significa que el resto de las semillas sean esté-
riles, sino que es posible que su retardo en la germinacién sea superior.

No-germinacion: Se ha considerado no germinada aquella semilla plantada que
no ha alcanzado un primordio germinal igual o inferior a 1 mm en el tiempo de estu-
dio.

Para el estudio de las habas, se sembraron 220 semillas distribuidas de la
siguiente forma:

A) Un grupo control, formado por 40 semillas y regado solamente con agua.

B) Nueve grupos de experimentacién, formados por 20 semillas por grupo y

regados con las distintas concentraciones del téxico.

En la siembra se utilizaron recipientes de 9 cm de didmetro. En cada uno de ellos
se ponian 10 semillas que se cubrian con sepiolita, se regaban con agua, en el caso
del grupo control y con las diferentes concentraciones téxicas en los otros grupos
para a continuacion introducirlos en la cimara de presiéon negativa. Para cada con-
centracion del téxico se utilizaron dos recipientes (20 semillas por concentracion) y
para los controles cuatro (40 semillas). El volumen de riego era idéntico para todos
los grupos, tanto experimentales como control.

Las concentraciones del toxico utilizadas fueron de 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.62,7.81,3.90 y 1.95 ppm (Fig. 1).

4. RESULTADOS

Los resultados generales obtenidos de las 220 semillas de habas plantadas y dis-
tribuidas en un grupo control (n = 40; ppm metilmercurio=0) y 9 concentraciones
progresivas de metilmercurio (rango = 1.95-500 ppm; n/(concemacién) = 20) se mues-
tran en la tabla L.

De las 220 semillas de habas plantadas, no germiné el 25.9%. EI mayor porcen-
taje de germinacion se obtuvo en la concentracién 3.90 ppm (100 %) y el menor en
la concentracién 500 ppm (0 %). Los porcentajes en las diferentes concentraciones
variaron significativamente (x> = 108.6; gl = 9; p<0.001) (Tabla II).
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Figura 1. Secuencias de diluciones de metilmercurio

Los porcentajes de germinacién del haba se ajustaron a una distribucién normal
(z =0.94; p = 0.34). El estudio de regresion del metilmercurio sobre la inhibicién
germinativa (IG), cuyo diagrama de dispersion muestra la Fig. 2, mostr6 una corre-
lacion directa y significativa, con un mejor ajuste logrado mediante la curva cua-
dratica (r2 = 0.965; gl = 7; p<0.001) (Fig. 3). De forma que:

[MeHg] = 19.718 - 0.558 (IGy, 1,),,) — 0.048 (G V.fabaz)2
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TABLA 1
Germinacion y Longitud del tallo (mm) de Vicia faba
Concentraciones de MeHg (ppm)
N° de semilla Control 1,95 3,9 7,81 15,62 31,25 62,5 125 | 250 | 500
1 253 250 210 232 205 215 182 122 41 0
2 230 200 195 207 192 209 180 87 36 0
3 219 193 190 182 152 197 177 85 34 0
4 210 170 187 173 146 190 138 74 32 0
5 209 168 177 155 114 126 130 66 21 0
6 202 162 168 134 111 117 126 65 0 0
7 197 159 163 122 107 72 114 60 0 0
8 192 141 132 114 82 72 102 54 0 0
9 186 131 132 96 63 70 92 48 0 0
10 185 92 110 92 53 61 73 30 0 0
11 183 75 98 80 42 50 68 25 0 0
12 182 62 97 68 40 42 65 20 0 0
13 175 59 93 56 39 41 59 18 0 0
14 170 55 82 55 37 36 36 16 0 0
15 167 53 71 36 22 24 35 0 0 0
16 152 51 53 21 20 23 31 0 0 0
17 151 41 35 0 0 16 30 0 0 0
18 146 35 32 0 0 0 0 0 0 0
19 145 27 30 0 0 0 0 0 0 0
20 142 0 30 0 0 0 0 0 0 0
21 142 - - - - - - - - -
22 141 - - - - - - - - -
23 134 - - - - - - - - -
24 122 - - - - - - - - -
25 121 - - - - - - - - -
26 117 - - - - - - - - -
27 106 - - - - - - - - -
28 96 - - - - - - - - -
29 96 - - - - - - - - -
30 96 - - - - - - - - -
31 81 - - - - - - - - -
32 75 - - - - - - - - -
33 72 - - - - - - - - -
34 60 - - - - - - - - -
35 56 - - - - - - - - -
36 51 - - - - - - - - -
37 47 - - - - - - - - -
38 38 - - - - - - - - -
39 32 - - - - - - - - -
40 0 - - - - - - - - -
Total semillas 40 20 20 20 20 20 20 20 20 20
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TABLA 11
Porcentajes de germinacion de Vicia faba
Germinacion Total
Si No
N 39 1 40
[MeHg] Control %) 97.5% 259
N 19 1 20
[1.9] %) 95.0% 5.0%
N 20 - 20
3.9 %) 100.0% ]
N 16 4 20
78] ) 80.00% 20.0%
N 16 4 20
[15.6] (%) 80.0% 20.0%
N 17 3 20
[31.25] (%) 85.0% 15.0%
N 17 3 20
[62.5] %) 85.0% 15.0%
N 14 6 20
[125] %) 70.0% 30.0%
N 5 15 20
[250] (%) 25.0% 75.0%
N - 20 20
[500] %) ] 100.0%
Total N 163 57 220
(%) 74.1% 25.9% 100.0%
@@ _Bioindicador: Vicia faba
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Figura 2. Diagrama de dispersién de [MeHg] y no germinacién
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Figura 3. Ajuste de la curva de regresion de [MeHg] sobre la no-germinacién

La tabla III muestra el modelo regresivo y el andlisis de riesgos. Contrastados
con el control se comportaron como factores significativos de riesgo las concentra-
ciones 7.8 ppm (OR =9.75; IC 95% = 1.01-94.1), 15,6 ppm (OR =9.75; IC 95% =
1.01-94.1) y a partir de la 125 ppm, los riesgos de no-germinacion crecieron signi-
ficativa y exponencialmente. La concentracion 3.90 ppm se comporté como factor
de proteccién con OR indeterminado al germinar la totalidad de las semillas. La
concentracion 500 ppm fue por el contrario letal, asimismo con OR indeterminado.

Sobre las predicciones individuales del modelo regresivo se calculd, tras obtener
una tasa de no-germinacién del 25.9, el punto de corte 6ptimo (0.30) cuya matriz de
clasificacion acreditd: sensibilidad = 0.614; especifidad = 0.969; valor predictivo
positivo = 0.875; valor predictivo negativo = 0.078; clasificacion correcta: 0.877. La
curva ROC obtenida mostré un drea bajo ella de 0.89 + 0.02. (Fig. 4).

En cuanto al crecimiento longitudinal del tallo, la mayor altura media fue alcan-
zada por el control (137.9 + 58.4 mm). La concentraciéon 500 ppm fue letal. No se
pudo demostrar que la altura del haba fuese significativamente influida por la inter-
accién de las diferentes concentraciones utilizadas y la germinaciéon (F=1.09;
p=0.36). Por el contrario, cuando se analizaron las diferencias de altura (tabla IV),
sin considerar el efecto del factor germinacion (fig. 5), se demostré una muy eleva-
da significacion (F=4.18; p<0.001). La tabla V muestra las diferencias intergrupos.
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TABLA 111
Modelo regresivo de no-germinacion de Vicia faba
(-2LL = 138.0; bondad de ajuste = 180.0; %> del modelo = 113.9; gl = 8; p <0.001)
Variable
B ES OR IC 95%
Concentracion
Control - - 1 _
1.95 0.719 1.44 2.05 0.12-34.6
3.90 -6.539 36.7 ind ind
7.81 2.272 1.15 9.75 1.01 —94.1
15.6 2.277 1.15 9.75 1.01 —94.1
31.25 1.929 1.19 6.88 0.66 —71.0
62.5 1.929 1.19 6.88 0.66 —71.0
125 2.816 1.12 16.71 1.84-151.3
250 4.762 1.13 117.0 12.6 — 1085.9
500 13.866 36.74 ind ind
Bo -3.663 1.01 - -
@ _Bioindicador: Vicia faba
100
80
9
o
3
3
2 404
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]
20
w =0.89 £ .02
0 T | | T
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1-Especificidad (%)
Figura 4. Curva ROC
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TABLA 1V
Alturas medias (mm) de Vicia faba y [MeHg]|
ALTURA N Media + DS
Control 39 137.92 58.49
1.9 19 111.79 67.28
39 20 114.25 61.34
7.8 16 113.94 62.44
15.6 16 89.06 59.89
31.25 17 91.82 70.10
62.5 17 96.35 52.89
125 14 55.00 31.27
250 5 32.80 7.40
Total 163 105.33 63.20
@ _Bioindicador: Vicia faba
180
T 1cos%
160 - ¥  Media
140 | T T [
120 —X B T
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5 80+ 1 —
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60— 1
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Figura 5. Altura media de las plantas en relacién al factor [MeHg]
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Tabla V

Comparaciones multiples de la altura de plantas germinadas de Vicia faba
(Estadistico de Tahmane)

Concentracion A Concentracion B Dif* (A-B) +DS p
Control 1.95 26.13 16.43 0.999
3.90 23.67 16.15 0.998
7.81 23.99 17.4 1.0
15.6 48.46 17.4 0.30
31.25 46.10 17.0 0.60
62.5 41.57 17.0 0.38
125 82.92 18.3 <0.001
250 105.12 279 <0.001
1.95 3.90 -2.46 18.8 1.00
3.90 7.81 0.31 19.7 1.00
7.81 15.6 24.88 20.7 1.00
15.6 31.25 -2.76 20.4 1.00
31.25 62.5 -4.53 20.1 1.00
62.5 125 413 21.2 0.350
125 250 222 30.6 0.59
250 500 32.8 - -

Las alturas medias de las habas germinadas (A) se ajustaron a la normalidad
(z=0.59; p=0.86) y guardaron, en la regresion lineal de [MeHg] sobre ellas, una
correlacion inversa y significativa, con un mejor ajuste exponencial, (r_=0.917;
gl=8; p<0.001) (fig. 6). De forma que:

[MeHg] = 19.718 - 0.558 (IGy, 1,,,,) — 0.048 (IG y, ;)

5. DISCUSION

Queda claramente demostrada la toxicidad del metilmercurio en cuanto a las con-
diciones normales de germinacién de Vicia faba. Todas las concentraciones toxicas se
comportaron como factores irregulares de riesgo (OR>1), excepto la concentracién
3.90 ppm (OR indeterminado), que desde la concentracién 125 ppm tienden a incre-
mentarse significativamente de forma exponencial, siendo letal la concentracién 500
ppm. Estos riesgos de inhibicién germinativa son estadisticamente predecibles con
una fiabilidad del 88%. Al influirse significativamente su desarrollo por la concentra-
cion de metilmercurio (p<0.001) la planta tiene posibilidades de utilizaciéon como
bioindicador de contaminacién mercurial ambiental. En el aspecto cuantitativo las
diferencias con el control comienzan en la concentracién 125 ppm (p<0.001).
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Figura 6. Ajuste de la curva de regresion de [MeHg] sobre la altura media de las plantas

Por otra parte, la correlacién significativa entre las diferentes concentraciones de
metilmercurio con la tasa de no-germinacion de forma directa y cuadratica
(r2=0.95) y con el desarrollo en altura de la planta de forma inversa y exponencial
(r2=0.91) pone de manifiesto capacidad biomedidora semi-cuantitativa de la con-
centracion a la que se encuentra expuesta.

6. CONCLUSIONES

1. Las semillas de las habas se pueden utilizar como bioindicadoras de la conta-
minacion por metilmercurio a través de la inhibicién de la germinacion.

2. La planta tiene capacidad bioindicadora por influirse significativamente su
capacidad germinativa en presencia de metilmercurio.

3. Las habas poseen capacidad biomedidora semi-cuantitativa de la concentra-
cién de metilmercurio, que permite calcular los factores de riesgo de no-ger-
minacion.

4. Las conclusiones obtenidas nos permiten validar la idoneidad de la metodolo-
gia utilizada para este estudio.
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