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RESUMEN: 13 especies vegetales de interés economico y/o agricola se han utilizado en la
seleccion inicial de plantas candidatas a ser empleadas en ensayos de fitocorreccion. Se ha llevado a cabo
un experimento, en condiciones controladas, de crecimiento en disolucion nutriente contaminada con una
mezcla heterogénea de los isomeros principales de hexaclorociclohexano (o—, B—, y—y 6—HCH). Se han
detectado diferencias entre el tratamientos (CONTROL vs. HCH): modificaciones de la arquitectura de la
planta, alteraciones de la fisiologia (transpiracion), reduccion de la productividad (biomasa seca). Todas las
plantas sufrieron estrés, si bien existen respuestas distintas seglin la especie vegetal considerada. Triticum
aestivum L., Hordeum vulgare L., Avena sativa L., Brassica sp., y Phaseolus vulgaris L son capaces de
mitigar los efectos negativos del HCH, adquiriendo cierta resistencia. Estas especies tolerantes, serian a
priori las idoneas para continuar con ensayos de toxicidad de HCH.

Palabras clave: lindano, toxicidad en planta, fitocorreccion.

ABSTRACT: 13 plant species of economic and/or agricultural interest has been used in an initial
step of selection of best candidates of using in further phytoremediation studies. This article describes
a greenhouse experience of plants growing in hydroponic systems contaminated with an heterogeneous
mixture of main isomers of hexachlorocyclohexane (a—, 3—, y—y d—HCH). It was found difference between
treatments (CONTROL vs. HCH): modifications of plant architecture, altered physiology (respiration), fall
of productivity (dry biomass). All plants were stressed, but the response is dependent upon plant species
considered. Triticum aestivum L., Hordeum vulgare L., Avena sativa L., Brassica sp., and Phaseolus
vulgaris L were able of alleviate negative effects of HCH, achieving resistance. These tolerant plants
would be, a priori, ideal to following studies of HCH toxicity.

Key words: lindane, plant toxicity, phytoremediation.

INTRODUCCION comercial almacenado, etc. Esta acumulacion
- B ) o constituye un problema ambiental a causa de
La produccion de pesticidas e insecticidas la distribucion entre ecosistemas a través del

ha - revolucionado lag .técnicas agricolas, agua y el aire, interaccionando asimismo con
aumentando la productividad, desde ladécada 155 syelos (Rosen y Kraybill, 1966). Dada la
de 1930. Los pesticidas organoclorados, i

biocidas muy selectivos, han sido muy
utilizados (Turnbull, 1996). Estos compuestos
son introducidos en los ecosistemas de modos

gran persistencia en el ambiente y la posible
toxicidad en plantas, animales y ser humano
de muchas de estas sustancias, su produccion
X e X X y uso se han regulado desde la década de
diversos: aplicacion directa (agricultura), 1970 (Breivik et al, 1999). Actualmente,
control de pestes en bosques o seres humanos, 1,4 pesticidas mas peligrosos se consideran

depdsito  de  residuos de  produccion,  Compuestos Orgénicos Persistentes (COPS),
manejo inadecuado del stock de producto  metidos a una legislacién restrictiva
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(Reglamento CE, 850/2004).

Del hexaclorociclohexano (HCH,
1-,2-,3-,4-,5-,6-hexaclorociclohexano);
existen 8 isomeros. Es un pesticida
organoclorado considerado como COP,
utilizado en todo el mundo durante gran
parte del siglo XX (Vijgen, 2006). El HCH
es un compuesto toxico para animales y el ser
humano (Willet et al., 1998). Este pesticida se
comercializé inicialmente como una mezcla
de los principales isomeros del HCH (o,
B—, y— y 8—HCH en proporciones variables:
HCH técnico (Vijgen, 2006). El isomero
v-HCH es el responsable de las propiedades
insecticidas; al enriquecer el HCH técnico en
v—HCH, se obtiene el lindano (aprox. 99%
y—-HCH) (WHO, 1991, 1992). El lindano
se ha utilizado durante los ultimos 50 afios
para el control de pestes, tratamiento de la
madera ¢ incluso aplicaciones médicas, lo
que ha causado una entrada reiterada de estos
compuestos en el ambiente, contaminando
aguas, sueclos, vegetacion y animales,
amenazando la cadena alimenticia humana
(Orchard et al., 2000).

El HCH se acumula en los suelos
y sedimentos de modo preferente,
adsorbiéndose; su comportamiento esta
influenciado por diversos factores (pH,
temperatura, potencial redox), que afectan
a los microorganismos capaces de degradar
estos compuestos (Siddique et al, 2002;
Courdouan et al, 2004). Por otro lado, el
HCH interactta con la vegetacion, capaz de
acumularlo a través del sistema radicular y
las hojas por mecanismos diferentes (Calvelo
Pereira et al., 2006,2008). La interaccion con
las raices tiene lugar a través de la solucion
del suelo, que actiia de medio de transporte
para ¢l contaminante (ruta sueclo—planta).
No obstante, la presencia del HCH en medio

1 Reglamento 850/2004, del Parlamento Europeo
y del Consejo, de 29 de abril de 2004, sobre
contaminantes organicos persistentes y por el
que se modifica la Directiva 79/117/CE.

acuoso puede causar problemas de toxicidad
sobre la biota del suelo: los lixiviados de los
residuos de la fabricacion de estos compuestos
han sido caracterizados como inhibidores del
crecimiento bacteriano (USC, 2003).

El HCH puede causar toxicidad en
diferentes especies vegetales, alterando la tasa
de germinacion, la fisiologia de la plantula,
provocando dafios a nivel molecular (ADN)
(Hopkins, 1952; Selim et al., 1970; Bidlan
et al., 2004). No se conocen estudios que se
centren en la toxicidad del HCH sobre plantas
de importancia econdmica, si bien existen
estudios en cultivo hidropoénico (disolucion
nutriente) disefiados para la evaluacion de
la bioacumulacion y retencion del HCH en
especies vegetales (Li ef al., 2002; Marcacci,
2004). La fitotoxicidad puede afectar a la
produccion vegetal y a la calidad del cultivo,
al alterar parametros como la transpiracion
y la produccion-reparto de biomasa seca
(Trapp et al, 2000; Fitter y Hay, 2002;).
Una aproximacion para conocer la toxicidad
del HCH es caracterizar el grado de estrés
que produce en las plantas, dependiente de
la especie vegetal, el estado de crecimiento,
la cantidad de biomasa o la densidad de
individuos (Lichtenthaler, 1998; Lambers et
al., 1998). En esto también influye el potencial
de absorcion del contaminante, la reactividad
bioquimica y la dosis (Campanella y Perrin,
1997; Medina et al., 2003).

En la actualidad el desarrollo de técnicas
de fitocorreccion para proceder a la retirada
efectiva de HCH de los suelos contaminados
ha cobrado gran relevancia (Mackova et
al., 2006). La presencia de las plantas y
su aprovechamiento como sumidero de
contaminacion 'y ademds estimuladora
de actividad de la rizosfera, es un factor
importante para la fitocorreccion del HCH
(Kidd et al., 2008). Los posibles candidatos
para ser empleados en fitocorreccion deben
ser primero escogidos en base a su resistencia
a la presencia de HCH en las mas diversas



TOXICIDAD DE LINDANO EN PLANTA 99

condiciones ambientales (Marcacci et al.,
20006). Los estudios en cultivos hidroponicos
facilitan el uso de ambientes simplificados
para proyectar la toxicidad de diferentes
compuestos, proporcionando alta sensibilidad
(Gong et al., 20006; Li et al., 2002).

El objetivo de este estudio es evaluar
los posibles efectos toxicos del HCH en 13
especies vegetales de interés agrondomico.
Se ha elaborado wun experimento en
disolucion nutriente que simula la interaccion
HCH:planta en el entorno de las raices; se
considera el impacto del contaminante en la
fisiologia y el crecimiento. Este es el paso
inicial del proceso de evaluacion de especies
vegetales para utilizar las madas tolerantes
para la fitocorreccion de suelos en el
Poligono Industrial de Torneiros, (O Porriflo,
Pontevedra), lugar donde se localizaba una
antigua fabrica de producciéon de lindano
(USC, 2003; Calvelo Pereira, 2008).

MATERIALES Y METODOS

Especies vegetales

Se han escogido 13 especies de
plantas  superiores de  caracteristicas
contrastadas (Tabla 1). Por un lado, cuatro
monocotiledéneas de la familia Poaceae
(grupo importante desde el punto de vista
econdémico; Fletcher et al, 1988): trigo
comun (7riticum aestivum L.), avena comun
(Avena sativa L.), cebada (Hordeum vulgare
L.) y centeno (Secale cereale L.). Por otro
lado, nueve dicotiledoneas, dada la mayor
presencia de este grupo en condiciones
naturales: de la familia Leguminosae
(Fabaceae) se seleccionaron la judia comun
(Phaseolus vulgaris L.) y el guisante (Pisum
sativum L.); se ha incluido una variedad de
zanahoria (Daucus carota L.) y dos de lechuga
(Lactuca sativa L.), asi como cebolla (A/lium
cepa L). Finalmente, se han considerado tres
dicotiledoneas adicionales: dos variedades
locales de nabicol, Brassica sp., por su

abundancia en la zona y una solandcea,
Solanum nigrum L., dada su adaptacion local
a condiciones de contaminacion por HCH
(Calvelo Pereira et al., 2006). Las semillas de
estas plantas son de origen comercial excepto
las de Solanum nigrum L., recogidas en el
area contaminada de Torneiros. El vertido
incontrolado de residuos de la fabricacion
y formulacion de lindano (aprox., 1948-
1964; mezcla heterogénea de los isomeros
principales de HCH (a—, B—, y— y 0—HCH)
en concentraciones elevadas, ha causado gran
contaminaciéon en los suelos y aguas de la
zona (USC, 2003; Calvelo Pereira, 2008).

Germinacion y desarrollo inicial

Todas las semillas recibieron un
tratamiento de limpieza y estimulacion de la
germinacion con base fuerte y etanol (dilucion
1:10 con agua ultrapura). Posteriormente se
lavaron con abundante agua ultrapura para
eliminar los restos de base y alcohol. Las
semillas se pusieron a germinar en placas Petri
de vidrio sobre papel de filtro humedecido
con agua destilada (5 — 10 semillas/placa; 10
— 15 placas/especie). Durante 1-2 semanas se
renovo periddicamente el agua, en condiciones
estables de temperatura. El periodo maximo
de germinacion aceptable se establecio en
14 dias, variable en funcion de la especie
(Tabla 1). Algunas plantas de crecimiento
muy rapido (7riticum, Secale o Lactuca sp.)
pudieron ser utilizadas inmediatamente,
gracias a un desarrollo vigoroso de las
plantulas. En el caso de Avena sativa L., el
traslado al cultivo hidropoénico tuvo que
retrasarse unos dias debido a un desarrollo
inicial escaso. Allium y Lactuca sp (variedad
1), por su parte, presentaron una germinacion
muy baja (<50%; Tabla 1) que las excluyo de
fases posteriores del experimento.

En el estado inicial del desarrollo
(plantula), los individuos se trasladaron a
laminas de poliestireno perforadas para su
acomodo en macetas (vasos de vidrio; 500
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TABLA 1. Condiciones iniciales de germinacion en placa y desarrollo posterior del ensayo en
disolucion nutriente contaminada para todas las especies utilizadas.

Especie Cédigo Germinacion DIS®  Supervivencia final
(%)
media  d.s.” (dizs) CONTROL' HCH’
Triticum aestivum L. TRI 92 4 41 100 87
Avena sativa L. AVE 68 10 35 82 65
Hordeum vulgare L. HOR 76 18 28 100 88
Secale cereale L. SEC 79 9 30 89 90
Brassica sp. BRAI1 88 10 37 86 92
Brassica sp. BRA2 82 14 42 67 82
Phaseolus vulgaris L. PHA 87 13 31 55 78
Lactuca sativa L. LAB1 90 7 28 66 68
Daucus carota L. DAU 77 14 42 29 14
Pisum sativum L.° PIS 58 27 <21 - -
Solanum nigrum L.° SOL 71 11 <21 - -
Allium cepa L.° ALL <50 - - - -
Lactuca sativa L.’ LAB2 <25 - - - -

" maxima germinacion en placa; n=10; t=14 dias; * d.s.: desviacion estandar. ° DIS: tiempo total de permanencia
en disolucion nutriente; * n variable entre 3 y 6; ° n variable entre 2 y 6; © especies finalmente no utilizadas en el

ensayo de crecimiento en contaminacion.

a) aclimatacion

b) experimento

e

FOTO 1. Aspecto general de las macetas de vidrio del tratamiento CONTROL vy el tratamiento
HCH en la camara de cultivo. La flecha indica la colocacion de las bombas que mantenian el

flujo de oxigeno en las macetas.

ml.) rellenos con disolucion nutriente (Foto
1). Las plantulas de tamafio y desarrollo
similares fueron separadas, colocadas en
grupos al azar y asignadas, nuevamente
al azar, a cada maceta; un minimo de tres
grupos de plantas se reservaron para la toma
de medidas del momento inicial. Todos los
grupos considerados estaban compuestos por

el mismo numero de plantas. El poliestireno
evitaba el contacto en la disolucion nutriente
y la parte aérea de las plantas. Cada vaso de
vidrio individual fue recubierto por papel de
aluminio para evitar el paso de la luz y la
contaminacion por presencia de algas. Las
disoluciones se agitaron de modo continuo
para facilitar la aireacion, mediante el uso de
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bombas. Todas las plantas se dejaron crecer
en estas condiciones durante un periodo
minimo de 14 dias.

La disolucion nutriente se obtuvo a
partir de disoluciones de reserva de macro
y  micronutrientes, cuya composicion
esencial fue (uM): 2000 CaCl,.2H,0, 1000
MgSO,.7H,0, 250 NH,NO,, 50 KH,PO,,
200 NaOH, 150 KCl, 25 ZnSO,.7H,0, 20
MnSO,.H,0, 15 CuSO,.5H,0, 15 FeEDTA,
10 H,BO,, 0.0143 (NH,)6Mo.0,,.4H,0.
Inicialmente se prepararon disoluciones
madre de mayor concentracion (100 veces en
el caso de los macronutrientes; 1000 veces en
el caso de los micronutrientes), que luego se
diluyeron para alcanzar los valores indicados
(Kidd et al., 2004).

Ensayo de crecimiento en condiciones de
contaminacion

Después de un periodo que oscilaba
entre 14 y 29 dias creciendo en disolucion
nutriente, las plantulas de tamafio y aspecto
similares se colocaron en nuevas macetas de
vidrio (2 - 6 individuos/maceta; distribucion
al azar): la mitad de las macetas con
disolucion nutriente normal (tratamiento
CONTROL) y la mitad con disolucién
nutriente contaminada (tratamiento HCH).
Para evaluar la transpiracion en ausencia de
plantas, se prepar6 un tratamiento BLANCO,
con vasos de vidrio con disolucion nutriente
(sin HCH y con HCH; control sin planta).

En el tratamiento HCH, la disolucion
nutriente se contaminé con una mezcla
heterogénea de residuos de HCH (a, 77%, B,
16%, v, 5%, y J, 2%), recogido en O Porrifio
(Calvelo Pereira, 2008). Se ha considerado
la solubilidad acuosa de cada isomero (mg
L": a, 1.6; B, 0.32; v, 6.20; 8, 9 (Manz et
al., 2001). Las mezclas contaminadas se
agitaron durante dos dias en periodos de ocho
horas con intervalos de reposo de similar
duracion, para favorecer la disolucion total
del residuo en polvo. La disolucién saturada

se hizo pasar a través de un filtro de fibra de
vidrio para retirar restos sélidos. En funcién
de la distribucion de cada isomero en el
residuo original y la solubilidad acuosa, la
concentracion final de cada isomero en la
disolucion contaminada fue (mg L): a, 1.6;
B,0.32, v, 1.8; 8, 0.7 (Calvelo Pereira, 2008).
Todo el material de vidrio utilizado se lavo
previamente con metanol para minimizar
la pérdida del contaminante por adsorcion
(Concha Grana, 2004).

En todos los tratamientos, las disoluciones
se agitaron de modo continuo para facilitar la
aireacion y evitar toxicidad por ausencia de
oxigeno (flujo proporcionado por bombas;
Foto 1), en un nivel bajo para reducir la
posible pérdida de HCH por evaporacién. La
disoluciéon se cambiaba de modo regular en
ambos tratamientos durante todo el periodo
de estudio, evitando las oscilaciones en la
concentracion del HCH. La parte aérea y la
raiz se encontraban separadas por una lamina
de poliestireno. Las macetas se colocaron en
una cdmara de crecimiento (temperatura: 17-
24 °C; fotoperiodo: 16 horas de iluminacion,
8 horas de oscuridad). Se utilizaron 6 réplicas
para cada especie y tratamiento, distribuidos
al azar (Foto 1). El ensayo duré 14 dias;
Pisum'y Solanum, presentaron una adaptacion
negativa a la disolucién nutriente (datos no
mostrados), descartandose para la discusion
de los resultados.

El pH de la disolucién se monitorizé al
inicio y al final del experimento. El valor
medio de pH fue ligeramente distinto
entre tratamientos al principio del ensayo
(CONTROL, pH 6.3+0.1; HCH, pH 7.1+0.1).
Al finalizar el periodo de contaminacion,
los valores de pH descendieron ligeramente
en ambos tratamientos (CONTROL, pH
final 5.9+0.2; HCH, pH final 6.8+0.1).
Las especies vegetales respondieron de
modo muy diferente a las condiciones de
crecimiento. Esto podria estar relacionado
con las condiciones de pH de la disolucion
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nutriente (6.3) que podria actuar como
factor limitante al crecimiento de algunas
especies. En la preparacion de la disolucion,
se optd por mantener constante el pH y no
modificarlo, ya que un valor alto favorece
mucho la destrucciéon del HCH a causa de
hidrolisis, reduciendo considerablemente
la vida media de los diferentes isomeros de
HCH en disolucién acuosa por encima de pH
9 (Siddique et al., 2002; Ngabe et al., 1993;
Mackenzie et al., 2005)

Toma de muestras; medidas

Durante todo el periodo de crecimiento en
maceta se tomaron medidas de transpiracion,
por diferencia de peso cada 4-7 dias (T,
g de disolucion perdida hora™ planta’'; se
ha calculado con respecto al tratamiento
BLANCO:; Vose et al., 2003).

Para una correcta evaluacion del efecto
toxico del HCH es necesario normalizar
los datos de transpiracion: con respecto a la
transpiracion inicial dentro cada tratamiento,
por un lado, y un tratamiento con respecto
al otro, por otro lado. Para cllo se utiliza
la Transpiraciéon Relativa Normalizada
(Ucisik et al., 2007), calculada como:

l/n(T, (HCH,t) T,(HCHt) T, (HCH.t\)]

T,(HCH,t,) T,(HCH,t,) T, (HCH,t,)

l’m[ T,(CONTROL,1;) | T,(CONTROL,t,) — T,(CONTROLt, )]
T,(CONTROL,t,) T,(CONTROL,t,) T, (CONTROL, t,)

TRN =

siendo: T la transpiracion (g hora! planta™),
HCH tratamiento contaminado, CONTROL
tratamiento sin contaminacion, t; el inicio
del experimento, t_el tiempo en el momento
X, n y m el numero de réplicas para
plantas contaminadas y no contaminadas
respectivamente. La TRN de los controles es
siempre 1; valores inferiores a 1 se consideran
como una indicacion de la inhibicion de la
transpiracion.

La Eficiencia de la Producciéon en el
Uso del Agua (cociente entre la materia seca
y el agua transpirada durante el periodo de

crecimiento; mg g™') se utiliza como indice de
estrés quimico y medida de efectos subletales
en plantas (Trapp et al., 2000).

Una vez finalizado el ensayo (14 dias;
tratamiento CONTROL y tratamiento HCH;
Tabla 1), las plantas fueron cosechadas. Se
llevé a cabo una inspeccion visual cualitativa
para evaluar el crecimiento Optimo de las
plantas (aspecto de tallo, hojas y raices,
presencia o ausencia de tejidos decolorados
o necrdticos, etc.). Se midi6 la longitud del
tallo mas largo y de la raiz mas larga y se
tomaron medidas adicionales (nimero de
hojas, longitud de ramas). El material vegetal
se separd (raices, tallos y hojas), lavo con
agua destilada y se determiné el peso fresco
y el peso seco (al aire). Estas medidas se
habian tomado previamente, en el momento
del traslado inicial a las macetas (paso a la
disolucion nutriente, sin contaminante). Tres
réplicas adicionales se utilizaron para tomar
medidas de de peso fresco y peso seco (al
aire) y ver la variacion de biomasa durante el
periodo de cultivo en solucion nutritiva.

Estadistica

Se ha realizado un contraste de medias,
test t de Student, entre el tratamiento
CONTROL y HCH. Se han calculado también
la correlacion y en su caso el analisis de
regresion lineal entre las diferentes variables.

RESULTADOS

Aspectos cualitativos de la toxicidad del
HCH

El desarrollo en disolucién hidropoénica
fue relativamente 6ptimo en el tratamiento
CONTROL; la aclimatacion a la disolucion
nutriente se modificéd con el tiempo en ambos
tratamientos (Tabla 1). En el caso de Lactuca
sp. ¥ Daucus caota L., el nimero de plantas
que finalmente pudieron ser utilizadas en el
ensayo de contaminacion fue bajo, mostrando
un impacto negativo en el crecimiento en la
disolucion nutriente (Tabla 1).
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a) CONTROL

Brassica

FOTO 2. Aspecto general de dos especies al finalizar el tratamiento sin contaminar (CONTROL) y
el tratamiento contaminado (HCH). SEC es Secale cereale L.; BRA2 es Brassica sp.

En general, el aspecto de las plantas
sometidas al tratamiento CONTROL es mas
vigoroso que el de las plantas con tratamiento
HCH (Foto 2). En las macetas contaminadas
con HCH el numero de hojas y/o ramas tiende
a reducirse (datos no mostrados). Por otra
parte, la proporciéon de hojas que mostraban
signos de necrosis aumentaba. Lasraices de las
plantas sumergidas durante un periodo de 14
dias en disolucion contaminada con HCH son
generalmente mas cortas y gruesas, aunque
no necesariamente en un nimero menor
(Foto 3; indicado por una flecha). Todos estos
efectos, por regla general, son mas evidentes
en las plantas monocotiledoneas estudiadas
(Triticum, Avena, Hordeum y Secale).

Transpiracion y transpiracion relativa

En este experimento, se asume que justo
en el momento de proceder al cambio de
disolucién nutriente limpia por disolucion
contaminada con HCH, las plantas
estan perfectamente adaptadas al cultivo
hidropénico. En términos generales, los
valores de transpiracion son diferentes
para cada una de las plantas utilizadas,
pero en el rango 1 - 3 g h! planta (Figura
1). Hay un aumento de la transpiracion
con el tiempo, variable entre tratamientos.
Lactuca y Daucus muestran una elevada
transpiracion en el tratamiento CONTROL
(> 3 g h'! planta!; Figura 1). En el resto de
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FOTO 3. Detalle de raiz no contaminada y raiz contaminada de la misma especie (Avena sativa

b)
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L.). La flecha sefiala una zona de de raices de morfologia alterada.

a)
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FIGURA 1. Transpiracion absoluta (T, g hora! planta!) de las especies vegetales (HCH: tratamiento HCH;
CTROL: tratamiento CONTROL). a): Triticum aestivum L. (TRI) y Secale cereale L. (SEC); b): Hordeum
vulgare L. (HOR) y Daucus carota L. (DAU); ¢) variedad 2 de Brassica sp. (BRA2) y Avena sativa L.
(AVE). Se representa el valor medio+error estandar. El inicio del experimento se indica por una barra vertical
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discontinua. La escala de tiempo se ha recalculado a partir del fin del experimento.
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FIGURA 2. Transpiracion Relativa Normalizada (TRN, adimensional, planta') de las especies
vegetales. Se representan los valores medios a lo largo del periodo del experimento (14 dias). a):
Triticum aestivum L. (TRI), variedad 1 de Brassica sp. (BRA1) y Phaseoulus vulgaris L (PHA);
b): Avena sativa L. (AVE), Hordeum vulgare L. (HOR), Secale cereale L. (SEC); variedad 2 de
Brassica sp. (BRA2), Lactuca sativa L. (LAB) y Daucus carota L. (DAU).

especies, el tratamiento CONTROL no eleva
la transpiracion y en ocasiones se constata
un valor muy bajo (Phaseolus: <1.5 g h’!
planta’'; el resto de especies presentan valores
intermedios; Figura 1).

Al comparar entre si los tratamientos
(HCH vs. CONTROL) Triticum, Secale,
Lactuca, Brassica sp (variedad 1) y Phaseolus
no muestran gran diferencia en el valor medio
de la transpiracion (Figura 1a). Por otro lado,
en Hordeum y Daucus, el tratamiento HCH
provoca un aumento de la transpiracion
media (no significativo a P<0.05; Figura 1b).
Por su parte, en el caso de la variedad 2 de
Brassica sp., las macetas CONTROL son
las que muestran una transpiracion mayor
que las macetas HCH (aprox. 3 g h'! planta’!
frente a 1.5 g h'! planta). Avena presenta un
comportamiento particular: la transpiracion
en el tratamiento HCH sufre un aumento
inicial, para luego descender (Figura Ic).

La Transpiracion Relativa Normalizada,
TRN, al finalizar el ensayo, es muy
variable, (entre 0.2 y 1.6; Figura 2). Por un
lado, Triticum, la variedad 1 de Brassica
y Phaseolus presentan valores de TRN>1
al final del ensayo y tendencia al ascenso
(Figura 2a). El resto de especies vegetales
muestran un valor de TRN<I, si bien con
evolucion contrapuesta (Figura 2b). Avena,

Secale, la variedad 2 de Brassica y Lactuca,
a pesar del aumento inicial de TRN, con el
paso del tiempo, muestran un descenso de la
transpiracion relativa; en el caso de Hordeum
y Daucus, el valor de TRN tiende a acender
con claridad (Figura 2b).
Elongacién

Se ha constatado un descenso relativo
de la longitud de la raiz mas larga en el
tratamiento HCH, llegando incluso hasta un
40% con respecto al tratamiento CONTROL.
Las especies vegetales utilizadas presentan
una disminucion en el tamafio del tallo mas
largo, si bien no parece una tendencia tan clara
(maximo descenso: hasta un 20%, tratamiento
HCH, Hordeum; Figura 3). Se diferencian dos
grupos de plantas en funcion de la respuesta
de la elongacion de los tejidos vegetales. Por
un lado, Triticum, Avena, Hordeum y Secale
presentan un comportamiento uniforme,
caracterizado por el descenso moderado de la
longitud del tallo y el descenso mas acusado
de la longitud de las raices (significativo;
P<0.05; Figura 3). Por su parte, Brassica
sp., Phaseolus, Lactuca y Daucus si bien
muestran un descenso de la longitud relativa,
la diferencia entre tratamientos no es, en
general, significativa (P<0.05) (Figura 3).
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FIGURA 3. Variacion de la longitud de tallo y raiz con respecto al tratamiento CONTROL
(longitud tallo o raiz HCH / longitud tallo o raiz CONTROL; adimensional) en las especies
vegetales. Las barras se corresponden con la desviacion estandar. * diferencia significativa a
P<0,05; ** diferencia significativa a P<0,001. TRI, Triticum aestivum L.; AVE, Avena sativa
L.; HOR, Hordeum vulgare L.; SEC, Secale cereale L.; BRA1, BRA2, Brassica sp.; PHA,
Phaseoulus vulgaris L.; LAB, Lactuca sativa L.; DAU, Daucus carota L.

Biomasa: produccion y reparto

En general, las macetas del tratamiento
HCH presentna valores medios de biomasa
total mas bajos. No obstante, dada Ia
gran variabilidad, las diferencias no son
estadisticamente significativas, salvo en el
caso de Secale (CONTROL, valor medio:
24 mg planta’’; HCH, valor medio: 17 mg
planta'; P<0.05; Tabla 2). En el caso de
Lactuca la presencia de HCH ocasiona un
aumento de la biomasa total; en Phaseolus
se detectd un descenso de produccion enel
tratamiento HCH (descenso del crecimiento
— crecimiento negativo) (Tabla 2).

La acumulacion de biomasa seca en
las raices de Brassica, Lactuca, y Daucus
es mayor en el tratamiento HCH (p. ej.,
Lactuca: CONTROL, valor medio: 0.5 mg

planta'; HCH, valor medio: 0.8 mg planta’;
diferencia no significativa a P<0.05; Tabla
2). Por su parte, las plantas del tratamiento
HCH acumulan menos biomasa seca en la
parte aérea. En el caso de Secale, el descenso
de biomasa seca es significativo: tratamiento
CONTROL, valor medio: 20 mg planta’,
tratamiento HCH, valor medio: 16 mg planta’!
(P<0.05; Tabla 2).

Al considerar el cociente biomasa
seca/biomasa fresca, las raices presentan
valores mas altos que en la parte aérea,
independientemente del tratamiento; hay un
descenso del cociente con el tratamiento HCH
(Secale, diferencia significativa, P<0.001;
Figura 4). En la biomasa aérea, el valor de
este cociente es mas constante; en Triticum y
Hordeum, hay un aumento significativo en el
tratamiento HCH (P<0.05; Figura 4).
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TABLA 2. Incremento total de biomasa (mg planta™!, peso seco; valor medio, n varia entre 2 y
6) durante el experimento, teniendo en cuenta toda la planta (Total), y los tejidos considerados
(Raiz y Parte aérea), en funcion del tratamiento aplicado (CONTROL y HCH). TRI es Triticum
aestivum L.; AVE es Avena sativa L.; HOR es Hordeum vulgare L.; SEC es Secale cereale L.;
BRA1 y BRA2 son las dos variedades de Brassica sp.; PHA es Phaseoulus vulgaris L.; LAB es
Lactuca sativa L.; DAU es Daucus carota L.

Especie BM total BM raiz BM parte aérea

CONTROL HCH CONTROL HCH CONTROL HCH

media d.s.! media d.s. media d.s. media d.s. media d.s. media d.s.
TRI 489 + 19.6 333 + 53 74 £ 5.7 50 + 1.7 415 + 141 283 + 3.7
AVE 164 + 6.5 136 = 1.9 30 £ 1.2 26 £ 0.8 134 + 57 11.0 = 1.3
HOR 184 + 52 140 £ 3.6 1.4 = 1.0 0.5 = 0.6 17.0 + 4.6 13.5 £ 3.2
SEC 23.6 + 4.2 175 £ 3.8 34 £ 1.1 18 £ 06 " 202 + 34 157 + 34 °
BRA1 140 £ 43 13.6 £ 4.0 1.3 £ 02 1.6 =+ 0.6 126 + 4.1 120 + 3.4
BRA2 32.1 £ 96 241 £ 7.2 44 + 14 34 £ 05 276 + 83 20.7 £ 6.8
PHA 62 + 173 -35 + 235 40 = 1.5 32 + 45 102 + 161 -03 + 19.0
LAB 1.8 £ 0.9 30 £ 04 05 + 0.2 08 + 01 ° 1.4 £ 09 22 £ 03
DAU 44 + 08 40 £ - 05 + 0.2 09 = - 39 + 0.5 31 = -

" desviacion estandar; " diferencia CONTROL-HCH significativa a P<0.05.
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FIGURA 4. Variacion del cociente peso seco/peso fresco en las especies vegetales
consideradas. * diferencia significativa a P<0.05; ** diferencia significativa a P<0.001.
TRI es Triticum aestivum L.; AVE es Avena sativa L.; HOR es Hordeum vulgare L.; SEC
es Secale cereale L.; BRA1 y BRA2 son las dos variedades de Brassica sp.; PHA es
Phaseoulus vulgaris L.
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FIGURA 5. Relacion entre biomasa seca raiz y los diferentes tejidos aéreos (hojas, tallos y parte
aérea como hojasttallos) para el conjunto de plantas utilizadas. a) tratamiento CONTROL; b)
tratamiento HCH. Unidades: mg planta™ (Log, ).

Para ilustrar el reparto relativo de la
biomasa seca entre los tejidos vegetales, se
representa el peso seco de la raiz frente al
peso seco de los tejidos aéreos (mg planta’,
escala logaritmica, Log ; Figura 5). En el
tratamiento CONTROL, la correlacion entre
raiz-hojas, raiz-tallo, y raiz-parte aérea es
similar, pudiendo ajustarse una recta comun
(pendiente: 0.86-0.89; R*>0.640; Figura 5). En
el tratamiento HCH, existen diferencias entre
tejidos. La correlacion raiz-tejidos aéreos,
cambia; la pendiente del ajuste es inferior,
mas acusado en el caso de la correlacion raiz-
tallo (0.41; R2>0.558; Figura 5).

Uso eficiente del agua transpirada

Las especies vegetales tienen unos valores
medios de Eficiencia de la Produccion en el
Uso del Agua (EPUA; mg peso fresco g agua-
) que oscilan entre 10.5 y 0.6 (Tabla 3). En
general, la EPUA desciende en el tratamiento
HCH. En el caso de Avena, y las dos especies
de Brassica, no hay diferencia de los valores
de EPUA entre tratamientos. En los casos de
Triticum (EPUA :10.6; EPUA . : 5Smg

CONTROL® HCH®

peso fresco gagua™), Hordeum (EPUA

CONTROL®

6; EPUA_ . 2.7 mg peso fresco g agua') y

HCH"®
Lactuca, (EPUA 2 0.9; EPUA 0 0.3

CONTROL" . K
mg peso fresco g agua) la diferencia de los
valores medios entre los dos tratamientos es

significativa a P<0.05 (Tabla 3).
DISCUSION

Evaluacion inicial de la toxicidad

Todas las especies vegetales utilizadas en
este experimento han mostrado algiin signo
de estrés, relacionado con la presencia del
HCH en la disolucion acuosa. No obstante, al
contaminar la disolucion, el pH se modifico
ligeramente. La presencia de las plantas
tiende a acidificar las soluciones nutritivas
en ambos tipos de reactores, como resultado
de su actividad fisioldgica; la exudacion de
acidos organicos es habitual, especialmente
en situaciones de estrés (Ramirez-Rodriguez
et al., 2005). En este caso, la respuesta seria
similar, aunque las diferencias encontradas
no se pueden explicar Unicamente por la
influencia del HCH en el pH de la disolucion
nutriente, ya que éste no sube de un valor de 7.

La inspeccion visual de los reactores
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TABLA 3. Valores de la Eficiencia de la Produccion en el Uso del Agua (EPUA; mg peso fresco g
agua'; mediatdesviacion estandar) para cada una de las especies utilizadas en este experimento,
comparando ambos tratamientos. TRI es Triticum aestivum L.; AVE es Avena sativa L.; HOR es
Hordeum vulgare L.; SEC es Secale cereale L.; BRA1 y BRA2 son las dos variedades de Brassica
sp.; PHA es Phaseoulus vulgaris L.; LAB es Lactuca sativa L.; DAU es Daucus carota L.

Especie CONTROL HCH

media d.s.! media d.s.
TRI 1055 = 1.29 505 + 0.62
AVE 212 £ 1.08 226 + 0.86
HOR 634 + 1.63 273 + 080
SEC 390 = 0.64 156 + 0.14
BRA1 6.19 + 1.74 631 + 2.04
BRA2 537 £ 1.61 542 + 028
PHA 7.60 + 3.08 5.09 + 3.88
LAB 092 = 0.10 032 + 0.08
DAU 0.63 + 041 021 + 0.09

"d. s. desviacion estandar; = diferencia CONTROL-HCH significativa a
P<0.05; ™" diferencia CONTROL-HCH significativa a P<0.001

indica que, en general, la presencia de HCH
provoca el desarrollo anormal de las plantulas,
aumentando la proporcion de tejidos
necroticos, reduciendo el nimero medio de
hojas, ramas y raices por planta. El aspecto de
las raices indica que la actividad fisioldgica
de los tejidos ha sido alterada. La disposicion
(“arquitectura”) de las raices se ha visto
afectada, lo que puede tener consecuencias
en la nutricion futura del vegetal completo
y depende, ademas, del tipo de planta que se
considere (monocotiledonea o dicotiledonea).
Las raices de las plantas monocotiledoneas,
a priori, parecen ser las mas afectadas por
el HCH en este experimento (Foto 2; Foto
3). Alteraciones morfologicas similares han
sido descritas en disolucion hidropdnica
contaminada con otros pesticidas, incluyendo
especies como Gossypium hirsutum L. y
Allium cepa L. (Bayer y col, 1967). La
plasticidad de la arquitectura del sistema

radical es muy grande, dependiendo de las
condiciones del medio y de la presencia o no
de contaminantes; puede estar relacionada
con un desequilibrio en la regulacion de
las fitohormonas (Osmont et al., 2007). El
aspecto externo de algunas raices recuerda
al de las raices proteoides (“cluster”) (Skene,
1998). La modificacion de la morfologia
podria considerarse como una respuesta a un
ambiente toxico, cuya finalidad es aumentar
la superficie de absorcién para compensar
la adquisicion de nutrientes (Watt y Evans,
1999, Skene, 2000).

En este experimento, la transpiracion de
las plantas en presencia de HCH es variable
en funcion de la especie. El HCH provoca
estrés y una reduccion de la transpiracion
absoluta (Brassica sp); no obstante, otras
plantas compensan el estrés aumentando la
transpiracion (Hordeum y Daucus). Otros
estudios han encontrado que un descenso de
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la transpiracion se relaciona con la toxicidad
de contaminantes organicos en disolucion
acuosa (MTBE, TNT, nitrobenzeno, PAHs),
en plantas herbaceas (Glycine max L.,
Hordeum vulgare L., Lactuca sativa L.) y
arboles (Populus sp., Salix sp.), tanto en
condiciones de laboratorio como de campo
(Mc Farlane et al., 1990; Thompson et al.,
1998; Rubin y Ramaswami, 2001; Thygesen
y Trapp, 2002). La tendencia al aumento
de la transpiraciéon se puede relacionar con
la necesidad de satisfacer la demanda de
disponibilidad de agua durante el crecimiento
inicial de las plantulas, para facilitar la
construccion de nuevos tejidos vegetales
(Larcher, 2003).

El uso de la Transpiraciéon Relativa
Normalizada (TRN) en estudios ambientales
es muy reciente, desarrollado por Trapp y
sus colaboradores para investigar el efecto
de contaminantes organicos (diclorofenol,
derivados de la gasolina) en arboles del género
Salix, en suelos y en condiciones de cultivo
en disoluciones nutritivas (Trapp et al., 2000,
2001; Trapp y Christiansen, 2003; Ucisik et
al., 2007). La variable TRN se ha demostrado
como eficaz a la hora de evaluar la toxicidad
de la contaminacién. En lo que respecta a
este experimento se distinguen dos grupos de
plantas en funcion de la TRN. Por una parte,
hay especies tolerantes, que compensan la
transpiracion relativa en presencia de HCH
(Triticum, Brassica variedad 1, Phaseolus).
El resto de plantas, en especial el resto de
monocotiledoneas (Avena, Hordeum, Secale),
reducen la transpiracion relativa con el paso
del tiempo, mostrando su sensibilidad al
considerar este parametro.

En la actualidad no se conocen estudios
que consideren la toxicidad del HCH
utilizando la transpiracion y la transpiracion
relativa como herramientas para evaluar la
respuesta de las especies vegetales a este
contaminante ni en disoluciéon ni en otro
tipo de sustrato. Los trabajos que consideran

la toxicidad del HCH en disoluciéon son
escasos y poco concluyentes al utilizar un
numero bajo de especies vegetales; el efecto
toxico se relaciona con el isomero y-HCH
(Hulzebos et al., 1993; Marcacci, 2004). No
obstante, no conviene utilizar Unicamente
estas variables para estudiar la tolerancia/
toxicidad del HCH en la vegetacion; la
fotosintesis y la transpiracién, y con ello
la transpiracion y el crecimiento, estan
estrechamente relacionados (Fitter y Hay,
2002). Los fendbmenos de clorosis, necrosis,
o marchitamiento de las hojas encontrados en
este experimento indican interferencias en la
fotosintesis y el transporte de agua (Medina
etal., 2003).

ALTERACIONES DEL CRECIMIENTO
DE LAS PLANTAS

El tamafio de las raices y los tallos de las
plantas ha sido utilizado para la evaluacion de
la fitotoxicidad en condiciones de crecimiento
en suelo o crecimiento en disolucion nutriente
(Dalvi et al., 1972; Gadallah, 1996). En este
estudio, las plantas dicotiledoneas toleran
mejor la presencia de HCH en disolucion
dado que la elongacién no se ve tan reducida
como en el caso de las monocotiledoneas. La
longitud de las raices es fundamental a la hora
de considerar la nutricion de los individuos, al
facilitar la exploracién del sustrato, asi como
el sostén, en los suelos. Estas caracteristicas,
ademas, son especialmente adecuadas para la
fitocorreccion, al maximizar la capacidad de
explotacion del sustrato.

La acumulacién de biomasa seca total
al finalizar el experimento no se ve reducida
de un modo significativo, si bien la tasa de
crecimiento se ralentiza. Las diferencias,
se aprecian en la acumulaciéon de biomasa
seca (estructural) frente a biomasa fresca
(fotosintética). En condiciones de estrés las
plantas necesitan mantener su contenido
hidrico, de lo que nos informa el cociente
peso seco/peso fresco (Huang e al., 2004).
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Las plantas monocotiledoneas utilizadas
aumentan la acumulacion de biomasa seca
en la parte aérea en presencia de HCH,
reduciendo la capacidad fotosintética. En las
plantas dicotiledoneas el aumento biomasa
estructural es mas moderado. En las raices,
la tendencia es la contraria, al favorecerse la
acumulacién de biomasa fresca en presencia
de HCH para facilitar la adquisicion de
nutrientes (nuevas raices, mas pequefias y
gruesas).

Para el analisis del reparto de biomasa
seca entre los tejidos vegetales se han
establecido ecuaciones que resumen dichas
relaciones (Figura 5). La pendiente, en este
tipo de ajustes, se interpreta como el cociente
entre las tasas de crecimiento de los tejidos
implicados (root weigth ratio, RWR=peso
raiz:peso planta; g g'; Fitter y Hay, 2002).
Un valor teérico de | indica que el cociente
de las tasas de crecimiento es constante; en
caso contrario (pendiente # 1) dicho cociente
sera variable a medida que la planta crezca
(Evans, 1972; Farrar y Gunn, 1998). Una
pendiente inferior a 1 indica la tendencia a un
aumento de RWR con el tiempo, facilitando
la acumulacién de biomasa seca en la raiz.
En este estudio, esta es la tendencia que se
ha encontrado en el tratamiento CONTROL
(pendiente: 0.87-0.89). No obstante, hay
un claro descenso en el tratamiento HCH,
con una pendiente inferior (0.61-0.41),
descompensando asi el crecimiento de la
parte aérea, especialmente, el tallo. Con el
tiempo, se producird un descenso de la calidad
de los tejidos de sostén en la parte aérea de
la planta, que afectaria a la fotosintesis y al
desarrollo del vegetal. En este estudio no
se han podido detectar diferencias entre las
especies analizadas.

El HCH genera un estrés a las plantas
de Triticum, Hordeum y Lactuca que tiende
a favorecer el transporte de agua frente a
la fijacién de carbono. La Eficiencia de la
Producciénenel Usodel Agua(EPUA) permite

examinar como se mantiene la regulacion de
la transpiracion (apertura de estomas) y la
adquisicion del CO, (intercambio de gases),
necesario para la fotosintesis, integrando la
aumento acumulativo de materia seca y el
consumo de agua durante largos periodos. La
cantidad global de C fijado puede disminuir
en funcion de las necesidades hidricas de la
planta (Larcher, 2003; Trapp et al., 2000).

Especies tolerantes y especies sensibles:
seleccion inicial

Lasespecies utilizadas en este experimento
estan sometidas a un estrés de tipo quimico
provocado por la presencia del HCH, que se
puede considerar como fitotoxico. En general
la supervivencia no se ve afectada, si bien la
toxicidad es acumulativa, actuando en una
escala de tiempo mayor (efectos subletales,
Newman y Unger, 2003). El crecimiento se
altera, reduciendo la elongacion de tallos y
raices y retrasando el desarrollo optimo al
disminuir la distribucion de la biomasa seca
producida durante las primeras semanas, asi
como el uso eficaz del agua. Las plantas
mas sensibles encontradas en este estudio
son Secale cereale L., Lactuca sp., y Daucus
carota L. Es necesario tener en cuenta que este
experimento no considera la posible toxicidad
del contaminante sobre la germinacion.
No obstante, efectos negativos a diferentes
niveles han sido descritos en estudios que
analizan la contaminacion del HCH en suelos
y su impacto sobre las plantas (Selim et al.,
1970; Bidlan et al., 2004). Estos trabajos
demuestran que el HCH (fundamentalmente
el isomero gamma) puede tener un impacto
negativo en las plantas, claramente toxico,
inhibiendo el crecimiento. Se han detectado
problemas a nivel fisiologico (desajuste de la
respiracion y fotosintesis) e incluso molecular
(alteraciones del ADN). Los resultados
obtenidos en suelos no se pueden extrapolar
a condiciones de cultivo hidroponico, pero
es factible que el HCH afecte de modo
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similar a las plantas estudiadas, considerando
que el nivel de contaminacion es bajo y
el tiempo de ensayo es corto. Asimismo,
es posible que hubiese una leve pérdida
de HCH por hidrdlisis, evaporacion, y/o
adsorcion sobre las superficies celulares de
las raices, disminuyendo la concentracion del
contaminante (Marcacci, 2004).

Por otro lado, algunas plantas se
consideran tolerantes al HCH en disolucion,
acumulando menos biomasa seca,
mejorando la transpiracion relativa, es decir,
favoreciendo el crecimiento y la fotosintesis.
Son plantas capaces de soportar las
condiciones negativas que el HCH provoca al
modificar las respuestas fisioldgicas. Con el
paso del tiempo, en condiciones naturales, es
posible que puedan recuperar las condiciones
optimas, adquiriendo resistencia (Larcher,
2003; Medina et al., 2003). En esta situacion
se encuentran, fundamentalmente, Avena

sativa L., Brassica sp., y Phaseolus vulgaris
L.

CONCLUSIONES

En este estudio se ha encontrado que,
en general, el crecimiento de las plantas en
disoluciéon nutriente se ve afectado por la
presencia de HCH, especialmente y-HCH, en
bajas concentraciones (1.8 mg L). El vigor
de todas las especies se ha reducido, afectando
a la productividad y supervivencia. El estrés
se relaciona con descensos en la transpiracion
y la eficiencia del uso del agua. Asimismo,
el reparto de biomasa se ve alterado. Con
el tiempo, se favorece la acumulacion de
biomasa seca en las raices para contrarrestar
el estrés.

Este experimento ha permitido una
seleccion provisional de especies vegetales
aptas para futuros ensayos de fitocorreccion
de suelos contaminados con HCH. Avena
sativa L., Brassica sp., y Phaseolus
vulgaris L. los efectos negativos son menos
aparentes. Asimismo, se trata de plantas muy

productivas, de elevada tasa de germinacion
y muy extendidas. Son necesarios nuevos
ensayos en suelo contaminado para
completar la seleccion de especies, dado
que las condiciones en hidropoénico son muy
diferentes a situaciones reales de campo.
Asimismo, habria que saber si el HCH es
absorbido por las plantas.
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