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RESUMEN

Mundialmente, las actividades de mineria han contaminado los recursos suelo y agua con metales pesados
como el zinc; este es uno de los micronutrientes esenciales para el normal crecimiento y desarrollo de los
vegetales, y se requiere en muchos procesos metabolicos; sin embargo, su presencia en concentraciones elevadas
retrasa el crecimiento y el desarrollo vegetal. El desarrollo de cultivos cerca de areas industriales o su riego con
aguas contaminadas puede provocar la reduccion del crecimiento y la acumulacion de metales en los tejidos.
Para investigar las modificaciones inducidas por el zinc sobre el crecimiento de brécoli, las plantas se expusieron
a50, 100y 200 mg kg de zinc en el sustrato. Las plantas crecieron en bolsas con suelo. A las plantas control
no se les adiciono zinc. Se evaluo el area foliar, el peso seco, la relacion raiz: parte aérea y la distribucion de
materia seca en todas las plantas al momento de la cosecha. El anélisis de resultados revel6 una reduccion
significativa de 19,6; 34,1y 39,8% en el drea foliar de las plantas que crecieron expuestas a 50, 100 y 200 mg kg
de zinc, respectivamente, en relacion con el control. La materia seca total también seredujo 25,9; 42,8y 47,8%,
respectivamente, en el mismo orden de tratamientos. Mientras los valores porcentuales de distribucion de
materia seca en flores, tallos y hojas no fueron estadisticamente afectados por el zinc, la materia seca asignada
a las raices se redujo a la mitad en todos los tratamientos en que se adiciono el metal.
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ABSTRACT

Mining activities have contaminated soil and water resources with heavy metals such as zinc worldwide.
Zinc is one of the essential micronutrients for normal growth and development of plants, and it is known to
be required in several metabolic processes. However, the presence of zinc at high concentrations retards growth
and development of plants. The cultivation of crops close to industrial areas or irrigation with contaminated
water may result in both growth inhibition and tissue accumulation of metals. In order to investigate the
changes induced by zinc on the growth of Brassica oleraceae., plants were subjected to concentrations of 50;
100 and 200 mg kg' of zinc added to the substrate. The plants were grown in pots with soil. No zinc was
added to the control plants. The leaf area, dry weight, root to shoot ratio and dry matter partitioning were
recorded at harvest in all plants. The analysis of the results revealed a significant reduction of 19.6, 34.1 and
39.8% in leaf area in plants grown with 50, 100 and 200 mg kg™ of zinc, respectively, compared to controls.
Total dry matter was also reduced by 25.9, 42.8 and 47.8%, respectively in the same order of treatments. While
the perceptual values of the dry matter partitioned in flowers, stems and leaves was statistically unaffected
by zinc, the assigned dry matter to roots was reduced by half in all treatments in which zinc was added.

Additional key words: toxicity, heavy metals, mining, development.
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INTRODUCCION

El departamento de Boyacéa (Colombia) cuenta
con una reserva medida de 170 millones de
toneladas 10° de carbon en la region de Paz del
Rio, y produjo en 2009 1,8 t de este mineral,
segun proyeccion realizada en 2008 (Consejo
Nacional de Politica Econémica y Social, 2008).
El 55% de los municipios de Boyacd dedican sus
actividades a la mineria, entre otras, para la
extraccion de esmeraldas e hidrocarburos, carbon
térmico y carbon coquizable (Sosay Urrea, 2010).
Se ha observado con preocupacion la situacion
que se presenta con la explotacion minera, que
viene causando problemas en varios municipios,
y amenaza con desestabilizar la region en materia
ambiental. Los ambientalistas afirman que la
riqueza carbonifera en el departamento es de una
magnitud importante, pero que el ambiente no
se puede desmejorar porque afecta la calidad de
vida de los habitantes (Radio Cadena Nacional,
2010).

Las actividades mineras y de fundicién han
contaminado los recursos suelo y agua con
metales pesados en todo el mundo (Basta y
McGowan, 2004). La acumulacion de metales
pesados en los suelos y, posteriormente, en los
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eslabones de la cadena alimenticia son amenazas
potenciales para la salud humana (Hettiarachchi
et al., 2000; Wu et al., 2000.). Por tanto, se hace
necesaria una mayor conciencia ambiental para
remediar los suelos contaminados con metales
pesados.

Los metales pesados son contaminantes del
medioambiente, no biodegradables y muy
persistentes, que pueden depositarse en las
superficies y luego ser absorbidos por las plantas.
La toma por parte de las plantas se realiza por
los organos expuestos al aire o a suelos de
ambientes contaminados (Sharma et al., 2008a,
2008b). Varios estudios han encontrado metales
pesados como contaminantes importantes de los
vegetales (Singh et al., 2004; Sinha et al., 2006;
Singh y Kumar, 2006; Sharma et al., 2006, 2007,
2008a, 2008b). La contaminacion por metales
pesados en hortalizas también puede ocurrir
debido al riego con agua contaminada (Singh et
al., 2004; Sharma et al., 2006, 2007; Singh y
Kumar, 2006). La aplicacion de lodos al suelo
proporciona una cantidad significativa de
nutrientes para las plantas, como cobre,



CRECIMIENTO DE PLANTAS DE BROCOLI AFECTADAS POR EXCESO DE ZINC \ 165

manganeso, hierro, zinc, fosforo y potasio
(Parkpain et al. 2000), pero también incrementa
considerablemente el contenido de metales
pesados en los suelos.

Tecnologias de remediacion del suelo basadas en
la excavacion, transporte y vertido de los suelos
contaminados por metales y desechos son
altamente efectivas y conllevan un bajo riesgo,
pero tienen un costo elevado. Las técnicas de
remediacion in situ son de interés particular,
debido a que son relativamente rentables, en
comparacion con técnicas convencionales (Yang
etal., 2001). Por otro lado, el uso de fosfatos como
agente estabilizador es particularmente atractivo
en suelos contaminados con plomo (Theodoratos
et al., 2002). Por tanto, se sugiere el uso de
fertilizantes fosfatados para inducir la
inmovilizacion de metales pesados como Pb, Cd
y Zn (Wang et al., 2008). Se ha informado que la
roca fosforica adicionada al suelo no es efectiva
para reducir el contenido de Cd y Zn (Basta y
McGowen, 2004). Por el contrario, la adicion de
superfosfato triple al sustrato es eficaz en la
reduccion del contenido de Zn'y Cd en la parte
aérea de la planta (Chen et al., 2007).

Algunos organismos tienen la capacidad de
acumular en su organismo metales pesados en
concentraciones muy superiores a aquellas que,
por lo general, se encuentran en el
medioambiente. Este proceso se puede definir
mediante dos nociones basicas: la
bioconcentracion y bioacumulacion; la primera
es el incremento directo de la concentracion de
contaminantes mientras pasan del
medioambiente a un organismo, y la segunda se
refiere al efecto biologico relacionado con la
capacidad que tiene un tejido vivo para acumular
contaminantes, que pueden ser eliminados o
magnificados (Bermond, 1998; Smical et al.,
2008). Especies que bioacumulan contaminantes
han sido utilizadas con fines de monitoreo y
prospeccion de metales pesados en las zonas de
anomalias por contaminacion con metales
pesados. El follaje de arboles y arbustos es
considerado como un bioindicador confiable de
la contaminacion ambiental (WisBocka et al.,
2006).

Metales depositados a la intemperie producen
formas complejas que varian mucho en su
movilidad en el suelo y, por tanto, en su
disponibilidad a las plantas (Jensen et al., 2006;
Selim y Kingery, 2003). Algunos procedimientos
quimicos han sido utiles para separar los metales
del suelo en diferentes formas reactivas (Almas
et al., 2006; Chague-Goff, 2005; Steele y Pichtel,
1998). Cada fraccion de metal se asocia a cierto
grado de movilidad en la biosfera, y del mismo
modo a una biodisponibilidad para las plantas.
Es asi como la movilidad de los metales pesados
en los suelos depende de su especiacion quimica,
del pH del suelo y de las propiedades
fisicoguimicas del suelo. La investigacion reciente
ha abordado la posibilidad de alterar la
biodisponibilidad in situ del Zn en el de suelo,
mediante la alteracion de las formas minerales
del elemento o a través del incremento de la
capacidad de adsorcion de los suelos (Mench et
al., 2000 y 1994). El alto grado de semejanza
genética entre los géneros Brassica y Arabidopsis
ha permitido que Brassica sea considerado como
un sistema modelo alternativo en el campo de la
fisiologia vegetal. Ademas, su amplia distribucion
en la naturaleza ha dado lugar a una existencia
variada de ecotipos. Como resultado, las especies
de Brassica son consideradas plantas modelo,
importantes para estudiar las interacciones entre
la planta y diversos factores ambientales,
incluyendo los metales en el suelo, la radiacion
UV y la sequia; asi como con organismos vivos,
como insectos, hongos o bacterias (Lee et al,
2004;. Mahuku et al, 1996). Econémicamente, las
especies de Brassica se han convertido en cultivos
importantes y son considerados una valiosa
fuente de aceite vegetal y proteinas para la
nutricion humana (Thiyam et al., 2004). Por otra
parte, las hortalizas de este género son bien
conocidas como fuentes de vitaminas,
glucosinolatos, azucares solubles, grasas,
carotenoides y fibras (Bellostas et al., 2007).

Brassicaceae es una familia con muchas especies
acumuladoras de metales (Broadley et al., 2001).
Brassica juncea (L.) Czern. tiene la capacidad de
asimilar y acumular niveles muy altos de metales
pesados, como Cd, Cu, Ni, Zn, Pby Se (Kumar et
al., 1995; Sal et al., 1995; Blaylock et al., 1997;
Raskin et al., 1997). Lineas de B. juncea se han
utilizado para la fitoextraccion en suelos
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contaminados con metales (Blaylock et al., 1997;
Ebbs y Kochian, 1998). La acumulacién se ha
estudiado también en otras especies de Brassica
(Kumar et al., 1995). Ciertas especies de la familia
Brassicaceae, como el repollo (B. oleracea L.),
pueden acumular tal cantidad de metales pesados
(Kabata-Pendias, 2001) que llegan a considerarse
riesgosas para la salud humana.

La produccion de cultivos cerca de sitios
contaminados puede llevar tanto a la inhibicion
del crecimiento de las plantas como a la
acumulacion de los metales en los tejidos, dando
lugar a posibles riesgos para los seres humanos
(Gisbert et al., 2006). Se ha reportado el retraso
del crecimiento en especies de Brassica por la
acumulacion de cadmio, cobre, plomo y zinc
(Gisbert et al., 2006). La respuesta de las plantas
a la toxicidad por metales se expresa en gran
variedad de maneras, que incluyen la
inmovilizacion, la exclusion, la quelatacion y la
compartimentacion de los iones, asi como la
expresion de mecanismos mas generales de
respuesta al estrés, a través de la produccion de
acidos organicos, como citratos, malatos y
algunos aminodcidos. Por su parte, la histidina
es particularmente importante en la quelatacion
de algunos iones metdlicos (Cobbett, 2000).

El objeto del presente estudio fue la
determinacion del efecto del exceso de zinc en
plantas de brocoli, teniendo como pardmetros de
evaluacion la produccion y distribucion de masa
seca en los diferentes organos de la planta y el
area foliar.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo bajo condiciones de campo
abierto en la granja Las Flores, de la Universidad
Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia, en Tunja
(Boyacad). Esta localidad esta ubicada a 2.790
msnm, con temperatura promedio de 13°C y
humedad relativa de 86%. Para determinar el
efecto de la toxicidad por zinc sobre el
crecimiento y la distribucion de materia seca en
plantas de brécoli se utilizo el hibrido Legacy, que
se cultivacomunmente en laregion. Al momento
del trasplante, las plantulas utilizadas para el
ensayo tenian 25 d de edad luego de la siembra

REV. COLOMB. CIENC. HORTIC.

de las semillas en las camas de germinacion.
Posteriormente, las plantulas se llevaron a bolsas
negras con capacidad para 5 kg de suelo. Antes
del trasplante se realizo un anélisis al suelo de
las bolsas, el cual determind un contenido de
materia orgdnica de 7,2%, zinc 0,97 mg kg y
pH de 5,6, que corresponden a valores
comunmente encontrados en los suelos de la
zona. Cuando las plantas reiniciaron el
crecimiento en las bolsas, se comenzo
gradualmente la adicion de sulfato de zinc
(Merck®) en concentraciones de 50, 100 y 200
mg kg' de Zn. A las plantas control no se les
adiciono el sulfato.

Las plantas se cosecharon 80 d después del
trasplante, momento en el que se determino el
area foliar, mediante un analizador LI-3000A (LI-
COR®, Nebraska - USA); la acumulacion de
biomasa en cabeza, hojas, tallos y raices,
mediante el secado de los diferentes organos a
70°C durante 72 h, y larelacion raiz-parte aérea,
como el cociente del peso seco de laraiz yel dela
parte aérea.

El diseno utilizado fue completamente al azar,
con cuatro tratamientos y 20 plantas por
tratamiento, en donde cada una represento una
repeticion. Los resultados obtenidos se
sometieron a un anélisis de varianza clésico para
determinar la significancia. La diferencia entre
promedios se determino mediante la prueba de
comparacion de Tukey. Los analisis estadisticos
serealizaron con la version 17.0.0 de la aplicacion
SPSS®,

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontro diferencia significativa (P<0,05) en
plantas de brocoli sometidas a las diferentes
concentraciones de zinc. De hecho, las plantas
sometidas a 50, 100 y 200 mg kg’ de zinc
presentaron una reduccion de 19,6; 34,1y 39,8%
en el area foliar, respectivamente, en relacion con
las plantas a las cuales no se les adiciono este
metal. Cabe resaltar que no hubo diferencia
significativa entre todos los tratamientos que
contenian zinc, pero si entre estos tratamientos
con las plantas control, sin la adicion del metal,
como se observa en la figura 1.
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Figura 1. Area foliar en plantas de brécoli sometidas a exceso de zinc en el suelo. Promedios con letras distintas indican
diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).

El peso seco total por planta fue disminuido  Alrespecto, se encontraron diferencias altamente
considerablemente con la adicion de zinc al suelo.  significativas (P<0,01). De igual manera, como
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Figura 2. Peso seco en plantas de brécoli sometidas a exceso de zinc en el suelo. Promedios con letras distintas indican
diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
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se presento en el &rea foliar, el peso seco total
producido por planta no presento diferencia
significativa entre las plantas sometidasa 50, 100
y 200 mg kg"', pero si se diferenciaron
significativamente con las plantas control. Se
encontr6 que el zinc adicionado en
concentraciones de 50, 100 y 200 mg kg™ provoco
una reduccion del peso seco total de la planta en
términos de 25,9; 42,8 y 47,8%, respectivamente,
en relacion con las plantas control, como se
observa en la figura 2.

La reduccion en el peso seco acumulado por la
planta pudo ser una consecuencia de la
disminucion del area foliar y de la inhibicion de
la fotosintesis inducida por contenidos altos de
zinc en el tejido vegetal. Es asi como el
incremento de laresistencia mesofilica puede ser
consecuencia de alteraciones en la cadena
transportadora de electrones a nivel del PS Il y
del PS |, influida por altas concentraciones de zinc
0 por interaccion con otros componentes
intermedios (Prasad y Strzalka, 1999). De igual
manera, el zinc puede causar la inhibicion de la
sintesis de clorofila y alteraciones en la estructura

de los cloroplastos, asi como la inhibicion de
enzimasen el ciclo de Calvin, tales como la RudP
carboxilasa/oxigenasa, PEP carboxilasa, la
fructuosa-6-fosfato-dikinasa y otras (Barcelo y
Poschenrieder, 1999).

La reduccion en la produccion de materia seca
acumulada por planta es un resultado
frecuentemente reportado cuando las plantas se
exponen a exceso de zinc. Es asi como otros
autores han encontrado que el exceso de zinc en
el sustrato induce unareduccion considerable en
la produccion de biomasa cuando las plantas del
género Brassica se desarrollan en suelos
contaminados con zinc, en relacion con las
plantas control (Gisbert et al., 2006).

El analisis de la relacion alométrica entre el peso
seco de la raiz y el de la parte aérea no mostro
diferencias significativas entre las plantas
sometidas a concentraciones de 50 a 200 mg
kg de zinc, pero si hubo diferencia significativa
(P<0,01) entre los tres tratamientos evaluados
que contenian zinc y las plantas control sin la
adicion del elemento, como se observa en la figura
3. La disminucion en el valor de la relacion fue
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Figura 3. Relacion raiz-parte aérea en plantas de brécoli sometidas a exceso de zinc en el suelo. Promedios con letras
distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
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de 50, 55 y 50% en comparacion con las plantas
control, para los tratamientos con 50, 100 y 200
mg kg’ de zinc, lo que significa que contenidos
de Znentre 50 y 200 mg kg reducen ala mitad
la materia seca de la raiz en comparacion con
plantas desarrolladas en suelo con una
concentracion del metal dentro del rango normal,
lo que se corroborara con la asignacion
porcentual de masa seca a los diferentes 6rganos.

Varios parametros, tales como la biomasa y la
tasa de crecimiento de la parte aérea y de laraiz,
se han utilizado con el proposito de evaluar la
toxicidad por metales pesados en plantas (Baker
y Walker, 1989). El comportamiento de los
promedios en la figura 3, en las plantas afectadas
por zinc, corresponde a la reduccion en la
acumulacion de masa seca en las raices, mas que
a cualquier otro parametro de acumulacion de
masa seca en los organos aéreos, con lo cual se
asume que es el alto contenido de zinc en cada
organo el que causa la inhibicion del crecimiento
de estos. A pesar de esto, se ha reportado también
que cuando las plantas de algunas especies del
género Brassica se desarrollan en suelos altamente
contaminados con zinc, ese metal se acumula
preferiblemente en los tallos y en las hojas, mas
que en la inflorescencia, al momento de cosecha
(Gisbert et al., 2006).

Del Rio et al. (2000) encontraron que el zinc se
acumula en mayor proporcion en los tallos y en
las semillas de Brassica carinata y B. juncea
desarrolladas en suelos contaminados con
metales. Las especies vegetales difieren en su
patron de acumulacion de metales en los
diferentes organos. Angelova et al. (2004)
encontraron que en plantas de lino el contenido
de zinc sigue el siguiente orden:
raices>tallos>hojas>flores; que en plantas de
canamo la tendencia de la acumulacion de zinc
fue: flores>raices>talles>hojas, y por ultimo,
en plantas de algodon el comportamiento del zinc
en cuanto a su concentracion en tejidos fue:
hojas >raices>flores>tallos, con lo cual se
evidencia que la afectacion de los tejidos en
plantas que crecen bajo condiciones de exceso de
zinc es altamente dependiente de la especie
(Zheljazkov and Nielsen, 1996). Cuando las
plantas del género Brassica se desarrollan en
suelos altamente contaminados con zinc, ese
metal se acumula preferiblemente en los tallos y

en las hojas, mas que en la inflorescencia, al
momento de cosecha (Gisbert et al., 2006). Bajo
estas premisas, se debe asumir que en el presente
trabajo la acumulacion de zinc se presento en
mayor grado en la raices de las plantas de brocoli,
puesto que ellas fueron los 6rganos mas afectados
por la presencia y concentracion del metal. Sin
embargo, también es posible inferir que las
plantas de brocoli disponen de un mecanismo de
compartimentacion del metal muy eficiente, que
les ayuda a disminuir los efectos nocivos del
exceso del metal en los organos del filoplano,
puesto que se ha reportado que las plantas
representantes del género Brassica se comportan
como exclusoras de zinc, debido a que mantienen
concentraciones bajas y constantes en la parte
aérea, hasta una cierta concentracion critica en
el suelo, por encima de la cual, los sistemas de
transporte se alteran, dando como resultado el
transporte del metal sin restricciones (Baker,
1981).

Al evaluar la distribucion de la materia seca en
los diferentes organos de la planta se encontro
que no hubo diferencia significativa en el
porcentaje de materia seca asignada a la cabeza,
a las hojas ni a los tallos; sin embargo, se
presentaron diferencias significativas (P<0,01)
para la materia seca asignada a las raices entre
todos los tratamientos sometidos a exceso de zinc
y las plantas control, sin presentarse diferencia
entre las plantas sometidas a tratamientos con
zinc, como se observa en la figura 4.

En relacion con este resultado, existen reportes
que mencionan que en el tejido de la parte aérea
la concentracion de zinc en plantas del género
Brassica esta estrechamente relacionada con las
concentraciones del metal en el suelo (Gisbert et
al., 2006). La toxicidad por zinc causa reduccion
en la elongacion de las raices y es muy frecuente
que también cause clorosis en las hojas_jovenes,
como consecuencia de la induccion de una
deficiencia de Fe?” (Woolhouse, 1983). El zinc
también puede inducir deficiencia de manganeso
(Ruano et al., 1987) en plantas de frijol. Como
ya se menciono, la toxicidad por zinc inhibe la
fotosintesis en varias de sus etapas y a través de
diferentes mecanismos. Mientras que en las
membranas de los tilacoides en plantas que
crecen en condiciones normales sin exceso de
zinc, alrededor de seis atomos de manganeso y
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Figura 4. Distribucion de la masa seca en los diferentes érganos en plantas de brécoli sometidas a exceso de zinc en

de zinc estan unidos por 400 moléculas de
clorofila, bajo condiciones de toxicidad por zinc
esta proporcion se modifica a dos atomos de
manganeso y 30 de zinc (Marschner, 1995). Bajo
estos conceptos, se puede explicar el
comportamiento de la distribucion de la masa
seca en los diferentes organos de las plantas
afectadas por el exceso de zinc.

La toma, el secuestro, el transporte y el
almacenamiento de metales son los mecanismos
mads usuales utilizados por las plantas para la
detoxificacion del exceso de metales pesados en
el suelo. En las ultimas décadas, ensayos
moleculares han revelado un niumero importante
de transportadores responsables en la toma,
transporte y almacenamiento del zinc en las
plantas. La absorcion de zinc desde el suelo esté
determinada por un grupo de transportadores
pertenecientes a la familia ZIP, presumiblemente
localizados en la membrana plasmatica
(Clemens, 2001). Por otro lado, se desconoce atin
cudles quelatores son los responsables del
secuestro del zinc en el citosol, pero los acidos
organicos y algunos aminodcidos son posibles
candidatos (Schat et al., 2002). Para guardar el
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zinc en la vacuola parecen ser esenciales algunos
transportadores localizados en el tonoplasto (Van
der Zaal et al., 1999).

Existe una «clara diferencia entre
monocotiledoneas y dicotiledoneas en relacion
con la distribucion del zinc en la parte aérea. Es
asi como Brassica napus y Trifolium repens
traslocaron la mayoria del zinc a las hojas, y
menos al tallo, mientras que las gramineas
distribuyeron el metal de manera equitativa en
los diferentes 6rganos; sin embargo, la diferencia
desaparece a lo largo de la estacion del
crecimiento, debido a que las concentraciones de
zinc en las hojas de plantas dicotiledoneas se
reducen dependiendo de su posicion en el tallo.
De esta manera, la planta utiliza la estrategia de
reducir las concentraciones internas del metal
mediante la eliminacion de hojas adultas que
contienen altas concentraciones de zinc (Ernst,
1974).

Por ultimo, las plantas de brécoli representan un
modelo apropiado para evaluar la toxicidad por
zinc en relacion con las alteraciones inducidas
por el exceso del metal sobre el crecimiento de
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las plantas. Si bien es cierto la sola presencia del
metal a partir de 50 mg kg™ afecto el crecimiento
de las plantas, estas disponen de mecanismos que
les ayudan a mantener los 6rganos de la parte
aérea practicamente inalterados con contenidos
de hasta 200 mg kg' de zinc en el suelo. No se
debe olvidar que tanto el pH como el contenido

de materia orgédnica en el suelo son factores
determinantes de la posibilidad de toxicidad por
zinc para las plantas, por tanto, se tuvo en cuenta
que el suelo tomado para el ensayo tuviera un
contenido de zinc dentro del rango normal, y el
pH se encontraba en un valor que permitia la
disponibilidad del elemento.
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