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RESUMEN. Laguncularia racemosa var. glabriflora (C. Presl) Stace es un mangle de
distribucion restringida en la costa del Pacifico, sus poblaciones se encuentran desde el Golfo
de Guayaquil hasta Tumbes. Esta variedad se considera vulnerable debido a la pérdida de su
habitat, no existen estudios sobre su tolerancia a metales pesados. En Guayaquil se ha
evidenciado presencia de cadmio en zonas de manglar, por lo que el objetivo de esta
investigacion es demostrar el efecto de este metal en la germinacion y crecimiento de esta
variedad. Para ello se expusieron semillas a diferentes concentraciones de cadmio (0-0,5-1-2-
4-8 mg/L Cd) durante 15 dias, determinando la tasa de germinacion (TG), porcentaje de
germinacién final (PG), porcentaje de mortalidad, tiempo y velocidad media de germinacion
(TMG - VMG), longitud de radicula e hipocétilo y el indice Integral de Fitotoxicidad (11F). El
cadmio no afect6 el PG, TMG, VMG, ni el porcentaje de mortalidad. La longitud de
hipocétilo presentd un incremento en comparacion al control en 1 mg/L Cd; mientras la
longitud de la radicula disminuyo en 42, 34, 29 y 49 % en las concentraciones de 1-2-4-8
mg/L Cd, respectivamente. En el IIF se evidencié mayor toxicidad a concentraciones de 0,5 y
8 mg/L Cd con 27,05% y 31,98%. Sobre la base a los resultados obtenidos se propone replicar
el presente estudio en diferentes especies de mangle y establecer un limite maximo permisible
de cadmio en sedimento de zonas estuarinas del Ecuador.

Palabras claves: Laguncularia racemosa, indice Integral de Fitotoxicidad, radicula, mangle.

ABSTRACT. Laguncularia racemosa var. glabriflora (C. Presl) Stace, the white mangrove,
is an endemic specie restricted to the Pacific Coast, it grows throughout the coastal areas from
Guayaquil Coast to Tumbes. These specimens are considered vulnerable to disturbance, as
their area of distribution is restricted to one region; nevertheless, no studies had been
developed, to evaluate the tolerance of these plants to heavy metals like cadmium. Presence of
cadmium on the mangrove zone in Guayaquil had been noticed, due to this, the prime purpose
of this investigation is to prove the effects of this metal over this specimen’s growth rate and
germination. To execute this study, seeds had been exposed to different concentration of
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cadmium (0-0,5-1-2-4-8 mg/L Cd) for 15 days, to determine the Germination Rate (GR),
Germination Percentage (GP), death rate, mean germination time, germination speed,
hypocotyl and radicle growth as well as the Integral Index of Phytotoxicity (IIP). After
performing the test, the cadmium did not affect the GP, mean germination time, germination
speed, nor the death rate. It was observed an increment of the hypocotyls longitude compared
to 1 mg/L Cd control; meanwhile, the radicle longitude shown a diminution of 42, 34, 29 y 49
% on the test with concentration of 1-2-4-8 mg/L Cd, respectively. The IIP showed an
increase on the test with concentration of 0, 5 and 8 mg/L Cd with results of 27,05% and
31,98%. Based on the results obtained in this analysis, it is of paramount importance to
perform a more extensive study over different mangrove species, to set down a maximum
cadmium rate allowed in estuary’s sediments of Ecuador.

Keywords: Laguncularia racemosa, Integral Index of Phytotoxicity, radicle, mangrove.

INTRODUCCION

Los manglares son formaciones vegetales que cumplen un rol importante en el ecosistema,
pues albergan larvas y formas jovenes de un gran nimero de especies de peces, crustaceos y
moluscos de interés tanto social como econdémico (Goncalves & Geraldo, 2007). Ademas, los
manglares desempefian un papel de filtro en el proceso de depuracion de las aguas, reteniendo
en su rizésfera compuestos organicos y metalicos, convirtiéndose en un reservorio de metales
pesados (Vannucci, 2001). Sin embargo, en la actualidad estos sufren alteraciones generadas
por la contaminacién como consecuencia de las descargas de aguas servidas e industriales

(Foroughbakhch, Céspedes, Alvarado-Vazquez, Nufiez-Gonzalez & Badii, 2004).

Dentro de los contaminantes, el cadmio (Cd) es uno de los metales pesados mas dafiinos para
los ecosistemas acuaticos por su toxicidad, solubilidad y capacidad de concentrarse e
incorporarse en la cadena trofica, principalmente en las plantas acuaticas y los organismos
(Borker, Mane, Saratale, & Pathade, 2013; Pernia, Sousa, Reyes, & Castrillo, 2008). En
Ecuador se ha descrito que existe contaminacion por Cd en los sedimentos de varias areas de
manglar tales como el estero Salado 0,50-12,00 mg/kg Cd, Manglares Churute 5,99-15,97
mg/kg Cd (Proafio, 2016), Estero el Macho 0,95 mg/kg Cd (Ramirez, 2017) y Puerto el Morro
2,99-4,99 mg/kg Cd (Mero, Arcos, Egas, Siavichay, & Lindao, 2012). Este Cd presente en el
sedimento es movil y podria transferirse a las plantas, donde altas concentraciones pueden
generar inhibicion de crecimiento y desarrollo de las raices, clorosis y estrés oxidativo (Pernia
et al., 2008), por lo que resulta indispensable estudiar el efecto de este metal pesado sobre los

mangles y especialmente en aquellas especies endémicas de estas zonas.
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En Ecuador se han registrado 6 especies de mangles, los mangles mayores: Rhizophora
mangle, R. racemosa (éstos producen al hibrido R. x harrisonii), Avicennia germinans,
Laguncularia racemosa, y, los mangles menores: Pelliceria rhizophorae y Tabebuia palustris
(Cornejo, 2014).

De la especie Laguncularia racemosa existen dos variedades racemosa y glabriflora
(Cornejo, 2015). Laguncularia racemosa var. glabriflora (C. Presl) Stace se ha categorizado
como vulnerable por la pérdida de su hébitat en la Costa del Pacifico debido a la construccion
descontrolada de camaroneras y la expansién de algunas ciudades como Guayaquil y Machala
(Cornejo, 2014), ademas de ser utilizada como producto maderero para la fabricacion de

casas, cercas y canoas (Madsen, Mix, & Balslev, 2001).

Sin embargo, no se conoce el efecto del Cd sobre la germinacion y el crecimiento de esta
variedad vulnerable. La germinacion de las semillas y el crecimiento de las plantulas son las
etapas mas sensibles a los contaminantes y a los cambios en el medio ambiente. Es por ello,
que el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de diversas concentraciones de
cadmio sobre la germinacion y el crecimiento del mangle blanco, Laguncularia

racemosa var. glabriflora.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Laguncularia racemosa var. glabriflora (C. Presl) Stace conocida como Mangle blanco,
pertenece a la clase Magnoliopsida, orden Myrtales, familia Combretaceae. Se encuentra
distribuida en la costa del Pacifico desde el Golfo de Guayaquil hasta Tumbes y en la costa
del Atlantico en el suroccidente de Florida, Méjico y en las islas del Caribe (Cornejo, 2014,
2015). En Ecuador se la ha registrado en la provincia de Guayas y El Oro. En Guayaquil
existen evidencias de su presencia en el Estero Salado, Estero Mongon y en la Isla Puna. En el
presente estudio se trabajo con semillas obtenidas en el Estero Salado, sector Estero

Palanqueado, Guayaquil, Ecuador (coordenadas 2°13°41" y 79°55°16").
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Una vez obtenidas las semillas se trasladaron al Instituto de Investigaciones de Recursos
Naturales de la Universidad de Guayaquil donde fueron seleccionadas 250 semillas con pesos
y longitudes similares (Tabla 1). Las semillas de L. racemosa var. glabriflora presentaron un
peso promedio de 0,25+0,02-0,30+0,04 g, largo de 19,15+0,96-19,65+0,65 mm y ancho
5,90+0,83 — 6,91+1,05 mm y en la Tabla 1 se observa que no presentaron diferencias

significativas entre tratamientos (P>0,05).

Tabla 1. Condiciones iniciales de las semillas de Laguncularia racemosa var. glabriflora.

Cd Peso (g) Largo Ancho
(mg/L) (mm) (mm)
0 0.25+0,02 | 19,59+1,11 | 5,90+0,83
0,5 0,27+0,03 | 19,15+0,96 | 6,57£0,57
1 0,27+0,03 | 19,43+1,28 | 6,59+0,73
2 0,28+0,04 | 19,28+2,05 | 6,59+0,55
4 0,28+0,04 | 19,52+1,75 | 6,91+1,05
8 0,30+0,04 | 19,65+0,65 | 6,43£0,30
F 1,07 0,14 1,70
P 0,391 0,981 0,156

Posteriormente, las semillas se esterilizaron con hipoclorito de sodio al 2,5% por 30 min y se
lavaron seis veces con agua destilada, segun el protocolo de Vadillo, Suni, & Cano (2004).

Bioensayo

Para determinar el efecto del Cd sobre L. racemosa var. glabriflora se utilizé el protocolo
propuesto por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, por sus siglas en
inglés) 600/3-88/029 (Greene 1988). Una vez esterilizadas, las semillas fueron embebidas por
24 h en distintas soluciones de cadmio. Se trabajo con concentraciones realistas de Cd
reportadas por Mite et al. (2010) y Mufioz (2017) en suelos ecuatorianos: 0,50, 1, 2, 4 y 8 mg
kg Cd y se usé agua destilada como testigo positivo. Una vez embebidas las semillas por
cuadriplicado se colocaron 10 semillas en capsulas de Petri de vidrio con dos capas de papel
filtro N°2 al cual se le colocd 5 ml de la concentracion respectiva de CdNO3s (Accustandard).
Las placas con las semillas se colocaron en una cdmara de germinacion a 25°C y un

fotoperiodo de 12 horas por 15 dias.
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El porcentaje de germinacion se determind a diario segin la formula de Cokkizgin &
Cokkizgin (2010) (Tabla 2), asi mismo se calculé el tiempo medio de germinacion (TMG) y

la velocidad media de germinacion (VMG) (Moreno, Miranda, & Martinez, 2013).

Tabla 2. Formulas utilizadas en el calculo de las variables de estudio

Variable Férmula Autor
Porcentaje de germinacion (PG) PG = numero de semillas germinadas x | Cokkizgin &
100 Cokkizgin, 2010

ndmero de semillas totales

Tiempo medio de germinacion | TMG= ((x1d1) + (x2d2) +... (xndn)) | Moreno et al.,

(TMG) Xn 2013
Velocidad media de germinacién | VMG = P1/T1 + P2/T2+.....+Pn Moreno et al.,
(VMG) Tn 2013

P = nimero de semillas germinadas; T = tiempo germinacion; n = dia Gltimo control; x1, x2, x15 = semillas germinadas dia
1, 2,.n; d1, d2,... dn = dias incubacion, Xi = semillas germinadas por dia de revisién y Xn = nimero total de semillas
germinadas el dltimo dia de control.

Para calcular el efecto del cadmio sobre el crecimiento se midio a interdiario la longitud de las
radiculas e hipocétilos con un vernier digital calibrado.

indice integral de fitotoxicidad (I1F)
Se determind la toxicidad del cadmio utilizando el indice integral de fitotoxicidad segun la
férmula propuesta por Pernia et al. (2018):

LRM LHM

7_'_7
IIE =100—| SGM| LRC _ LHC }¢9
SGC 2

Donde:

SGM = nimero de semillas germinadas de la muestra, es el promedio del nimero de semillas germinadas en las
cuatro réplicas para cada tratamiento (n = 4).

SGC = nimero de semillas germinadas del control, es el promedio del nimero de semillas germinadas en las
cuatro réplicas del testigo (n = 4).

LRM = Longitud de la radicula de la muestra, es el promedio de la medicion en centimetros de las radiculas de
10 pléntulas por réplica de cada tratamiento (n = 40).

LRC = Longitud de la radicula del control, es el promedio de la medicién en centimetros de las radiculas de 10
plantulas por réplica del testigo (n = 40).

LHM = Longitud del hipocétilo de la muestra, es el promedio de la medicion en centimetros de los hipocotilos
de 10 plantulas por réplica de cada tratamiento (n = 40).

LHC = Longitud del hipocotilo del control, es el promedio de la medicion en centimetros de los hipocotilos de
10 plantulas por réplica del testigo (n = 40).
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Este indice muestra los resultados de -100 a 100 pudiéndose interpretar en términos de
porcentaje. También permite observar no solo los efectos de inhibicion de crecimiento
(valores positivos), sino también los efectos de estimulacion de crecimiento (valores

negativos).

Este indice muestra los resultados de -100 a 100 pudiéndose interpretar como porcentaje,
mostrando la inhibicion de crecimiento con valores positivos y estimulo de crecimiento con

valores negativos.

Anélisis estadistico

Los resultados se muestran como mediastdesviacion estandar. Se analizo la normalidad de los
datos utilizando la prueba de Anderson-Darling y la igualdad de varianza con el test de
Levene. Para determinar si existian diferencias significativas en el porcentaje de germinacion,
TMG, VG, longitud de las radiculas e hipocotilos de las plantulas de L. racemosa
var. glabriflora expuestas a las diferentes concentraciones de Cd se aplicd una prueba de
ANOVA de una via y test a Posteriori de Tukey (P>0.05). Para los datos no paramétricos se
utilizo la prueba de Kruskall-Wallis. Para todos los analisis se utilizé el programa MINITAB

version 17.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efectos del Cd sobre la germinacion de Laguncularia racemosa var. glabriflora

En la Fig. 1 se observa la tasa de germinacion y el porcentaje de germinacién final de L.
racemosa var. glabriflora durante los 15 dias de observacion (Fig. 1a). En la Fig. 1b se
muestra que el mayor porcentaje de germinacion en L. racemosa var. glabriflora se registré a
4 mg/L de Cd (82,50+17,07 %) seguido por el control (80,00 %+8,16%) y a 1 mg/L Cd
(80,00%=14,14%), sin embargo, las diferencias entre los tratamientos no fueron significativas
(F = 0,93, P = 0,482). El menor porcentaje de germinacion fue de 62,5%+9,57% a 0,5 mg/L
Cd significativamente menor al control (F = 7,74; P = 0,032), sin embargo, este resultado
podria deberse a un problema de viabilidad de las semillas, como se observa en la Figura 3.
Contrario a nuestros resultados, Liu, Yang, Xie, Xia & Fan (2012) observaron inhibicién de

la germinacion en plantas de al exponerla a 0,1-6,0 mg/L de Cd, siendo mas resistente al
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metal pesado L. racemosa, var. glabriflora esto podria deberse a la tolerancia de esta especie
por proceder de una zona contaminada con Cd (Estero Salado) (Fernandez-Cadena, Andrade,
Silva-Coello, & De la Iglesia, 2014).

Al igual que el presente trabajo, a altas concentraciones de Cd otros autores no observaron
inhibicidén de la germinacion en las especies Cucumis sativus, Sorghum bicolor, Triticum
aestivum (An, 2004), Helianthus annuus, Lens culinaris, Phaseolus vulgaris y Zea mays (An,
2004; Pernia, Raimundez, & Castrillo, 2007), por lo que la germinacion no pareciera ser un
buen indicador de la toxicidad del cadmio. De igual manera, la germinacién se ha descrito
como un parametro poco sensible a otros contaminantes como hidrocarburos y metil terbutil
éter (Dorn et al., 1997; Pernia et al., 2018; An, Kampbell, & McGill, 2002).

En la Tabla 3, se aprecia que el Cd tampoco afectd el tiempo medio de germinaciéon (TMG),
ya que no se observaron diferencias significativas entre el control y los diferentes tratamientos
(F=1,81; P =0,162). El tiempo medio de germinacion para el control fue de 0,13+£0,04 dias y
solo se aprecid una reduccién no significativa a 0,12+0,08 dias al exponer las semillas a 8
mg/L de Cd. De igual forma, la velocidad media de germinacién (VMG) no se vio afectada
por el tratamiento con Cd. La mayor velocidad de germinacion que fue de 0,28 semillas
germinadas/dias se obtuvo a 2 mg/L Cd, y el menor valor que fue de 0,18 semillas

germinadas/dias a 0,5 mg/L Cd, sin embargo, las diferencias no son estadisticamente
significativas (F=1,77; P = 0,169).
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de Laguncularia racemosa var. glabriflora expuesta a
diferentes concentraciones de Cd (0, 0.5, 1, 2, 4 y 8 mg/L Cd). A. Tasa de germinacién en el
tiempo. B. Porcentaje de germinacion final. Los resultados se muestran como medias *
desviacion estandar (n=40). Letras iguales indican que no existen diferencias significativas
entre las medias (P>0,05).

Tabla 3. Tiempo medio de germinacién (TMG) y velocidad media de germinacion (VMG) de
Laguncularia racemosa var. glabriflora expuesta a diferentes concentraciones de Cd (0, 0,5,
1,2, 4y 8 mg/L Cd). Los resultados se muestran como medias + desviacion estandar.

Cd
gLy | TMG (@) VMG
0 0,13£0,04 |  0,25%0,05
05 |0,13:003| 0,18+0,03
1 0,17£0,03 |  0,2620,05
2 0,13t0,10 |  0,28+0,01
4 0,17£0,07 |  0,25%0,10
8 0,120,08 |  0,22+0,08
F- Fisher | 1,81 1,77
P 0,162 0,169

Con respecto a la mortalidad de las semillas (Fig. 2) no se observaron diferencias
significativas entre el porcentaje de mortalidad de las testigos y las tratadas con Cd (F = 0,93,
p = 0,482). EI mayor porcentaje de mortalidad se obtuvo en 0,5 mg/L de Cd (37,5%),

mientras que el menor valor se presentd en 4 mg/L Cd con 17,5%.
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de las semillas de Laguncularia racemosa var. glabriflora
expuesta a diferentes concentraciones de Cd (0, 0.5, 1, 2, 4 y 8 mg/L Cd). Los resultados se
muestran como medias + desviacion estandar. Letras iguales indican que no existen
diferencias significativas entre las medias (P>0,05).

Efectos del Cd sobre la longitud del hipocétilo y la radicula

Al igual que la germinacion, la longitud del hipocétilo no fue un buen indicador de la
toxicidad del Cd para L. racemosa var. glabriflora. En la Figura 3 se muestra el promedio de
la longitud del hipocotilo de las plantulas de mangle expuestas a las diferentes
concentraciones de Cd, donde se evidencia que no hubo diferencias significativas con
respecto al testigo en la mayoria de los tratamientos. Solo se observd un estimulo de
crecimiento a 1 mg/L Cd, presentando una longitud de 16,18 £5,07 mm mayor al testigo
(14,66 mm). Contrario a estos resultados, Munzuroglu & Geckil, (2002) observaron

inhibicidn del crecimiento del hipocétilo en plantas de trigo y pepino expuestas a 2,5 mM Cd.

Por el contrario, la longitud de la radicula fue la variable méas afectada en la especie en
estudio, donde se observaron diferencias significativas para las concentraciones de 1, 2,4y 8
mg/L Cd. (H=15,57; P=0,008). La longitud de la radicula mostr6 una clara afectacion,
reduciendo la longitud en un 58-66-71-51 % a las concentraciones 1-2-4-6-8 mg/L Cd en
relacién con el control. Ademas, se observo una coloracion marrdn en las raices expuestas a 4

y 8 mg/L Cd, fenémeno observado por otros autores (Vassilev & Yordanov, 1997). Segun
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Vassilev & Yordanov (1997) los sintomas de fitotoxicidad se expresan mas claramente en las

raices ya que estas acumulan grandes concentraciones del metal pesado.

Otras especies son mas sensibles al Cd tal como S. salsa donde registraron una inhibicion en
el crecimiento de raiz en concentraciones desde 0,1 mg/L Cd. De igual forma, He, Ren, Zhu,
& Jiang, (2008) evidenciaron un efecto marcado sobre el crecimiento de la radicula de

plantulas de O. sativa expuestaa 5 - 25 pmol / L de Cd.

Como observacion experimental, al culminar el experimento, las plantas se colocaron en
solucion nutritiva y solo los testigos y las expuestas a 0,5 mg/L Cd sobrevivieron, lo que

demuestra que la afectacion del Cd a las radiculas fue letal para las plantulas.

B Radicula @Hipocdtilo
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Figura 3. Efectos del Cd sobre el crecimiento de los hipocotilos y radiculas de plantulas de
Laguncularia racemosa var. glabriflora expuestas a diferentes concentraciones del metal
pesado. A. Longitud de Hipocotilo en distintas concentraciones de Cadmio (mg/L). B.
Longitud de las radiculas a distintas concentraciones de Cadmio (mg/L). Los resultados se
muestran como mediaxdesviacion estandar. Asterisco (*) muestra diferencia significativa
segun Kruskall-Wallis (P <0,05).

Indice integral de fitotoxicidad

El 1IF integra los efectos del Cd sobre la germinacion, el crecimiento de los hipocotilos y las
radiculas mostrandonos una visién integral de la toxicidad del Cd sobre L. racemosa
var. glabriflora. En la Figura 4 se muestra el grado de fitotoxicidad, donde se aprecia que a
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todas las concentraciones del metal pesado se presento toxicidad y los valores mas altos 27,05

y 31,98 se presentaron a 0,5 y 8 mg/L Cd, respectivamente.

Finalmente podemos concluir que el Cd es toxico para la variedad en estudio a niveles
permitidos por la norma ecuatoriana para calidad de suelo (0,5 mg/Kg Cd). Considerando que
esta variedad se ha clasificado como vulnerable por la pérdida de su habitat, podemos afiadir
la contaminacion por cadmio como otro factor de peligro para la sobrevivencia de L.
racemosa var. glabriflora, ya que se han registrado concentraciones de 0,5-15 mg/kg en
sedimentos de zonas de manglar en la provincia del Guayas, Ecuador.
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Figura 4. indice Integral de fitotoxicidad de las plantulas de L. racemosa var. glabriflora
expuestas a diferentes concentraciones de Cd. Los resultados se muestran como
mediatdesviacion estandar.

CONCLUSIONES

El Cd no afectd la germinacion ni el crecimiento de los hipocoétilos de plantulas de L.
racemosa var. glabriflora, sin embargo, inhibio el crecimiento de las radiculas lo que afecto
la sobrevivencia de las plantas. Asi mismo, se observé un indice integral de fitotoxicidad
mayor al 20% a todas las concentraciones de Cd estudiadas.
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ElI Cd afectd significativamente el crecimiento del mangle blanco incluso a bajas
concentraciones de Cd (0,5 mg/L) coincidiendo con el limite maximo permitido en la
legislacion ecuatoriana para suelos (Texto Unificado de la legislacion Ambiental, Acuerdo
Ministerial 097A), por lo que se recomienda a las autoridades realizar mas estudios en otras
especies de mangles para adecuar las normas a valores de cadmio que no afecten el

crecimiento de la flora.
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