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Resumen- Los contaminantes atmosféricos causan
efectos adversos sobre los vegetales, no obstante, a
ciencia cierta, se desconoce el efecto del PM10 sobre
estos, la presente investigacion tiene por objeto determi-
nar el efecto fitotoxico de extractos acuosos de material
particulado PM10, provenientes de tres sitios de la zona
urbana del canton Cuenca, Ecuador, mediante el méto-
do descrito en la normativa nacional (texto unificado
de Legislacion Ambiental Secundaria del Ministerio del
Ambiente), sobre el crecimiento de la raiz y el hipocétilo
de semillas de Lactuca sativa, Brassica oleracea italica,
Raphanus sativus. Para la caracterizacion del material
particulado en metales pesados (cadmio, manganeso,
niquel y plomo) se emple6 el método de espectroscopia
de absorcion atomica EPA 3005a, posteriormente se ob-
tuvieron los extractos acuosos con agua ultra pura por
ultrasonicacion durante 30 minutos, las semillas fueron
expuestas a cuatro diluciones de la fraccion acuosa de
PM10 (100%, 10%, 1% y 0,1%) por un tiempo de exposi-
cion de corta duracion, los datos fueron analizados en los
programas IBM SPSS Statistics 22 y GraphPad Prism y
mediante el estadigrafo de Kruskal Wallis. Los resultados
muestran que el efecto fitotoxico del PM10 podria atri-
buirse a las especies reportadas en el extracto acuoso
(Mn, Ni, Pb y Cd) ademas se evidencio que la inhibicion al
crecimiento del hipocotilo fue superior al de la raiz.

Palabras clave- Fitotoxicidad, PM10, Bioensayos, Ve-
getales, metales pesados.

Abstract- The atmospheric pollutants cause adverse
effects on plants, although the effect of PM10 on them
is not known for sure, the present investigation aims to
determine the phytotoxic effect of aqueous extracts of
PM10 particulate material, coming from three sites of
the urban area of the Cuenca- Ecuador canton, using
the method described in the National regulations (Uni-
fied Text of Secondary Environmental Legislation of the
Ministry of the Environment), on the growth of the root
and hypocotyl of seeds of Lactuca sativa, Brassica olera-
cea italica, Raphanus sativus. For the characterization
of the particulate material in heavy metals (cadmium,
manganese, nickel and lead), the EPA 3005a atomic
absorption spectroscopy method was used, then the
aqueous extracts were obtained with ultra pure water
by ultrasonication for 30 minutes, the seeds were expo-
sed to four dilutions of the aqueous fraction of PM10
(100%, 10%, 1% and 0.1%) during a short exposure time,
the data were analyzed in the IBM SPSS Statistics 22
and GraphPad Prism programs and through the Kruskal
Wallis’s statistician. The results show that the phyto-
toxic effect of PM10 could be attributed to the species
reported in the aqueous extract (Mn, Ni, Pb and Cd). It
was also shown that the hypocotyl growth inhibition was
superior to that of the root.

Keywords- Phytotoxicity, PM10, Bioassays, vegetables,
Heavy Metals.
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1. INTRODUCCION

El aire es una mezcla gaseosa que los seres
VivOos necesitan para su supervivencia, y que en
presencia de agentes extranos denominados con-
taminantes atmosféricos presenta una reduccion
en su calidad. La contaminacion del aire es una
amenaza aguda, acumulativa y crénica para la
salud humana y el ambiente [1]. Numerosas in-
vestigaciones asocian las particulas de aire con-
taminado con el desarrollo de enfermedades y
muerte por dano respiratorio, cardiovascular, e
irritacion de ojos y nariz [2] [3] [4]. Generalmente
estos efectos se atribuyen a que el material parti-
culado tiene como parte de su composicién qui-
mica metales como el aluminio, cadmio, cromo,
cobre, hierro, manganeso, niquel, zinc y plomo,
al ser en su mayoria de origen antropogénico [5]
como trastornos respiratorios, cardiovasculares y
cancer. La toxicidad y el efecto inflamatorio de es-
tas particulas estan relacionados con su tamano
y caracteristicas quimicas. El objetivo de este es-
tudio fue determinar las caracteristicas quimicas
de la fraccion hidrosoluble de Material Particulado
PM10, recolectado en tres sitios de monitoreo de
la ciudad de Cuenca-Ecuador, y evaluar su activi-
dad genotoéxica e induccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS.

El material particulado esta constituido por
material sélido o liquido en forma de particulas,
con excepcion del agua no combinada, presente
en la atmésfera. Se designa como PM2,5 al ma-
terial particulado cuyo diametro aerodinamico es
menor a 2,5 micrones. Se designa como PM10 al
material particulado de diametro aerodinamico
menor a 10 micrones [6].

El material particulado afecta a la vegetacién
circundante, generando alteraciones en la foto-
sintesis, cambios en la composicién quimica del
suelo y modificaciones en el crecimiento y re-
produccion de las plantas [7]. La vegetacidon ex-
puesta a contaminantes atmosféricos presenta
lesiones como la caida de flores y en la mayoria
de casos pierden su color, se ven invadidas por
particulas que descansan sobre sus hojas, oca-
sionando que estos vegetales estén expuestos a
cambios fisicos 0 quimicos que se pueden mani-
festar en los distintos 6rganos de la planta, como
por ejemplo en la reduccién del crecimiento de la
radicula y la planta en general, el enrollamiento

foliar, manchas, clorosis, necrosis; existiendo una
mayor afeccién en plantas que se encuentren en
areas con mas contaminantes [8]. Entre los en-
sayos con plantas vasculares recomendados para
la evolucion de efectos fitotoxicos, se encuentran
aquellos que recurren al uso de semillas de plan-
tas terrestres, evaluando principalmente el efecto
de los contaminantes en el proceso de germina-
cion, desarrollo y establecimiento de las plantulas
en los primeros dias de crecimiento [9].

Investigaciones realizadas en el Centro de Es-
tudios Ambientales (CEA) de la Universidad de
Cuenca, Ecuador determinaron que el material
sedimentable recolectado en el area urbana de la
ciudad de Cuenca afectd al desarrollo del vegetal
[10]. Por tanto, los contaminantes atmosféricos
causan efectos adversos sobre los vegetales, no
obstante, a ciencia cierta, se desconoce el efecto
del PM10 sobre estos. De alli la importancia que
adquieren los bioensayos llevados a cabo con es-
pecies terrestres, consideradas sensibles (Bras-
sica oleracea, Lactuca sativa, Raphanus sativus,
Nasturtium officinale, Zea mays), que en un menor
tiempo de exposicion y sin requerir equipamiento
sofisticado ni altos costos, resultan sumamente
Gtiles para ser aplicados en muestras ambien-
tales 0 en el monitoreo de procesos toxicos [11]
[12]. Este bioensayo se basa en el crecimiento de
la raiz e hipocétilo como puntos finales de lectura,
al ser estas partes mas sensibles a la toxicidad
[10]. Cabe mencionar que la elongacion de la ra-
dicula e hipocétilo son indicadores muy sensibles
en la evaluacion de efectos fitotoxicos [13].

El objetivo del presente trabajo es determinar
el efecto fitotdxico de extractos acuosos de PM10,
recolectados en tres puntos estratégicos de la
ciudad de Cuenca, relacionando el efecto con la
concentracion de metales pesados presentes en
el mismo, mediante un bioensayo en las semillas
de lechuga (Lactuca sativa), rabano (Raphanus
sativus) y brocoli (Brassica oleracea italica).

2. METODOLOGIA

2.1 Zona de estudio

Las muestras de PM10, empleadas para desa-
rrollar el trabajo, fueron facilitadas por la empre-
sa de movilidad, Transito y Transporte (EMOV EP)
de la ciudad de Cuenca, las mismas que se mo-
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nitorearon con equipos semiautomaticos de alto

volumen durante 24 horas consecutivas de expo-

sicion, durante el ano 2014. Las estaciones se en-

cuentran distribuidas a lo largo de la ciudad (Fig.

1), cuyas coordenadas se detallan en la Tabla 1.
Fig. 1. MAPA DE UBICACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO

N
Estaciones de monitoreo de PM10 en la ciudad de Cuenca F
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Fuente: Los autores

2.2 Numero de muestras

Por cada punto de monitoreo se analizaron
dos filtros, uno de maxima y otro de minima con-
centracion, con la finalidad de evaluar si el efec-
to fitotéxico depende de las concentraciones de
material particulado y presencia de las especies
guimicas determinadas en este.

2.3 Ensayos de fitotoxicidad

Para los ensayos de fitotoxicidad se empleé
un método de prueba estatica de toxicidad agu-
da en 120 horas de exposicion, el mismo que
evalla los efectos fitotdxicos del PM10 en el pro-
ceso de germinacion de las semillas y en el desa-
rrollo de las plantulas durante los primeros cinco
dias de crecimiento (radicula e hipocétilo) [13].

2.4 Ensayo de viabilidad

Para los ensayos de viabilidad se consideraron
seis especies distintas de semillas: lechuga (Lac-
tuca sativa), rdbano (Raphanus sativus), cebolla
(Allium cepa), remolacha (Beta vulgaris), nabo
(Brassica rapa) y brocoli (Brassica oleracea italica).

Para el bioensayo se utilizaron aquellas espe-
cies cuyo porcentaje de germinacion fue mayor
al 90%, lechuga (Lactuca sativa), rabano (Ra-
phanus sativus) y brécoli (Brassica oleracea ita-
lica).

Las semillas empleadas presentaron las si-
guientes caracteristicas: pureza: 99,90%; germi-
nacion: 85%; material inerte: 10%; fecha de expi-
racion: 6/2018 [14].

2.5 Obtencion del extracto acuosoluble de
PM10

El material particulado contenido en los fil-
tros se extrajo con agua ultra pura, por ultra-
sonicacion durante 30 minutos a temperatura
ambiente, empleando un ultrasonido marca
Cole-Parmer 8894. Por cada filtro se obtuvieron
120 mL de solucion o extracto acuoso. Poste-
riormente el extracto acuoso fue centrifugado a
2500 g durante 30 minutos para sedimentar la
materia insoluble. Las soluciones frescas pre-
paradas fueron almacenadas a 4 °C para su
posterior empleo en el ensayo de fitotoxicidad y
analisis de metales pesados.

2.6 Caracterizacion de PM10

El método analitico empleado para determi-
nar la presencia de metales en los filtros fue el
Método de la Agencia de Proteccion Ambiental
por sus siglas en inglés EPA 30052, “Acid diges-
tion of waters for total recoverable or dissolved
metals for analysis by flaa or icp spectrosco-
py”, el cual contempla la digestion acida en la
que toda muestra se acidifica en el momento
de recogida con acido nitrico. En el analisis, la
muestra se calienta con acido y es reducido
sustancialmente en volumen. El digestato se fil-
tra y nuevamente su volumen es disminuido, es-
tando lista para obtener su resultado. Para ello
se empled el equipo de absorcion atémica EAA
Perkin Elmer AA400.

2.7 Preparacion de diluciones

Con el fin de determinar la fitotoxicidad a dis-
tintas concentraciones de PM10, se prepararon
diluciones seriadas con un factor de 10 y con un
medio de dilucion agua desionizada, obteniendo
concentraciones menores a partir de una concen-
tracion madre.

Por cada muestra de papel filtro se prepararon
4 diluciones (100 %, 10 %, 1 %, 0.1 %), y un con-
trol negativo (agua destilada).
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2.8 Bioensayo

El bioensayo se basd en el método adaptado
por Sobrero y Ronco [15] en el laboratorio del
Centro de Estudios Ambientales. Las pruebas se
realizaron con una exposicion de los extractos a
120 horas. El anélisis de las muestras se hizo por
triplicado para cada concentracion (control nega-
tivo; 100%; 10%; 1%; 0,1%).

2.9 Condiciones del bioensayo

En la Tabla Il se resume las condiciones am-
bientales en las cuales se hizo el bioensayo.

2.10 Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se empled el pro-
grama IBP-SPSSTM version 23.0 aplicando las
pruebas ANOVA, Kruskal-Wallis, test de compara-
cion maltiple de Dunn, U de Mann-Whitney.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Pruebas de viabilidad

Los resultados de las pruebas de viabilidad he-
chas a las seis especies de semillas se muestran
en la Tabla lll.

Tabla |
COORDENADAS DE LOS PUNTOS DE MUESTREO DE PM10
Codigo Nombre Ubicacion Latitud Longitud
EIE Escuela Ignacio Escandéon | Avenida Loja y Calle Ignacio de Rocha -2.916303° | -79.034047°
MUN Municipio Calle Simén Bolivar y Calle Presidente Borrero | -2.897001° | -79.003000°
CCA Colegio Carlos Arizaga Calle J. Lavalle y Calle A. Ricaurte -2.880532° | -78.980024°

Fuente: Los autores

Tabla Il
RESUMEN DE LAS CONDICIONES DEL BIOENSAYO

Tipo de ensayo Estatico
Duracion de la prueba 120 horas
Temperatura 22,5°C
Humedad 47,7 %
Volumen de la solucion de prueba 5,0 ml
Nimero de vegetales 3,0
Nimero de réplicas por concentracion 3,0
Ndmero de organismos por dilucion 20,0
Ndmero de tratamientos 5 (control negativo; 100 %; 10 %; 1 %; 0,1 %)

Fuente: Los autores

Tabla Ill
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE VIABILIDAD PARA CADA ESPECIE
% De germinacion
Semilla Prueba 1 Prueba 2
Lactuca sativa 100% 85%
Raphanus sativus 100% 100%
Allium cepa 60% 75%
Beta vulgaris 90% 85%
Brassica rapa 90% 85%
Brassica oleracea italica 100% 95%

Fuente: Los autores
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Las semillas de Raphanus sativus, Brassica
oleracea italica y Lactuca sativa presentan una
germinacion mayor al 90%, estas semillas se uti-
lizaron para el bioensayo concordando con las
recomendadas por la Agencia de Proteccion al
Medioambiente y por la Administracion de Dro-
gas y Alimentos, por su sensibilidad en compara-
cion con otras plantas [14] [15].

Los resultados corroboran ciertos estudios
donde utilizan estos vegetales para realizar
bioensayos. En el estudio de evaluacion de la
toxicidad de los suelos mediante bioensayos
con semillas se obtuvo un valor mayor al 90%
de germinacion en el Brassica oleracea italica,
Lactuca sativa, Phaseolus vulgaris y Zea mays
[15]. En otro estudio denominado Bioensayo de
germinacién de Lactuca sativa (L.) en la deter-
minacién de calidad de agua en represas para
riego se reportd un porcentaje de germinacién
mayor al 90% [16].

3.2 Caracterizacion de metales pesados

La Tabla IV expone los resultados de la carac-
terizacion de metales pesados en las seis mues-
tras de PM10 para los diferentes puntos de mo-
nitoreo.

Las muestras analizadas reportan para el Cd,
Mn y Ni la mayor concentracion en la estacion
3-405™" con un valor de 4,694 ng/m3, 55,532
ng/m3y 62,401 ng/m3, respectivamente, los va-
lores pertenecientes al Cd y Mn se encuentran
por debajo del limite maximo permisible que es-
tablece un valor de 5 ng/m3 para el Cdy 150 ng/
ms3 para el Mn valores determinados por la OMS,
mientras que el niquel sobrepasa el limite maxi-
mo establecido 20 ng/ms3 por los estandares de
calidad del aire de la legislacién de Estados Uni-
dos [14] [17].

En el reporte de la concentracion del Pb se
evidencia que el maximo valor detectable es de
9,35 ng/m?3 en la muestra 1-460" y el menor
valor es de 3,875 ng/m3 en la estacion 2-460"
valores que se encuentran por debajo del limi-
te permisible establecido por la OMS (500 ng/
m3). Este resultado podria asociarse al elevado
trafico vehicular, ya que este compuesto tiene su
origen en el sistema de escape de los vehiculos,
por el empleo de combustibles [18].

3.3 Porcentaje de germinacion

La Tabla V presenta la media de los porcenta-
jes de germinacion de los tres tipos de semillas
empleados en los bioensayos a los diferentes tra-
tamientos aplicados. Las pruebas se hicieron por
triplicado para descartar cualquier tipo de error.

La Tabla V muestra que el porcentaje de germi-
nacion del Brassica oleracea italica es menor al
registrado por el Raphanus sativus y Lactuca sati-
va, quienes cumplen con las especificaciones re-
portadoas por el fabricante (germinacion > 85%).

Determinacion de fitotoxicidad

Las figuras 2 y 3 presentan el efecto fitotoxico
de los extractos acuosos de PM10 sobre la inhibi-
cion del crecimiento en raiz e hipoc6tilo en semi-
llas a diferentes tratamientos.

El estudio encontrd que los extractos acuosos
del material particulado PM10, de las estaciones
2-460 y 2-447 (Figs. 2 y 3), presenta inhibicion al
crecimiento del hipocétilo para los diferentes tra-
tamientos aplicados en las tres especies ensaya-
das, estos resultados reflejan los de Garcia et. al,
[10] donde a mayores concentraciones se registra
una mayor inhibicién al crecimiento. Esto podria
atribuirse a la presencia de metales como el ni-
quel, el cual resulta ser toxico a concentraciones
que oscilan entre 0,19 umol g-1 y 0,85 umol g-1
en peso seco de planta, e incluyen la inhibicion
del crecimiento de la raiz y la aparicién de cloro-
sis entre las venas de las hojas [19], otro posible
efecto seria que el plomo inhibe la germinacion
de las semillas y retarda el crecimiento de las
plantas, ademas presenta sintomas especificos,
los cuales consisten en una disminucién del por-
centaje e inhibicion de la germinacion [20]. Un
hallazgo novedoso se observa para el caso del
Raphanus sativus y Lactuca sativa, en la estacion
3-405, en el que a pesar de registrar las mayores
concentraciones de metales pesados (Ni, Mn), el
efecto fitotoxico se produce con los tratamientos
al 10,0% y al 0,10% para el caso del Raphanus
sativus y al 0,1% para la Lactuca Sativa. Este he-
cho podria atribuirse a que la estacion se localiza
a 300 m al sur del parque industrial donde se re-
gistran industrias de produccién de hierro, acero
y ceramica [21]. Un resultado que llama la aten-
cion es que la semilla mas sensible a los trata-
mientos es Lactuca sativa, ya que todos los casos
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Tabla IV
CARACTERIZACION DEL PM10 EN LO REFERENTE A METALES PESADOS

Estaciones de Monitoreo de PM10

Metales ng/m3 1-423" 1-460" 2-447 ™ 2-460" 3-405" 3-425"
Cadmio <0,614 4,576 < 0,606 0,674 4,694 <0,634
Manganeso 36,259 39,517 24,886 24,151 55,532 27,275
Niquel 9,833 18,719 39,453 42,685 62,401 27,910
Plomo <3,072 9,359 < 3,034 3,875 <2,862 <3,171

Concentraciones de metales pesados en tres sitios de monitoreo (“*) estaciones con concentraciones de PM10 que varian entre
(17,04 pg/mdy 29,10 pg/m?3) () estaciones con concentraciones de PM10 que oscilan entre (28,45 ug/mdy 52, 44 ug/md). Los
codigos: 1-423 y 1- 460; 2-447 y 2-460; 3-405 y 3-425 corresponde a las estaciones: Escuela Ignacio Escandén (EIE), municipio
(MUN) y Colegio Carlos Arizaga (CCA), respectivamente.

Fuente: Los autores

Tabla V
MEDIA DE LOS PORCENTAJES DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE LAS TRES ESPECIES, EN LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS DE PM10

Estaciones Concentracion Brocoli Rabano Lechuga
100 90 88 90
10 88 88 88
1-423*"
1 87 88 97
0,1 83 88 90
100 88 90 93
10 87 88 90
1-460"
1 95 95 93
0,1 78 90 92
100 85 90 93
10 82 88 95
2447
1 82 85 93
0,1 82 85 93
100 88 90 95
10 82 88 95
2-460"
1 92 90 92
0,1 83 87 88
100 90 90 93
10 85 87 92
3-405™
1 90 92 93
0,1 87 88 90
100 85 88 92
10 90 90 88
3-425"
1 82 90 92
0,1 78 88 90
100 100 100 98
10 100 100 98
Control
1 97 100 97
0,1 100 100 100

Los cadigos: 1-423 y 1-460; 2-447 y 2-460; 3-405 y 3-425 corresponden a las estaciones: Escuela Ignacio
Escandon (EIE), municipio (MUN) y Colegio Carlos Arizaga (CCA), respectivamente.

Fuente: Los autores
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Fig. 2. EFECTO FITOTOXICO MEDIANTE BIOENSAYO DE INHIBICION EN EL CRECIMIENTO DE RAIZ
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Fuente: Los autores
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Fig. 3. EFECTO FITOTOXICO MEDIANTE BIOENSAYO DE INHIBICION EN EL CRECIMIENTO DE HIPOCOTILO
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Fuente: Los autores
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inhibieron el crecimiento del hipocétilo [13] [22].
La estacion 2-447 inhibe el crecimiento de la raiz
al 100%, 10% y 1% del Brassica oleracea italica,
para el caso del Raphanus sativus al 10%, 1% y
0,1%, finalmente, para el caso de Lactuca sativa
al 0,1%, en esta Ultima también la estacion 2-460
y 3-405 producen el mismo efecto a concentra-
ciones de 100% y 0,1%, respectivamente; esto se
puede atribuir a la presencia de niquel. Al revisar
la literatura no se encontraron estudios que eva-
lGen la fitotoxicidad de este contaminante, razén
por la cual no se conoce con certeza cual es el
componente del PM10 especifico que afecte las
especies vegetales estudiadas. En futuras investi-
gaciones, se podrian utilizar sustancias puras que
sean componentes del PM10, para evaluar la rela-
cion de cada una de ellas con el efecto inhibitorio.
Se encontrd también que a diferentes concentra-
ciones se tiene un efecto estimulante mayoritario
en la raiz, seguido del hipoc6tilo, tanto del brécoli,
Raphanus sativus y Lactuca sativa. Lo que llama
la atencion es el resultado de la estacion 2-447
la cual resulto ser la mas critica, ya que inhibio el
crecimiento de raiz e hipocétilo en las tres semi-
llas. Este comportamiento podria atribuirse a que
la estacion se encuentra localizada en el centro
histérico (MUN), zona de elevado trafico vehicular,
lo cual permite suponer que existe una sinergia
entre metales pesados contenidos en el PM10,
muchos de los cuales no fueron analizados. Los
resultados de esta investigacion, utilizando semi-
llas, indica una amplia variedad en respuesta a
los metales, concordando con lo manifestado por
Deng et. al y Lytle and Lytle [23] [24].

4. CONCLUSIONES

Las emisiones de material particulado PM10
causan severos danos, entre ellos la alteracion en
la fotosintesis, modificaciones en el crecimiento
y reproduccion de las plantas. Se identifico que
la especie Lactuca sativa presente mayor sensi-
bilidad a los tratamientos del extracto acuoso de
PM10. La estacién localizada en el centro histérico
de la ciudad resulto ser la mas significativa, afec-
tando las tres especies ensayadas, reportandose
una mayor concentracion de niquel y manganeso.
Los tratamientos inhibieron en mayor porcentaje
al hipocétilo, antes que a la raiz. Esta investiga-
cion es importante por los efectos asociados al
PM10. Futuras investigaciones deben caracterizar

metales que no han sido considerados en este
estudio, asi como compuestos organicos que po-
drian estar presentes en los extractos acuosos. Se
recomienda a las entidades de control ambiental,
implementar programas de monitoreo continuo
para valorar los efectos ocasionados a largo plazo
y proporcionar informacién para elaborar un mar-
co normativo en funcion de los metales pesados.
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