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EFECTO DE LA SALINIDAD EN LA CAPACIDAD DE BIOACUMULACION DE
PLOMO EN EL ALGA VERDE RHIZOCLONIUM RIPARIUM (ROTH) HARVEY

(CHLOROPHYCEAE, CLADOPHORALES)

THE EFFECT OF SALINITY ON THE BIOACCUMULATION CAPACITY OF LEAD ON GREEN ALGA
RHIZOCLONIUM RIPARIUM (ROTH) HARVEY (CHLOROPHYCEAE, CLADOPHORALES)
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Resumen

Bioensayos con algas se han convertido en una herramienta practica para el manejo y control de la contamina-
cioén por sustancias toxicas, en parte por sus propiedades ecologicas y fisioldgicas para responder a un amplio
espectro de situaciones ambientales. El presente estudio evaluo la capacidad de acumulacion de plomo (Pb) en
el alga verde Rhizoclonium riparium en condiciones de laboratorio. Especimenes del alga fueron expuestos a
concentraciones de 0,1, 1,0, 10 y 15 pg/ml de plomo por periodos de 2, 12, 24 y 144 horas a diferentes concen-
traciones de salinidades (0, 5, 15, 30 y 60%o). Las concentraciones de metal fueron determinadas por
espectrofotometria de absorcion atomica. Las mayores tasas de acumulacion del metal fueron encontradas a
una salinidad de 15%o. Las concentraciones de metal en el alga mostraron un patrén lineal que incrementd con
la exposicion en el tiempo. Los resultados encontrados permiten concluir que la capacidad de acumulacion de
plomo en esta especie esta influenciada por la salinidad del agua de mar y es funcion de la concentracion de
metal en el medio y del tiempo de exposicion, registrando su mayor capacidad de acumulacion entre 1y 1,0 pg/
ml. De acuerdo al patron lineal de acumulacion del metal registrado a diferentes salinidades, se puede afirmar
que el alga verde puede ser considerada como una planta indicadora de los niveles de plomo en aguas
costeras, con base en su dinamica de bioacumulacion.
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Abstract

Algal bioassays have been used as a practical tool for environmental control of pollution by toxic substances,
mainly due to their feasibility in responding to a variety of environmental situations. This study evaluated the
capacity of lead (Pb) accumulation by the green alga Rhizoclonium riparium under a set of laboratory conditions.
Algal thalli were exposed to lead concentrations (0.1, 1.0, 10, and 15 pg/ml), during a period ranged from 2, 12,
24, and 144 hours. The capacity of metal absorption was also examined under a set of salinity conditions (0, 5,
15, 30, and 60%o). Metal concentrations were determined by using an atomic absorption spectrophotometer.
The highest metal accumulation rates were found at 15%o of salinity and between 1 and 1.0 pg/ml of lead
concentration. Bioaccumulation of lead in algal tissues displayed a linear pattern proportionally with exposure
time. These results indicated that accumulation capacity of the green alga is directly influenced by salinity and
is a function of metal concentration, and exposure time. Finally, the study suggested that this species could act
as indicator of lead concentrations in coastal waters, based on the algal kinetics of lead biosorption.

Key words: accumulation, lead, salinity, seaweed, bioassays.

INTRODUCCION en buenos indicadores de cambios en la calidad del
Las comunidades de algas responden por lo gene- agua (Wang y Lewis, 1997). Recientes estudios
ral a los impactos antropogénicos, como el exceso consideran una serie de atributos especificos para
de nutrientes y sustancias toxicas, convirtiéndose asi catalogar estas plantas como indicadores ecologicos
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(Costay Liss, 1999; Schiever y Wong, 2000). Los
ciclos de vida cortos las hace bioindicadoras ade-
cuadas para impactos a corto plazo; los habitos de
fijacion de la mayoria de las especies hacen que
sean afectadas directamente por los cambios fisi-
cos y quimicos en la columna del agua; son sensi-
bles a contaminantes que no tienen efecto sobre
organismos heterotroficos, y ademas, son facilmente
muestreables (Levine, 1984; Wilcox et al., 1998).

Los bioensayos con algas se han convertido en una
herramienta practica para el manejo y control de la
contaminacion por metales pesados, principalmen-
te por su capacidad de absorber metales desde el
agua. Sin embargo, es importante considerar que
existen factores fisicos y bioldgicos que afectan la
acumulacion de metales; entre los que se encuen-
tran la temperatura, luz, estacionalidad, pH, salinidad
entre otros (Lobban y Harrison, 1994;Wang y
Lewis, 1997). Por lo tanto, al estudiar una especie
como indicador de contaminacion deben conside-
rarse algunas caracteristicas fisico-quimicas de su
ambiente acuatico.

La Bahia de Buenaventura constituye el principal
Puerto en la costa del Pacifico de Colombiay el de
mayor trafico del pais. Como resultado de estas
actividades comerciales e industriales, recibe gran-
des cantidades de descargas organicas e industriales
que causan problemas a la calidad de agua de la
bahia y la carga nutriente permanente (Cantera,
1991). En el interior de la bahia, sobre la Isla Casca-
jal, se encuentra la ciudad de Buenaventura, que es
la zona de mayor densidad poblacional en el Pacifico
colombiano y genera aproximadamente 6.000 tone-
ladas métricas de DBO /afio de materia organica
(PNUMA, 1999). En el Pacifico colombiano, la sa-
linidad alcanza valores que varian entre 30,5 y 33%o
en las zonas oceanicas y es cercana a 20%o en las
aguas que bordean el continente. Las variaciones
de salinidad en las aguas costeras de la bahia estan
determinadas principalmente por las fluctuaciones
de los caudales de agua dulce y el régimen mareal
(Cantera, 1992). Las aguas mas saladas se
presentan hacia el exterior de la bahia por 1a mayor
influencia marina, y en el interior, por la accion de
los rios, se encuentran las aguas menos salobres.
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El proposito de este trabajo fue evaluar el efecto de
la salinidad sobre la capacidad de acumulacion de
plomo (Pb) en el alga Rhizoclonium riparium
(Roth) Harvey, expuesta a diferentes rangos de
salinidad y a diferentes tiempos de exposicion.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La colecta de material para los
ensayos de laboratorio se realizé en la bahia de
Buenaventura (Valle del Cauca), Colombia (3° 54"
Ny 77°0,5' O). Labahia tiene 16 km de largo, 3-
5 km de ancho y un area aproximada de 70 km?
con una profundidad maxima de 15 m en el cauce
central (Cantera, 1991). Se tomaron datos de
salinidad y concentracion de metales en tres esta-
ciones de muestreo (desembocadura del rio Dagua,
Isla Cangrejo y Punta Soldado), correspondiendo
su ubicacion a la parte interna, central y final de la
bahia respectivamente.

Organismo de estudio. El alga verde, R. riparium
es muy comun en ambientes marinos y salobres,
asociada igualmente a ambientes pantanosos de
humedales y marismas (Hoek, 1995). Epifitas a las
raices aéreas de los arboles de mangle rojo
(Rhizophora sp.) y de los neumat6foros del man-
gle negro (Avicennia sp.). Las poblaciones de al-
gas, las cuales contribuyen con una biomasa impor-
tante en la zona intermareal a lo largo del estuario
(Penaetal., 1999), dentro de estas poblaciones se
encuentra R. riparium, formando filamentos den-
sos a lo largo de la zona intermareal (Pefa, 1998).
Esta especie se caracteriza por tener filamentos sim-
ples con ausencia de ramas rizoidales, cilindricos o
con ligeras constricciones, de 20 a 55 pm de dia-
metro. Cuando presenta pequeias ramas rizoidales
simples, rara vez estan constituidas por mas de una
célula. Sin embargo, la presencia de estas ramas es
poco frecuente (Schnetter y Bula, 1982).

Condiciones experimentales. Se colectaron
aproximadamente 0,5-1,0 kg de peso fresco de R.
riparium, en tres areas de la bahia de Buenaventu-
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ra durante marea baja. El material se lavé con agua
destilada para eliminar sedimentos, se empac6 en-
vuelto en toallas de papel absorbente y luego en
bolsas sellables de polietileno, de acuerdo al pro-
cedimiento de West y Calumpong (1988). Para el
establecimiento de los cultivos se empled medio de
agua de mar enriquecida (f2), a salinidad de 15%eo,
siguiendo el procedimiento de Guillard (1975). El
material vegetal se cultivo en vasos Boeco® de 600
ml, los cuales se mantuvieron en camara ambiental
auna temperatura de 26 °C y una intensidad luminica
de 40-70 pmol/m?s™'; con un fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas oscuridad. Las algas se
mantuvieron en inmersion continua en el medio de
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cultivo para su crecimiento dentro de la camara
ambiental.

Los bioensayos se realizaron a concentraciones de
0,1,1,0, 10 y 15 pg/ml de plomo, por periodos de
exposicionde 2, 12, 24 y 144 horas, y cinco niveles
diferentes de salinidad (0, 5, 15, 30 y 60%o). Se
tuvieron 80 combinaciones, como resultado de los
experimentos descritos. Cada combinacion se hizo
por triplicado, para un total de 240 muestras
analizadas. Luego de un periodo de aclimatacion
de 36 horas, se adicion6 la solucién de plomo
necesaria para cada una de las concentraciones
requeridas (tabla 1).

Tabla 1. Condiciones experimentales de los bioensayos de plomo (Pb) en Rhizoclonium riparium

Variables Condicion
Temperatura 26+2°C
Intensidad luminica 40-70 mmol/m?s’!
Fotoperiodo 12 horas luz : 12 horas oscuridad
Envase prueba frascos de vidrio de 600 ml
Volumen de exposicion 500 ml
Unidad muestral 1,5 g de alga (peso humedo)
Metal de exposicion plomo (Pb)
Concentraciones de exposicion 0,1,1,0,10y 15 pg/ml
Tiempos de exposicion 2,12, 24 y 144 horas
Salinidades de ensayo 0,5, 15,30 y 60%0

Medio de cultivo

agua de mar enriquecida (f2)

N.° de réplicas por concentracion, tiempo y salinidad 3

Tamaio de muestra (n)

240

Analisis quimico. Las concentraciones de plomo
en el tejido algal fueron determinadas de acuerdo
a los métodos estandar (Clesceri et al., 1995) en
un equipo de espectrofotometria de absorcion
atomica, expresandose todas las concentraciones
del metal en pg/g de peso seco. El porcentaje de
metal absorbido por R. riparium a las cinco
diferentes salinidades para cada una de las
concentraciones del metal durante todos los
periodos de tiempo de los bioensayos, se deter-
mino por la diferencia entre la concentracion ini-

cial de exposicion al metal y la concentracion en-
contrada en el alga al finalizar el ensayo.

Analisis de datos. La tasa de acumulacion de plo-
mo por unidad de biomasa de alga fue calculada a
partir del modelo de absorcion de Langmiur (q,),
utilizando la ecuacion q, =q_ bC,/ 1+bC, (Stirk y
Staden, 2000); donde ¢ _  refleja la capacidad
maxima de acumulacion de metal por gramo de peso
seco del alga; y C,y C, son las concentraciones de
metal inicial y final en el medio de cultivo. El por-
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centaje de acumulacion de plomo en el alga a di-
ferentes salinidades y relativo a los diferentes ni-
veles de concentracion del metal, fue estimado
usando un modelo lineal general (MGL). Los va-
lores seleccionados para el nivel de confiabilidad
y error de b, fueron 0,95 y 0,05, respectivamente.
Todos los analisis estadisticos fueron realizados
usando el paquete estadistico SPSS version 9.0.
Adicionalmente, se realizé un analisis de
correspondencia candnica para evaluar la
correlacion de la salinidad vs. la concentracion de
plomo en poblaciones naturales de R. riparium
en la bahia de Buenaventura, usando el programa
Sigma Plus.

RESULTADOS

La tasa de acumulacion de plomo en R. riparium,
aumento6 con el tiempo de exposicion al metal,
correspondiendo los periodos mas cortos de
exposicion a los menores valores de acumulacion.
Los maximos valores de acumulacion de plomo en
R. riparium se obtuvieron en los ensayos de
exposicion durantel44 horas (figura 1). Los
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resultados de la relacion porcentual de la acumula-
cion del metal en el tejido algal con respecto a la
concentracion inicial de exposicion, revelaron que
en general a menores concentraciones del metal se
alcanzaron mayores porcentajes de acumulacion en
el alga (tabla 2). El mayor porcentaje de acumula-
cioén de plomo en R. riparium se alcanzé en los
tratamientos con 0,1 pg/ml. Las algas expuestas a
estas bajas concentraciones de metal entre 0,1 y
1,0 ug/ml presentaron una rapida absorcion entre
las 2 y 12 horas de exposicion, seguida por una
absorcion mas lenta después de las 24 hasta las 144
horas de exposicion (figura 1). Los experimentos
con tratamientos salinos mostraron que la mayor
acumulacion del metal se present6 en los ensayos
con 15%o de salinidad, mostrando un indice de co-
rrelacion entre la concentracion de metal y la
salinidad significativamente alto (R? =0,92; P <
0,01). Los valores mas bajos de acumulacion se
presentaron a salinidades de 0 y 60%o (figura 2).
Los resultados del porcentaje de acumulacion en el
alga se resumen en la tabla 3. La correlacion entre
la tasa de acumulacion y los valores de salinidad en
el medio disminuy6 a medida que la salinidad se
alejo de 15%o (figura 3).

Tabla 2. Acumulacion promedio de plomo (PB) en Rhizoclonium riparium a
diferentes tiempos exposicion, a concentraciones de exposicion de plomo entre
0,1 a 15 pg/mly salinidades de 0 a 60%o (N =N.° de repeticiones por tratamiento)

Tratamiento N Promedio Desviacion estandar
Tiempo 80 0,036 0,053
Concentracion 80 0,058 0,036
Salinidad 80 0,047 0,029
Total 240 0,045 0,039

Tabla 3. Porcentaje (%) de acumulacion de plomo (Pb) en Rhizoclonium
riparium a diferentes concentraciones de salinidad entre 2 y 144 horas de

exposicion (N = 240)

Niveles de exposicion de Pb (%)

20

Salinidad 0,1 pg/ml 1,0 pg/ml 10 pg/ml 15 pg/ml
0% 1,67 1,49 0,18 0,10
5%o 8,33 2,93 0,46 0,43
15%o 21,67 6,68 1,42 1,25
30%o 1,67 0,74 0,29 0,25
60%o 0,83 0,08 0,05 0,06
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Figura 1. Patron de acumulacion de plomo (Pb) en Rhizoclonium riparium a diferentes salinidades (%o), para cada uno de
los tiempos de exposicion y concentraciones en medio de cultivo de 0,10 pg/ml (A), 1 pg/ml (B), 10 pg/ml (C) y 15 pg/ml (D)

Pb en R. riparium (mg/g)

Figura 2. Acumulaciéon promedio de plomo (Pb) en
Rhizoclonium riparium a diferentes salinidades durante
bioensayos de 2 a 144 horas. Las lineas representan los
niveles de concentracion de plomo pg/ml a los cuales se
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Figura 3. Relacion entre la concentracion de plomo (Pb)
en Rhizoclonium riparium y las concentraciones de
exposicion en tratamientos realizados a diferentes
salinidades en bioensayos de 144 horas. Las lineas
representan las salinidades evaluadas en los bioensayos
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El comportamiento de la acumulacion de plomo
en R. riparium bajo condiciones de laboratorio,
fueron consistentes con los analisis de correlacion
canonica entre la salinidad del agua de mar y la
concentracion de metal en poblaciones naturales
del alga en la bahia de Buenaventura (figura 4).
Estos resultados muestran una consistencia entre
las tasas de acumulacion registradas en los ensayos
de laboratorio y las salinidades promedio
encontradas en la bahia de Buenaventura, en un
rango entre 15y 20%eo (figura 5).
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Figura 4. Correlacion canodnica de la salinidad vs. la
concentraciéon de plomo (Pb) en poblaciones naturales de
Rhizoclonium riparium en la bahia de Buenaventura (Valle
del Cauca), Colombia
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Figura 5. Salinidad promedio en tres estaciones de
muestreo en la parte exterior (Punta Soldado), central (Isla
Cangrejo) e interior (Dagua) de la bahia de Buenaventura
(Valle del Cauca), Colombia. (Datos tomados en marea
subiendo), durante julio, 2002 y agosto, 2003. Las lineas
verticales representan la desviacion estandar
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que
el patron general de acumulacion de plomo en R.
riparium es proporcional a la concentracion de metal
en el medio, en especial, a bajas concentraciones y
en las primeras horas de exposicion. Este comporta-
miento ha sido ampliamente documentado en espe-
cies de macro y micro algas donde la acumulacion
de metales en el organismo es funcion de la dispo-
nibilidad de los contaminantes y del tiempo de
exposicion a ellos (Baker y Walter, 2000; Levine,
1984; Seeliger y Edwards, 1977; Wilcox et al.,
1998). Estudios de laboratorio y de condiciones in
situ han demostrado que la concentracion de metales
en algas marinas refleja la concentracion de estos
en el ambiente (Morris y Bale, 1975; Powell, 1997;
Veray Wilkinson, 2002). En Chlorella vulgaris se
evidencio que la tasa de absorcion de plomo es fun-
cion de la concentracion de este metal en el medio
(Schiewer y Wong, 2000). Wang y Lewis (1997)
estudiaron la acumulacion de cadmio (Cd), cromo
(Cr), selenio (Se) y zinc (Zn) en las macroalgas Ulva
lactuca 'y Gracilaria blodgettii encontrando que
la tasa de acumulacion en el alga decrece con el
incremento de la concentracion del metal e
indicando que estas algas tienen una mayor res-
puesta de acumulacion a menores concentraciones
de metal. Igualmente, los resultados pioneros de
Bryan (1969) demostraron que la tasa de
absorcion de zinc en Laminaria digitata dismi-
nuia a altas concentraciones del metal, resultando
valores muy bajos del factor de bioconcentracion,
a concentraciones altas de zinc.

El patron de la tasa de absorcion observada en R.
riparium sugiere que el proceso se da en dos etapas
(Levine, 1984; Lobban y Harrison, 1994). Una etapa
inicial que se caracteriza por ser la fase rapida del
proceso, y se da cuando los metales son absorbidos
en la superficie del alga por atraccion electrostatica
a los sitios cargados negativamente. La segunda
etapa mas lenta, los iones metélicos son transporta-
dos a través de la membrana celular y dentro de los
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organelas intracelulares (Chong et al., 2000;
Sanchez-Rodriguez et al., 2001). Al respecto, Reed
y Gadd (2000) propusieron que la acumulacion de
metales en algas es un proceso generalmente
representado por una fase activa y otra pasiva. Se
ha sugerido que la fase de acumulacion activa, esta
menos limitada por factores externos que afectan el
metabolismo tales como temperatura, luz, pH y
salinidad, por cuanto se realiza de manera mas
rapida. Se ha sugerido que en algas bénticas, la
incorporacion de plomo se realiza de forma pasiva
con participacion de polisacaridos cargados en la
pared celular y en la matriz intracelular (Lobban y
Harrison, 1994). Mas recientemente, Baker y
Walter (2000) sugirieron que los diferentes patrones
de acumulacion de metales en plantas pueden estar
relacionados con los mecanismos de tolerancia. Para
esto describieron tres estrategias basicas que se
asocian a tres modelos lineales: 1) la estrategia de
exclusion, se da cuando la concentracion de metal
en la planta esta por encima del rango de
concentraciones del metal en el medio, sugiriendo
que la concentracion en la planta se mantienen a
un nivel bajo constante hasta que se alcanza una
concentracion critica en el ambiente,
presentandose toxicidad y transporte no restringido
del metal en la planta; 2) la estrategia de
acumulador, se da cuando los metales se
concentran activamente en los tejidos, por encima
del rango de concentracion del ambiente,
implicando una fisiologia altamente especializada;
y 3) la estrategia de indicador, que ocurre cuando
la captacion de metales y el transporte al interior
de la planta son regulados, u ocurre la acumulacion
pasiva, de modo que las concentraciones internas
reflejan exactamente las concentraciones externas.

La correlacion de tipo lineal obtenida entre la
acumulacién de plomo en R. riparium a
salinidades de 15%0 y la concentracion de
exposicion del metal, revelaron un patron de
captacion de metales caracteristico de organismos
indicadores. Particularmente, los bioindicadores
son organismos sensibles al estrés por
contaminacion, y responden a este factor por
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alteraciones en sus procesos vitales (indicadores
de respuesta) o por acumulacion de los
contaminantes (indicadores de acumulacion)
(Larcher, 1995). En ambos casos, desarrollan
estrategias de tolerancia a los metales, que
comprenden desde estrategias de exclusion hasta
estrategias de acumulacion (Baker y Walker,
2000). Dentro de los indicadores de acumulacion,
existen ciertas especies de plantas que son
especialmente indicadoras de metales pesados y
se conocen como metalofitas, las cuales pueden
acumular cantidades de metales entre 100y 1.000
veces la concentracion normal de elementos traza
en plantas (Larcher, 1995; Reed y Gadd, 2000).

Los resultados del efecto de la salinidad en la
capacidad de acumulacién de R. riparium
indican que este factor influencia de manera
directa los procesos de absorcion de plomo
(Chopin, 2001; Levine, 1984; Powell, 1997). Los
estudios de Munda y Hudnik (1988) sobre la
acumulaciéon de cobalto (Co), zinc (Zn) y
magnesio (Mn) en Fucus vesiculosus,
presentaron resultados similares, haciéndose
evidente la importancia de evaluar las propiedades
fisicoquimicas del agua de mar. Se ha demostrado
que la salinidad puede influir en la absorcion de
metales en el alga (Schiewer y Wong, 2000;
Wilson, 1994). Particularmente, por la accion de
los iones de sodio que pueden competir con la
absorcion de cationes metalicos en sitios activos
anivel de membrana (Cheeseman, 1988; Reed y
Gadd, 2000; Wilcox et al., 1998).

Los resultados encontrados permiten concluir que
la capacidad de acumulacion de plomo en R.
riparium esta influenciada por la salinidad del agua
de mar y es funcion de la concentracion de metal
en el medio y del tiempo de exposicion, registrando
su mayor capacidad de acumulacion entre 1y 1,0
pg/ml. De acuerdo al patron lineal de acumulacion
del metal registrado a diferentes salinidades, se
puede afirmar que el alga verde, R. riparium
puede ser considerada como una planta indicadora
de contaminacidn de plomo en aguas costeras.
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