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RESUMEN

La necesidad de un rapido tamizaje de la toxicaadustancias quimicas presentes en muestras dahisen
ha conducido al desarrollo de diferentes bioensayasto plazo para la determinacién de toxicidguta, entre los
que se encuentran los ensayos con plantas. Toneancleenta las ventajas que ellas ofrecen paralisa@pn en la
evaluacion toxicolégica ambiental, en el presergbdjo se utilizé la prueba de inhibicién de lalgngacion de la
raiz conLactuca sativa Lempleando semillas de lechuga (var. BSS) utifizagh cultivos cubanos. Se evaluaron
muestras de agua de dos rios en Ciudad de la HaBamaalizaron 2 muestreos por punto en cadaeriev8lué el
efecto de diferentes concentraciones (50%, 25% M1 @%) en las muestras analizadas, asi como la rayasta,
sobre la germinacion y el crecimiento radiculadaelanta utilizada. En todos los casos se realizéos ensayos
por duplicado con controles positivo (cloruro ddisdpy negativo (agua destilada). En las muestnatizadas, se
presenté el fenomeno de hormesis, mostrado patilawacion significativa del crecimiento radiculat aplicar la
prueba de Student Neuman Keuls, no se encontrafenenttias significativas entre las dosis probaéaslos dos
rios analizados. Se destacd la importancia de reed# ensayo tanto la letalidad como el efectéesaibdebido a la
inhibicién de la prolongacion de las raices. El kmple la prueba permitié identificar la toxiciddel muestras de
agua de rio, complementando de esa forma la evatusanitaria de las mismas.
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INTRODUCCION La prueba de toxicidad a corto plazo de la
inhibicion de la germinacion y la prolongacionlde
Tomando en cuenta la necesidad creciente que raiz de un vegetdlse justificaen la importancia de
tienen los paises en desarrollo de contar con los eventos de desarrollo temprano en el crecimient
procedimientos baratos y rapidos en la evaluaciéon y supervivencia de las plantas. Este bioensayoegued
toxicolégica ambiental, se ha propuesto como ser ejecutado con cualquier cantidad de especies
instrumento alternativo y que complementa los econdmicamente importantes, facilmente disponibles
tradicionales analisis quimicos para la determdraci y que germinen y crezcan rapidamehte
de toxicidad de muestras ambientales, la utilizacio Una de las especies mas utlizada en la
de bioensayos con plantas, ya que los organismos evaluacion toxicolégica de muestras ambientales es
vivos presentan alguna respuesta a niveles petigros Lactuca sativa L, ya que muestra sensibilidad a
de cualquier sustancia quimica o mezcla compleja de estrés ambiental y cumple como especie de prueba,
toxicos presente’s con los requisitos anteriormente citados.
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En nuestro pais, el
control de la contamina-

Diluciones (muestra/agua)

cion del agua se basi 1:1

1:5

1:10 1:20

fundamentalmente  er 10 mL de muestra

4 mL de muestra

2 mL de muestramL dle muestra

andlisis fisicoquimicos y
microbiol6gicos, y re-

10 mL de agua
destilada estéril

16 mL de agua
destilada estéril

18 mL de agua | 19 mL de agua
destilada estéril | destilada estéril

cién comienza a ser con
siderada la problematice
de la evaluacion toxico-
I6gica sobre la salud de
los ecosistemas acuaticos por lo que tomando en
consideracion lo anteriormente planteado y ante la
factibilidad y beneficios que brinda el bioensaym
semillas delLactuca sativa L.en el Laboratorio de
Ensayos Toxicologicos del INHEM nos dimos a la
tarea de implementar el bioensayo empleando
semillas de_actuca sativa Lprocedentes de cultivos
de Cuba vy utilizarlo en la evaluacion toxicologims
muestras de agua de rio.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se desarrollé en el Instituto Nacional
de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia
(INHEM), utilizando como fuente de informacion el
desarrollo y la aplicacion del bioensayo de infdric
de la germinacién y prolongacién de la raiz en la
evaluacion toxicolégica de muestras de agua de rio

Material biolégico
Fueron utilizadas semillas de lechugariedad

BSS (variedad de invierno empleada en nuestros
cultivos) que fueron seleccionadas con similares
dimensiones por observacion directa, las cuales
fueron adquiridas en los puntos de venta de la
Agricultura Urbana. Las

semillas se conservaror

en placas de petri er 35 -
refrigeracion (&C), en =

; . £
oscuridad y en ambiente &30 4
seco. Enel momentode i = +
prueba, se seleccionaroi S25 +
cuidadosamente las =

semillas por su tamafio £2.0 1
forma y color.

©

E=]

-

Material de prueba _E
Se analizaron mues- 3 1.0 1

tras de agua de dosrios € ‘&

Ciudad de la Habana: ric 5
Almendares y Luyané. Se =

P
on
L
T

Tabla 1. Preparacion de las diluciones de trabajo

mantenidas a 4°C y procesadas dentro de las 24 hora
después de su recepcion en el laboratorio.

Procedimiento

El método a corto plazo utilizado fue el bioen-
sayo de la inhibicion de la prolongacion de la faiz
Este ensayo sufri6 modificaciones en algunos de los
pasos para su ejecucion, es por ésta razén que el
procedimiento ejecutado es descrito a continuacion:

a) Se prepararon e identificaron placas de petri
con papel de filtro absorbente.

b) Se seleccionaron 25 semillas por placa de
petri las cuales fueron colocadas en 5 filas de 5
semillas cada una.

¢) En cada experimento, se prob6 de 2 a 3 mL
de cada tratamiento por placa. El volumen fue centr
lado de manera que el papel de filtro se mantuviera
hamedo pero la placa se mantuviera libre de liquido
sin ser absorbido.

d) Las placas fueron incubadas en la oscuridad a
20°C por 120 horas (5 dias).

e) Después de la incubacién, se anoté el numero
de semillas que germinaron y se midié la longitad d
la raiz en cm, desde el punto de transaccion ehtre
hipocotilo y la raiz primaria.

realizaron 2 muestreos
por punto en cada rio, unc K-
en enero y otro en sep
tiembre del 2008. Los
puntos de muestreo fue
ron seleccionados de
acuerdo a la accesibilidac
para la toma de muestra.

Las muestras fueron

1:5 1:10 1:20

Dosis

Figura 1. Comportamiento de la inhibicién de la prdongacién de la raiz en las
dosis probadas para el rio Almendares.
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IP = negativa. Tdxica (inhibicion

de la elongacion de la raiz).

Dosis probadas del rio Almendares IP = positva. Se consider6
Muestra : P [ -
estimulacién del crecimiento.
pura 11 1.5 1:10 1:20 IP = 0. No t6xica
Porcentaje 82 70 80 82 78 ' '
Clasificacion T MT T B N | Se determind la toxicidad
Muestra semillas germinadas con relacién
pura 11 15 1:10 1:20 al control® de la siguiente forma:
- : : : . No toxica = con mas del 90
Ef)rc_?ntap, I\A/ﬁ' I\/Alr'lé} M5T2 M?Ir's M'Ll}4 % de semillas germinadas con
asiticacion relacion al control.

T: Toxica; MT: Muy toxica.

Tabla 2. Porcentaje de semillas germinadas déactuca sativa L.
(lechuga) var. BSS con relacién al control en los rios Almendares y

Luyané.

Se realizaron cuatro diluciones por muestra,
preparadas en alicuotas de 20 mL (tabla 1jnase
de la muestra pura en cada experimento.

Evaluacion de los datos

La toxicidad fue evaluada mediaéemedicion
de los efectos subletales (inhibicion de la proéeng
cion de la raiz) como por el porcentaje de semillas
germinadas con relacién al control (efecto letaBl
% de inhibicién de la prolongacién de la raiz e
obtuvo mediante la féormula:

Muestra - Qoht
IP (% de inhibicion) = x 100

Control

Longitud media radicular (cm)

Toxica = con valores entre
75-90 % de germinacion.

Muy téxica = con valores
menores del 75 % de germinacion
con respecto al control.

Se comprobo la existencia de
diferencias significativas entre las medias deolz |
gitud de las raices de todas las dosis probadesan
cion con el control negativo, es decir, se realind
andlisis de varianza (ANOVA < 0,05). Una vez
comprobada la existencia de diferencias significa-
tivas, se aplicé la prueba de comparaciones médtipl
de media post hoc de Student Newman Keuls (SNK)
para identificar donde radicaban las diferencgss.
verificaron los supuestos de homogeneidad de varian
za y normalidad de los dafod.a variable depen-
diente fue la longitud radicular y el factor (vét@
independiente) las dosis probadas.

El procesamiento estadistico de toda la informa-
cién se realizé en Microsoft Excel 2003, y con & p
guete de programas STATISTICA, version 5 para Win-
dows (StaSoft, Inc., 1996). Se emplearon diagrateas

cajas y bigotes para la
presentacion de los
resultados.

RESULTADOS

Se verificd que en
el rio Almendares no
existieron diferencias
significativas en cuanto a
la longitud media de las
raices entre las dosis (gl
=5; F=2.24p > 0.05).
De forma clara, se ob-
servd una estimulacion
del crecimiento radicular

K- Pura 1:1 1:5

Figura 2. Comportamiento de la inhibicion de la prdongacion de la raiz en las

dosis probadas para el rio Luyano.

ya que todos los valores
obtenidos de IP (tanto en
la muestra pura como en
las diluciones) fueron
positivos (Fig. 1). Con
relacion al efecto letal
medido, de forma ge-
neral, el por ciento de

1:10 1:20

Dosis
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semillas germinadas con relacion al control arrojo
valores téxicos (tabla 2).

En el rio Luyand se demostré6 que no existen
diferencias significativas en cuanto a la longitud
media de las raices entre las dosis (gl = 5; F28;1.
P> 0.05). También se observé una estimulacion del
crecimiento radicular ya que todos los valores
obtenidos de IP (tanto en la muestra pura comasn |
diluciones) fueron positivos (Fig. 2). Con relaciin
efecto letal medido, el por ciento de semillas
germinadas con relacion al control arrojo valores
muy toxicos para todas las dosis probadas (tabla 2)

DISCUSION

Es de sefialar que hubiera sido provechoso haber
analizado muestras de diferentes puntos en cada rio
asi como su analisis desde el punto de vista qajmic
sobre todo en sitios cercanos a lugares dondguel a
pudiera poseer diferentes concentraciones tanto de
cloruros como de otros contaminantes y de estasform
tratar de correlacionar la aparicion de la toxidida
evaluada mediante ésta prueba, con la existenda de
sustancia quimica en el sustrato evaluado.

La estimulacién significativa del crecimiento
radicular presentada por los resultados de los rios
Almendares y Luyand, puede ser atribuida al fené-
meno conocido como hormesis. Por esta razon, esta
respuesta debe ser considerada como un efecto
biolégico, lo cual fue verificado mediante el eect
letal medido (porcentaje de semillas germinadas con
relacion al control) el cual report6 resultadogdds
y muy toxicos para ambos rios. Nuestros resultados
concuerdan con los reportados por Burton y Egls.
Barbero y colé. en la evaluacién ecotoxicoldgica de
las aguas intersticiales de los sedimentos del lago
Orta, Italia. Es de sefalar que en ambos rios
analizados se presenta una alta carga organica
contaminante producto de que reciben efluentes
industriales y domésticos provenientes de la ciudad
resultandd-actuca sativa L.un bioindicador sensible
de contaminacién por la presencia de productos
guimicos toxicos.

La toxicidad obtenida como resultado del
porcentaje de semillas germinadas con relacién al
control en las diferentes dosis analizadas tanta @la
rio Aimendares como para el rio Luyand, concuerda
con lo reportado por Poi de Neiff y Ramibsen su
estudio ecotoxicoldgico de los rios Salado y Negro,
en Argentina mediante el empleo de la técnica de
prolongacion de la raiz cdractuca sativa L

Si bien hace mas de diez aft8s' se planted
que el crecimiento de la raiz como punto final de
lectura era méas sensible a la toxicidad que la igerm
nacion de las semillas, debido al alto coeficiedge
variacién que presentaba ésta Ultifhdos resultados
destacan la importancia de medir a la vez ambos
efectos, letal (porcentaje de germinacién de las
semillas con relacion al control negativo) y suddlet
(inhibicion de la prolongacion de la raiz) como

indicadores de ecotoxicidad. La relevancia de la
evaluacion de la toxicidad mediante el empleo de
estos dos criterios toxicoldgicos, fue justificaztoel
analisis de éste tipo de muestra (donde el efetab |
justifica el efecto biolégico que se presenta por
estimulacién del crecimiento radicular), ambos
efectos se complementan y explican la compleja
respuesta observada producto de los posibles sfecto
resultantes de los contaminantes presentes.

Se debe tener en cuenta que asi como no existe
ninguna prueba universal que pueda ser utilizada en
todas las situaciones para la evaluacion de la
toxicidad no existe organismo que pueda serausad
para evaluar todos los efectos letales posiblbseso
el ecosistema bajo las diversas condiciones ab#tic
y biéticas presentes. En la practica, solamente unas
pocas especies (entre ellas las plantas vascylares)
que representan funciones ecoldgicas relevantes,
pueden ser ensayadds
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