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RESUMEN

El creciente desarrollo industrial y urbano hédiwaconsigo la aparicién de una cantidad apreciddleustancias
quimicas y mezclas complejas téxicas, las cuakdai tanto la salud humana como la ambiental nstnuimento
alternativo para la determinacion de la toxicidadhtlestras ambientales es la utilizacion de bigesssencillos y
econdmicos, que son muy empleados en evaluacinivgslés. En este estudio se evalué la toxicidadlagle una
mezcla compleja ambiental en el Laboratorio de @&doblogia del Centro de Toxicologia y Biomedicide la
provincia de Santiago de Cuba empleando un ensatoxécoldgico con semillas deactuca sativa L. (lechuga).
Las semillas fueron expuestas a la muestra pu@¥d0y a tres diluciones de ésta (0.1, 1 y 10 %)otuvieron
los valores de Clg: 52,7 %; Clgy 6,89 %; ClRy: 43,0 % de la germinacion, la longitud radiculatef hipocétilo
respectivamente, que fueron los puntos finales dosdén el ensayo. Ademas, se calculd la unidadxiedad letal
(UTL) para la germinacion, y el porciento de semillastigeidas para cada tratamiento incluyendo el grupo
control. Se determiné la Inhibicion de la Elongacide la raiz e hipocétilo (Elr), (Elh) como pararostde
crecimiento; siendo el mas sensible la longitudctddr. Las anomalias morfolégicas mas notablesmnadas en
el sistema apical fueron: hipocétilo corto y gruesorvado y retorcido; y en el radicular: raicequiticas y
ausentes, siendo directamente proporcionales at@onte la concentracién de la mezcla en estudio. €stos
resultados se clasificd la muestra ambiental exkdicomo tdxica para el biomodelo empleado.

Palabras clave Mezcla compleja, muestras ambientales, bioensago®xicolégicosl.actuca sativa L.

ABSTRACT

The growing industrial and urban development hasdpnt | get the appearance of an appreciable duaofti
chemical substances and toxic complex mixturesgchvhifect as much the human health as the envirotahene.
An alternative instrument for the determinatiortlo# toxicity of environmental samples is the usbiofissays that
they are very employees in initial evaluationsthis study the sharp toxicity of an environmentanplex mixture
was evaluated in the Laboratory of Ecotoxicologyttef Center of Toxicology and Biomedicine of Sagmidrom
Cuba city using an ecotoxicologic assays with Leatsativa L. seeds (lettuce). The seeds were eagodee pure
sample (100%) and to three dilutions of this (. Band 10%). the values of Clg50 were obtained: %2,ZIr50:
6,89%; Clh50: 43,0% of the germination, the londgwadicular and of the hipocotil respectively tivare the final
points measured in the rehearsal. Also, the unletbfal toxicity was calculated (UTL), and the pntof seeds
germinated for each treatment including the grouptrol. It was determined the Inhibition of the Bdm@tion of the
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root and hipocétilo (Elr), (Elh) as parameters mivgth; being the most sensitive the longitude raldic The most
remarkable morphological anomalies found in thetesysapical were: short and thick, curved and gdarle
hipocétilo; and in the radicular: rickety and altseoots, being directly proportional to the increasf the
concentration of the mixture in study. The enviremal sample was classified evaluated as toxithieibiomodel

used.

Key words: mixes complex, environmental mixes, ecotoxicatédioassayd,actuca sativa L.

INTRODUCCION

La preocupacion por preservar el medioambiente
se ha mantenido a lo largo de la historia a gokpe d
dramaticos accidentes por el uso y abuso de la
utilizacién de diversas sustancias quimickstos y
otros problemas que aln se suceden en el mundo
civilizado, penosamente han sido el pretexto para e
desarrollo de investigaciones con el objetivo de
incrementar el control y evaluacién toxicoldgica de
productos y desechos, asi como de su interaccidn co
el medio. De esta manera surgieron la Toxicologia
Ambiental y la Ecotoxicologia.

La Ecotoxicologia es la ciencia que estudia los
efectos de las sustancias quimicas sobre la astuct
y funcién de los ecosistemas, estudiando un amplio
rango de temas como: la distribucibn de los
contaminantes, su transporte, bioacumulacion,
degradacion y efectos bioldgicos y ecoldgicos
asociados a ello3.

Los ensayos biologicos son herramientas de
diagnéstico adecuadas para determinar el efecto de
agentes fisicos y quimicos sobre organismos de
prueba bajo condiciones experimentales especificas
controladag: ° Indiscutiblemente, a pesar de sus
obstaculos y sus limitaciones, los bioensayos
ecotoxicolégicos son métodos de eleccion, pues
pueden ayudar a determinar si un efluente, o una
sustancia vertida a un ecosistema representa un
potencial riesgo téxico para la flora y fauna, @uso
para el hombreé.

Las plantas superiores son ampliamente utilizadas
por ser organismos eucarioticos, y por lo tanto mas
comparables a la mayoria de las especies de &yflor
la fauna superiores, y constituyen una eficiente
herramienta de trabajo para medir alarma de peligro
ambiental por ser mas sensibles que otros sistdenas
ensayos disponibles, son de facil manipulacion,
almacenaje y bajo costo, ademas de presentar buena
correlaciéon con otros sistemas de pruebis.

En América Latina son numerosos los paises que
utilizan los sistemas de plantas para la evaluacién
toxicolégica de muestras ambientaléSUna de las
semillas mas comunmente utilizadas para estos fines
son las semillas deactuca sativa L.

Una de las aplicaciones mas extendidas del
monitoreo de efectos bioldgicos con ensayos de
toxicidad, ha sido la evaluacion de descargasdagui
o efluentes, aguas servidas de origen doméstico,
municipal o industrial descargadas de manera plntua

sobre cuerpos receptorésen el marco de programas
de control ambiental.

En el Centro de Toxicologia y Biomedicina de la
provincia de Santiago de Cuba se han llevado a cabo
investigaciones relacionadas con la evaluacion de
muestras ambientales utilizando bioensayos ecotoxi-
colégicos de gran aplicaciéfi** por lo que se
decidié evaluar la toxicidad de una mezcla ambienta
aplicando un bioensayo ecotoxicolégico con semillas
de Lactuca sativa L., para esto se trazaron los
siguientes objetivos: evaluar la toxicidad de una
mezcla ambiental empleando un bioensayo ecotoxi-
colégico; determinar las concentracion efectivas a
las cuales se produjeron inhibiciones de Ila
germinacion, la elongacion de la radicula e hipteot
al 50 %, respecto al grupo control (g (Clrso) y
Clhso respectivamente; evaluar los efectos subletales
de la mezcla compleja en semillasldetuca sativa
L.; calcular la Unidad de Toxicidad Letal (UTL) y el
porciento de inhibicion de la germinacién, la
elongacion de la raiz e hipocotilo.

MATERIAL Y METODOS

El bioensayo de toxicidad se realizd en el Labo-
ratorio de Ecotoxicologia del Centro de Toxicologia
y Biomedicina (TOXIMED) durante el periodo
comprendido entre enero y abril de 2010.

Es un ensayo estatico de toxicidad aguda (120 h
de exposicidn) en el que se evaluaron los efectos
fitotéxicos de una muestra residual liquida en el
proceso de germinacion de semillas de lechuga
(Lactuca sativa L.) y en el desarrollo de las plantulas
durante los primeros dias de crecimiehto.

Las semillas de lechuga variedad BSS utilizadas,
fueron suministradas por la Empresa de Semillas de
Santiago de Cuba, y almacenadas previamente en
ambiente seco y a 4°C. Para la ejecucion del ensayo
se seleccionaron cuidadosamente por su forma y
tamafio mas frecuente. Se sembraron un total de 20
semillas en placas de petri de 90 mm de didmetro
cubiertas con un papel de filtro Whatman de igual
diametro, dejando suficiente espacio entre ellaa pa
su adecuado crecimiento. Se probaron un control
(agua destilada) y 4 concentraciones de la mezcla
residual: 0.1, 1, 10, 100 % (tratamientos), usando
como disolvente agua destilada, con 3 réplicas cada
uno, 3 mL de volumen de aplicacion, y una tempe-
ratura mantenida de 22 + 2°C en la oscuridad. Como
puntos finales para la evaluacion de los efectes, s
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determiné la Clg, (concentracion efectiva a la cual
se produjo inhibiciébn de la germinacién al 50%,
respecto al grupo control); la GJr(concentracion
efectiva a la cual se produjo inhibicion en la
elongacién de la radicula al 50 %, respecto al@rup
control) y la Cll, (concentracion a la cual se produjo
inhibicién en la elongacién del hipocétilo al 50 %,
respecto al grupo control).

Cada punto final se evalué comparando el efecto
generado en los organismos expuestos a las muestras
con respecto a la respuesta en los organismos del
control negativo sujetos a las mismas condiciorges d
ensayo, excepto por la ausencia de muestra.

Terminado el periodo de exposicién, se cuantificd
el efecto en la germinacion, en la elongacion de la
radicula y del hipocétilo. Como criterio de germina
cion se considero la aparicién visible de la raldicu

Para el andlisis de la presencia de anomalias en
las plantulas tratadas, se siguié la metodologia
referida en el Manual para la Evaluacién de Plastul
en los Ensayos de Germinacin.

Se determiné la unidad de toxicidad letal (UTL)
para el parametro de germinacién, obtenida por el
cociente entre la concentracion verdadera mecida d
un téxico o sustancia en particular, dividida par |
Clgsg de dicha sustancia, en este caso esta relacion se
calcula con referencia a la concentracion iniciall d
efluente (la concentracién real equivale al 100% de
mismo), y se calculé mediante la siguiente expresio

UTL=100 %/ Clgo

Se tuvo en cuenta que las relaciones menores a 1
indican niveles no letales y mayores a 1 muy lstale
segun lo referido por CastilfS.

Ademas, se determinaron otros indicadores que
aportan elementos para la clasificacion de la mezcl
residual*’ en cuanto a la germinacién se considera-
ron no téxicas a las muestras en las cuales germi-
naron mas del 90% respecto del control con agua
destilada, téxicas a las que presentaban valomas co
prendidos entre 75% y 90%, y muy toxicas a las que
tenian menos del 75% de germinacion respecto del

control.

De igual modo para los parametros de crecimiento
se determind la inhibicién de la elongacion dealia r
e hipocétilo (Elr o Elh) mediante la formufia.

MuestrControl

Inhibicién (Elr y EIh%) = x10

Control

Donde:

Muestra: Promedio de la longitud de la raiz o
hipocétilo, segiin sea en cada caso, teniendo
en cuenta que n= 20 para cada concentracion
donde se presente crecimiento, expresada en
mm.

Control: Promedio de la longitud de la raiz o
hipocétilo, segin sea en cada caso, teniendo
en cuenta que n= 20 para el grupo control,
expresada en mm.

Los resultados se clasifican de la siguiente forma

El negativa: Tdxica (inhibicion de la prolongacion de
la raiz o hipocétilo segun el parametro medido); El
positiva: Se considerd estimulaciéon del crecimignto
El = 0: No toxica.

Para el célculo de los valores medios,
porcentuales y las concentraciones efectivaso,Clg
Clrsg, y Clhggpara cada punto final medido se empleé
el programa Microsoft Excel 2003. Estas Ultimas se
calcularon a partir del estadigrafo Pronéstica;uell
calcula o predice un valor futuro en una tendencia
lineal usando valores existentes.

RESULTADOS

Al finalizar el ensayo, se obtuvo un porcentaje de
germinacion mayor del 90 % de las semillas plan-
tadas, con crecimiento normal y libre de malforma-
ciones, asi como también coeficiente de variacen d
la longitud radicular y del hipocétilo menor del 30
(CV=23.15 %), considerandose valido el ensagb.

Los resultados de letalidad para este bioensayo,
referido al porcentaje de germinacion se muestnan e
la Tabla 1, donde la germinacion disminuyé al

Tabla 1. Resultados del porcentaje de germinacion.

Concentracion Cantidad de semillas
(%) Placa 1 Placa2 Placap T | T g G Clasificacion
Control 19 20 20 60| 59 - 98.3 -
0,1 17 19 19 60 55 8.3 91.7 NT
1 17 20 18 60 55 8.3 91.7 NT
10 18 18 15 60 51 15 85 T
100 0 0 0 60 0 100 0 MT

Leyenda: T: total de semillas expuestas; Tg: tdelsemillas germinadas; G: porcentaje de germinad@ porcentaje de

inhibicion de la germinacion con respecto al grapotrol; NT: No tdxica;

T: Toxica; MT: Muy Téxic
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Tabla 2. Resultados de los parametros de
crecimiento de las radiculas e hipocotilos de
plantulas de lechuga.

Concentraciéry Promedio de longitud del
(%) 6rgano(mm)
(xDE)
Radicula Hipocotilo
Control 29.20+1.76 17.37+2.11
0.1 27.35+2.75 15.67+2.2D
1 19.15+ 248 1557 +2.3f
10 8+ 231 13.98 £ 3.10

Tabla 3. Resultados del porcentaje de inhibicion
de la elongacién de la radicula, hipocétilo con
respecto al control negativo de plantulas de

lechuga.
Concentraciéon Elr Elh
(%)
0,1 -6.34 -9.79
1 -34.42 -10.36
10 -72.6 -19.52
100 - -

Leyenda: Elr: porcentaje de inhibicion de la
elongacién de la raiz; Elh: porcentaje de
inhibicién de la elongacién del hipocétilo; (
): Efecto Inhibitorio

aumentar la concentracion del residual. En la ifiluc
del 10 % se observo disminucion marcada del 85 %
hasta llegar al maximo efecto (0 % de germinacion)
en la concentracion del 100 % del residual evaluyado
mostrando que estos elementos se corresponden con
el analisis sobre la clasificacion del residudienido

a letalidad, ya que éstas concentraciones clasifica
como toxica y muy téxica respectivamente. De igual
modo la UTL obtenida es de 1.90, clasificando la
muestra como muy letal por tener valores por encima
de la unidad.

Los resultados del promedio y desviacién tipica
de la elongacion de la radicula y el hipocétilo se
representan en la Tabla 2.

Los valores elevados de desviacion tipica pueden
deberse a la variabilidad y capacidad de respuesta
particular de los diferentes embriones, coincidend
con lo observado en otros estudios reportados.

Al analizar el comportamiento de los parametros
de crecimiento referidos a la longitud de radiacala
hipocétilo, se observé que el minimo crecimiento
estuvo en la dilucion del 10 %, siendo la radicelar
mas afectado con valor promedio de 8 mm con
respecto al control negativo (29.20 mm); y en sbca
del hipocétilo fue de 13.98 mm con respecto al

maximo crecimiento presentado por el grupo control
(17.37 mm). Esto manifiesta que la evaluacion del
efecto en la elongacién de la radicula y del hifitcé

de las plantulas, permite ponderar el efecto tégieo
compuestos complejos presentes en niveles de
concentracién bajos, que no son suficientes para
inhibir la germinacién; sin embargo, pueden retarda
o inhibir completamente los procesos de elongacion
de la radicula y/o del hipocétilo, dependiendo del
modo y sitio de accion del compuesto (mezcla), por
lo que constituyen indicadores subletales y represe
tativos para determinar la capacidad de estableci-
miento y desarrollo de la plarfta

Los resultados del porcentaje de inhibicién de la
elongacién de la radicula, hipocétilo con respedto
control negativo se resumen en la tabla 3, donde se
observa que el efecto del residual a través dedss
puntos finales medidos aumenta.

Los efectos subletales encontrados a partir de la
concentracion del 0,1 % hasta el 10 %, pudieran
estar referidos a la presencia de determinados
componentes de la mezcla o de la interaccion entre
ellos que estan presentes en concentraciones tan
bajas, que actuan inhibiendo el desarrollo normal d
las estructuras de crecimiento de las plantulas
expuestas, aun cuando ha ocurrido inicialmente el
proceso de germinacién de las semillas.

Al analizar los porcentajes de inhibicion para
cada punto final medido, se corresponde con lo
observado en la germinacién, pues a medida que se
incrementa la concentracion del residual, aumenta e
efecto inhibitorio para los parametros de creci-
miento, siendo el mas sensible la inhibicién radicu
lar, coincidiendo con lo reportado por Navarro en u
estudio similar de evaluacién de efluerftes.

Al comparar estos parametros con los similares
obtenidos en el control negativo, fue la concemtrac
del 10 % donde se observé el mayor efecto
inhibitorio (longitud de radicula con un 72,6 % y
longitud de hipocétilo con un 19,52 %) y en cuaato
la germinacion, el maximo efecto inhibitorio se
encontro al 100 %.

En los gréaficos 1, 2, 3 se representan los valores
de concentraciones inhibitorias medios para cada
punto final medido, observandose que la elongacion
radicular es el parametro mas sensible, la cuaé tie
una estrecha relacién con la estructura y funcién d
este 6rgano en los vegetafés.

La raiz es el 6érgano del aparato vegetativo de las
plantas generalmente subterraneo, que tiene senorig
en la radicula del embrién, durante los primeres di
de la germinacion se produce un proceso de alarga-
miento de la radicula donde se aprecian diferentes
zonas: en el extremo inferior se encuentra la anfia
pilorriza de forma conica en el extremo de la raiz,
presenta un color un poco mas oscuro que el resto y
esta recubierta por la cutina respondiendo a su
funcion de abrirse paso a través del suelo; a
continuacion una zona corta, lisa y de color claro,
llamada zona de crecimiento; seguido, muy cercana
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Gréfico 1. Comportamiento del porciento de
inhibicién de la germinacién con respecto a las
concentraciones del residual.
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Grafico 2. Comportamiento del porciento de
inhibicién de la longitud de la radicula con
respecto a las concentraciones del residual.
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Grafico 3. Comportamiento del porciento de
inhibicion de la longitud del hipocotilo con
respecto a las concentraciones del residual.
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al apice radical, la zona de los pelos absorbentes
(radicales), éstos son evaginaciones tubulosaadgle |
células, de membrana muy tenue que aumentan

considerablemente la superficie de la raiz, facilia
absorcion del agua y sales minerales del siielo.

Como todo ser vivo, los vegetales funcionan
como un todo Unico, de modo que la radicula alaser
primera en tener contacto con los contaminantes, es
la mas afectada, implicando esto una repercusion
negativa para el desarrollo saludable de la plgata
que se ven afectados procesos vitales que mantienen
un equilibrio en el suministro constantes de notes
a las plantas aun cuando éstos tengan concenteacion
muy bajas. Correspondiéndose a su vez con lo
planteado por Dutkh, donde refiere que la
prolongacion de la raiz es inhibida a concentrason
mas bajas de las sustancias toxicas que para@l cas
de la germinacion de las semillas; por lo tant@dau
ser un indicador mas sensible de efectos biolégicos

Como resultado de la evaluacion de las plantulas
en las concentraciones donde hubo crecimiento se
observaron alteraciones morfolégicas en los 6rganos
medidos. Las anomalias en el sistema radicular y
apical se presentaron en orden creciente en ralacio
la concentracion de la mezcla residual (grafico 4).

Las principales anomalias observadas en el
sistema radicular fueron: raices raquiticas y mice
atrofiadas o ausentes.

Y las presentadas en el sistema apical fueron:
hipocétilo corto y grueso; hipocétilo curvado foma
do un lazo e hipocétilo retorcido formando un ealpir

Es importante destacar que estas anomalias
corroboran los resultados obtenidos en el experi-
mento, notdndose claramente la diferencia entre el
crecimiento del grupo control y los tratamientos
donde hubo crecimiento.

DISCUSION

La toxicidad de una muestra residual, no
solamente depende de los efectos adversos de uno de
sus componentes sino también de las posibles
interacciones entre ellos, aln cuando originalmente
no sean potencialmente téxicos. Es por ello, gee lo
efectos letales y subletales (incluyendo las aniasial
encontrados, pudieran estar dados por la accidasde
diferentes sustancias quimicas que componen el
efluente evaluado y sus interacciones, partiendo de
sus propiedades fisico-quimicas, y analizando los
posibles efectos que pueden ser aditivos o sirEsgic
antagonicos; de potenciacién o inhibicién; hecho
reportado en la literatura y que no fue determiraxdo
el estudid’

El bioensayo con semillas de lechuga ha sido
recomendado y aplicado por diferentes organismos de
proteccién ambiental para la evaluacion ecotoxico-
l6gica de muestras ambientafé&® ya que mide los
procesos fisiolégicos que ocurren durante el period
de germinacion y los primeros dias de desarrollo de
la plantula, siendo estos generales para la gran
mayoria de las semillas. De igual modo existen
multiples estudios realizados que apoyan esta
hipotesis?’ 233> demostrando la sensibilidad que
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presenta esta especie comparada con otras especies 3. Repetto M,Sanz P.Fundamentos de Ecotoxi-
de plantas frente a los contaminantes ambientadés, cologia. En: Repetto M. Toxicologia Avanzada.

Grafico 4. Anomalias en el sistema radicular y apical alecentracion de 0.1, 1, 10 y 100 % del residual
liquido y comparacién con el control.
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