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Resumen: En este trabajo se presentan los resultados de bioensayos de toxicidad aguda realizados para evaluar
la sensibilidad de Lactuca sativa , determinando la inhibicion de crecimiento radicular (IP) frente a seis met-
ales pesados, mediante los compuestos de SO4Zn, SO,Cu, Cd(NO3), 4H,0, K,Cr,07, Pb(NO3), y SO4Ag,,
abarcando los intervalos de exposicion de 12,5 a 1000mg. L. La toxicidad relativa de los metales analizados

fue: Cd>Cr >Cu >Ag >Zn >Pb.
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Abstract: This paper presents the results of bioassays to evaluate the sensitivity of Lactuca sativa to heavy met-
als, by determining the growth inhibition (IP) under the influence of the compounds SO4Zn, SO,Cu, Cd(NO3),
4H,0, K,Cr,0, Pb(NO3), and SO,Ag,, covering exposure intervals 1000 to 12. 5 mg. L. The relative toxicity

of the analyzed metals was: Cd> Cr> Cu> Ag> Zn>Pb.

Key words: inhibition, bioassays, toxicity.

INTRODUCCION

Actualmente se reconoce la importancia de evaluar
el nivel de riesgo ambiental de los metales pesa-
dos sobre diversos representantes de ecosistemas
terrestres y acudticos, utilizando bioensayos eco-
toxicologicos (lannacone & Alvarifio, 2005); para
el efecto se dispone de una bateria de organismos
bioindicadores representativos de diversos taxones
y ambientes (Lopez, et al., 2013), con las que es
factible determinar la toxicidad de diversas sustan-
cias, y predecir sus posibles impactos ambientales.

Los bioensayos con plantas vasculares aportan
informaciones relevantes sobre los posibles efectos
de los contaminantes, tanto en el medio acuatico
como en el terrestre. lannacone & Alvarifio (2005)
senalan las ventajas de realizar ensayos de fitotoxi-
cidad con semillas por la facilidad de almacenarlas,
el costo de mantenimiento minimo, las muestras
testeadas no requieren aireacion durante el ensa-
yo, no se requiere filtracion de muestras turbias
y las pruebas se pueden desarrollar sin necesidad
de ajustar el pH. En este sentido, el bioensayo de

Recibido: 18/11/2014

toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sati-
va), prueba estatica de toxicidad aguda (120 horas
de exposicion)evaliia los efectos fitotoxicos de
compuestos de diversa naturaleza, como metales
pesados, plaguicidas, aguas residuales (Dutka,
1989; Lewis, 1995; Mohan & Hosetti, 1999, Cas-
tillo, 2004), sobre el proceso de desarrollo de las
plantulas, durante los primeros dias de crecimiento
(Hulzebos et al. , 1993; Wang & Freemark, 1995;
Blackburn & Boutin, 2003).

Se sabe que algunos metales pesados en peque-
nas dosis (trazas) son beneficiosos para el creci-
miento de la planta, no obstante se han informado
con frecuencia de estudios sobre el efecto toxico de
los metales en las plantas individuales o compara-
ciones de la toxicidad de los metales; la literatura
al respecto es numerosa, se pueden encontrar refe-
rencias de estudios que miden el efecto del cobre
en Agrostis tenuis (McNeilly & Bradshaw, 1968;
Wu & Antonovics, 1975); plomo en Festuca ovina
(Wilkins, 1957) y Agrostis tenuis (Jowett, 1964);
zinc y cobre en Agrostis stolonifera (Wu & Anto-
novics, 1975). Combinaciones factoriales de plomo,
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zinc y cadmio fueron evaluados con Holcus lanatus
(Coughtley & Martin, 1978) y el efecto aditivo del
cobre, niquel y zinc en Hordeum vulgare (Beckett
& Davis, 1978).

Uno de los criterios para evaluar los efectos
fitotoxicos, es mediante la determinacion de la
inhibicion en la elongacion de la radicula de L.
sativa (Lewis, 1995; Wang & Freemark, 1995;
Castillo, 2004). Es importante destacar que duran-
te el periodo de germinacion y los primeros dias
de desarrollo de la plantula ocurren numerosos
procesos fisiologicos, en los que la presencia de
una sustancia toxica puede interferir alterando la
supervivencia y el desarrollo normal de la planta,
siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad
frente a factores externos adversos (Boutin et al.,
1993; Mohan & Hosetti, 1999; Zakrzewski, 1991;
Newman & Jagoe,1996). Por otra parte, muchas
de las reacciones y procesos fisiologicos involu-
crados en la germinacion son comunes para la gran
mayoria de las plantas con semillas, por lo que la
respuesta de esta especie y los datos obtenidos a
partir de la aplicacion de esta prueba son en gran
medida representativos de los efectos en semillas o
plantulas en general (Mohan & Hosetti, 1999; Lytle
& Lytle, 2001; Castillo, 2004).

A diferencia de la prueba tradicional de germi-
nacion de semillas, la evaluacion del efecto en la
elongacion de la radicula de las plantulas permite
ponderar el efecto toxico de compuestos solubles,
presentes en niveles de concentracion tan bajos que
no son suficientes para inhibir la germinacion, pero
que sin embargo pueden retardar o inhibir completa-
mente los procesos de elongacion, dependiendo ello
del modo vy sitio de accion del compuesto(Lewis,
1995; Wang y Freemark, 1995; Mohan & Hosetti,
1999). Los ensayos de fitotoxicidad con semillas
germinadas son simples, versatiles y ttiles para
evaluar la toxicidad de aguas, sedimentos y mues-
tras de suelo (Boutin et al., 1993; Lewis, 1995).
De esta manera, la inhibicion en la elongacion de
la radicula constituye un indicador subletal muy
sensible para la evaluacion de efectos biologicos
en vegetales aportando informacién complemen-
taria a la proporcionada al estudiar el efecto en la

germinacion.

El objetivo de este estudio es evaluar los efectos
fitotoxicos de seis metales sobre la inhibicion y
elongacion del crecimiento radicular de Lactuca
sativa y la determinacion de algunos aspectos de la
ecotoxicidad de estos metales pesados empleando
bioensayos sencillos y practicos para catalogar toxi-
coldgicamente muestras ambientales contaminadas
con estas sustancias, ésto contribuira a tomar medi-
das para evaluar la perturbacion de los ecosistemas
y promover alternativas de biorremediacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de L. sativa var. mantecosa,
obtenidas de un comercio local de productos agro-
pecuarios. Antes de su empleo todas las semillas
se mantuvieron en condiciones de oscuridad y a
temperaturas de 6°C para inhibir su germinacion y
mantener su fertilidad, segun el criterio propuesto
por Wang (1991). Se descartaron las semillas dafia-
das y se utilizaron las de un mismo tamaiio.

En la prueba, se tomaron 20 semillas de tamafio
similar, forma y color; se distribuyeron uniforme-
mente sobre papel filtro Quanty, impregnado con 4
ml de la muestra de la solucion dentro de una caja de
Petri, posteriormente las placas fueron colocadas en
bolsas de plastico de cierre hermético, e incubadas
en oscuridad a 20 + 2°C durante 120 horas en una
estufa modelo LAB-LINE modelo AMBI-HI-LO.
CHAMBER (Castillo, 2004). Se utiliz6 como con-
trol negativo y como diluyente agua dura reconsti-
tuida (APHA, 1998) y se determin¢ la toxicidad de
los metales pesados: zinc, cobre, cadmio, cromo,
plomo y plata en diferentes soluciones, tomando 2
réplicas de la solucidn a diferentes concentraciones
(tratamientos) (Tabla 1):

Transcurridos el tiempo de exposicion se pro-
cedid a la determinacion del nimero de semillas
germinadas para cada ensayo y la longitud de las
raices. Con estos datos, se elaboraron graficas do-
sis-respuesta, colocando en la ordenada el porcen-
taje de inhibicionde crecimiento radicular (IP) y
en la abscisa la concentracion. Mediante el uso de
programas estadisticos, se calcula la concentracion
que produce el 50% de inhibicion (CL, /CE, para

FERNANDO S. ALoNso & TomAs Lorez, pp. 21-29



Rep. cient. FACEN Vol. 6, N°1 (2015) 23

Tabla 1. Concentraciones de diferentes metales utilizadas en este trabajo.

S04Zn Pb(NO:s). S04 Ag. SO0,4Cu Cd(NOs); 4H,0 K2Cr.0;
1000 mg. L' | 1000 mg. L 300 mg. L*! 100 mg. L 100 mg. L! 100 mg. L*!
500 mg. L! 500 mg. L! 150 mg. L! 50 mg. L*! 50 mg. L*! 50 mg. L
250 mg. L 250 mg. L 75 mg. L*! 25 mg. L! 25 mg. L' 25 mg. L!
125 mg. L 125 mg. L™ 37,5 mg. L! 12,5 mg. L! 12,5 mg. L 12,5 mg. L

cada punto final evaluado. Se grafic6 la distribucion RESULTADOS Y DISCUSION
normal estandar inversa, respecto al logaritmodela  Toxicidad del Cobre

concentracion para visualizar las diferencias entre
los tratamientos.

Todos estos ensayos se han realizado en el La-
boratorio de Mutagénesis Ambiental de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad
Nacional de Asuncion.

Los datos utilizados para establecer el indice
de toxicidad fueron determinadas mediante la si-
guiente ecuacion:

pe (Longitud Promedio del control ~longitud promedio del tratamiento) <100

Longitud promedio del control

La concentracion efectiva que causa el 50%
(CE,,) de la inhibicion del crecimiento de la raiz,
y los intervalos de confianza al 95% se determina-
ron mediante el programa estadistico EPA Probit
version 1. 5; otros analisis estadistico se realizaron
con Excel 2007, y el SPSS 15. 0.

Se analizaron los resultados obtenidos con el test
agudo tras las 120h de exposicion al SO,Cu (Tabla
2y Fig. 1). La CE, obtenida por el método Probit
para el compuesto fue de 31. 70 mg. L' (20. 546
- 46. 518), de esta cantidad 12,56 mg. L' corres-
ponde a Cu*.

El cobre es un micronutriente esencial para el
desarrollo delas plantas, habitualmente se encuentra
en el suelo en la forma Cu™ a una concentracion
promedio de 6 mg. L', contribuye como activador
enzimatico e incrementa el contenido de azlicares;
no obstante a concentraciones superiores puede
presentar efectos adversos. La CE, (Figura 7) para
el metal determinada en este estudio (12.56 mg.
L), es similar los demostrados por otros autores,
McNeilly & Brandshaw (1968) mencionan que a
25 mg. L'se inhibe el crecimiento total de Agrostis
tenuis. Mas recientemente, Duarte (2009) reporta

Tabla 2. Resultados de los analisis de inhibicion de crecimiento por el método Probit de Lactuca sativa con SO,Cu.

... X2 X? CE Intervalo de confianza
2
Ecuaci6n Lineal R Calculado Tabulado (mg.sﬁ'l) 95% (mg. L?)
Y=1,7056x +
0,9448 0.941 5.991 31. 707 20.546 - 46.518
2,4786
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Figura 1. Toxicidad aguda del Sulfato de Cobre en L. sativa.
Longitud promedio de las raices y efecto de Inhibicion del
crecimiento radicular (IP).

unos valores de 4,11 mg. L' para L. sativa. Otros
investigadores (Wu, 1975) reportan valores de inhi-
bicion para CuO de 12,9 mg. L' que son similares
a los obtenidos en este trabajo.

Sin embargo, ensayos realizados con otros mo-
delos vegetales (Wong & Bradshaw, 1982) obtie-
nen 0,02 mg. L' de Cu utilizando Lolium perenne,
Craig (1978) con varias especies de prueba, reporta
valores de inhibicion DL, , a concentraciones muy
inferiores, tales como: 0,04 mg. L' para Chlorisga-
yana, 0,26 mg. L para Panicum maximun, y 0,27
mg. L' para Zea mays. Estas diferencias podrian ser
debidas a la sensibilidad de cada planta.

Toxicidad del Cadmio

El Cadmio, analizado en forma de sal de nitrato,

present6 un valor de CE_, inferior al de los demas

metales estudiados(Tabla 3, Figura 2); la toxicidad

Figura 2. Toxicidad aguda del Nitrato de Cadmio en L. sativa.
Longitud promedio de las raices y efecto de Inhibicién del
crecimiento radicular (IP).

del compuesto en forma de sal fue de 12,17 mg.
L'(4.210-18. 410), de esta cantidad 4,42 mg. L"!
corresponde a Cd*.

El cadmio es un elemento no esencial y poco
abundante en la corteza terrestre, con una con-
centracion promedio de 0,1-0,2 mcg. g'y a bajas
concentraciones puede ser toxico para todos los or-
ganismos vivos; concentraciones iguales o inferio-
res a 0,22 mg. L' estimulan el crecimiento radical,
pero concentraciones mayores a 2,2 mg. L' inhiben
el crecimiento radical en forma proporcional a la
concentracion del metal utilizada, bloqueandose
completamente el desarrollo a una concentracion
de 100 mg. L*'. Concentraciones menores de 5 mg.
L' pueden producir clorosis en Nicotiana tobacum
variedad turca (Spencer, 1937). En su informe de
toxicidad con Lolium perenne, Wong & Bradshaw,
(1982) reporta una DL, de 1,85 mg. L.

Tabla 3. Resultados de los analisis de inhibicion de crecimiento por el método Probit de Lactuca sativa con Cd(NO,), 4H,0.

Ecuacién Lineal R? X? X2 CE_, Intervalo de confianza
Calculado Tabulado (mg. L) 95% (mg. L)
Y =1,8427x +
0,9127 1.326 5.991 12.170 4.210-18.410
3,112
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Tabla 4. Resultados de los analisis de inhibicion por el método Probit de crecimiento de Lactuca sativa con K Cr,O,.

Ecuacién Lineal R? X? X? CE,, Intervalo de confianza
Calculado Tabulado (mg. L) 95% (mg. L?)
Y=1,2327x +
0,9582 0.308 5.991 18.944 2.130-33.944
3,4142
Toxicidad del cromo Toxicidad del Plomo

En los resultados tras realizar el ensayo con K,Cr,O,
se presentan en la Tabla 4 y la Fig. 3. La CE, por
el método Probit para el compuesto fue 18. 94 mg.
L1(2.130 - 33.944), de esta cantidad 6,61 mg. L"!
corresponde a Cr.

El cromo se encuentra en la naturaleza en tres
formas estables: como cromo metalico, Cr (III) y Cr
(VI) siendo distintas sus propiedades toxicas segin
su valencia, es el vigésimo primer elemento mas
abundante de la corteza terrestre, con una concen-
tracion promedio de 100 mg. kg™'. Concentraciones
de 6 mg. L"'de Cromo en Oriza sativa producen in-
hibicidén de crecimiento de la raiz (Mukherji & Roy,
1977), este valor es similar al determinado en este
estudio. No obstante, Duarte (2009) reporta unos
valores aproximados a 35,43 mg. L' de K Cr,0,
para L. sativa.

La toxicidad del Pomo fue testeada con Pb(NO,),
(Tabla 5 y Fig. 4). La CE, obtenida por el méto-
do Probit para el compuesto fue de 205. 883 mg.
L'(141. 642 - 268. 248), de la que 128. 75 mg.
L-'corresponde a Pb*

Entre los metales pesados de numero atémico
mayor de 60, el plomo es el mas abundante en la
corteza de la tierra. Aunque el plomo no es esencial
para las plantas, éste es incorporado en mediante
la unién a los compuestos de la pared celular y
posteriormente es internalizado a las células. Segun
los datos obtenidos en este trabajo, el Plomo es el
metal menos toxico entre los seis metales testeados,
con una CE, muy superior al resto. Sin embargo,
otros estudios presentan valores diferentes a los
resultados obtenidos en esta investigacion. Wong
& Bradshaw (1982) reportan valores de 1,7 mg.
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Figura 3. Toxicidad aguda del Dicromato de potasio en L.
sativa. Longitud promedio de las raices y efecto de Inhibicion
del crecimiento radicular (IP).

Figura 4. Toxicidad aguda del Nitrato de plomo en L. sativa.
Longitud promedio de las raices y efecto de Inhibicion del
crecimiento radicular (IP).
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Tabla 5. Resultados de los analisis de inhibicién de crecimiento por el método Probi tde Lactuca sativa con Pb(NO3)..

Ecuacién Lineal R? X? X? CE,, Intervalo de confianza
Calculado Tabulado (mg. L?) 95% (mg. L)
Y =2,2698x —
0,9983 0. 397 5.991 205. 883 141. 642 - 268. 248
0,2866

Tabla 6. Resultados de los anélisis de inhibicién de crecimiento por el método Probit de Lactuca sativa con SO,Zn.

Ecuacién Lineal R? X? X? CE,, Intervalo de confianza
Calculado Tabulado (mg. L) 95% (mg. L)
Y =3,004x —
0,9796 0.543 5.991 158. 382 110.972-199. 538
1,5894

L-'de Pb utilizando Lolium perenne, Craig (1978)
obtiene un valor de DL_  del1,2 mg. L' para Zea
mays, y de 10 mg. L'para Festuca ovina.

Toxicidad del Zinc

Los resultados tras realizar el ensayo con SO,Zn,
(Tabla 6 y Fig. 5), dondelaCE,; obtenida por el
método Probit para el compuesto fue de 158. 38
mg. L, de esta cantidad 63,94 mg. L-'seria de Zn.

El Zinc es otro micronutriente esencial en la
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Figura 5. Toxicidad aguda del Sulfato de de Zinc en L. sativa.
Longitud promedio de las raices y efecto de Inhibicién del
crecimiento radicular (IP).

planta, se encuentraen la naturaleza en la forma
7Zn*? a una concentracion habitual de 20 mg. L,
posee contribuciones funcionales destacadasen la-
formacion de hormonas de crecimiento y la sintesis
de proteinas; presentandose efectos toxicos a con-
centraciones superiores. La CE_ del Zn (63,94 mg.
L) determinada en nuestro estudio con L. sativa,
es considerablemente superior a los resultados de
Wong & Bradshaw (1982), que reportan valores de
DL, de 1,6 mg. L''en Lolium perenne. Craig (1978)
obtiene un valor de DL, de 8,37 mg. L' para Zea
mays, y para la inhibicion total de crecimiento de 5
mg. L-'para Phaseolus vulgaris. Sutcliffe & Mars-
hall(1971) exponen que 7 mg/L produce la muerte
en Agrostis tenuis.

Toxicidad de la Plata

La CE, obtenida por el método Probit para SO, ,Ag,
(Tabla 7 y Fig. 6) fue de 79. 722 mg. L', de la que
55,03 mg. L' corresponde a Ag.

El tiosulfato de plata es utilizado normalmente
para revertir el sexo de las plantas. Desde el punto
de vista ecotoxicologico existe gran cantidad de
informacion que sugiere que la responsable de la
toxicidad de la plata es asignable a su forma i6nica
monovalente (Ag+). En lo que respecta a las dis-
tintas sales utilizadas en los ensayos de toxicidad,
se observa que cuando se utiliza nitrato de plata la

FERNANDO S. ALoNso & TomAs Lorez, pp. 21-29
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Tabla 7. Resultados de los anélisis de inhibicién de crecimiento por el método Probit de Lactuca sativa con SO, Ag,.

Ecuacién Lineal R2 X? X? CE,, Intervalo de confianza
Calculado Tabulado (mg. L?) 95% (mg. L?)
y =3,715x —
0,9937 0.752 5.991 79.722 57.747 -106. 618
1,979
12 - A 100 220 - 205,883
/ - 90 200 -
107 i - 80 180 1 158,380
'g g . - 70 F_‘\: _ 160
T 6 - 50 2 g 120
g - = 100
g £ =80
3 4 4 L 30 = &}
X 60
5 | - 20 2
"Iy :
0 - ; . . 0 0
37,5 75 150 300
Sulfato de Plata (mg.LY)
m [ ongitud  eim=]P Metales estudiados

Figura 6. Toxicidad aguda del Sulfato de plata en L. sativa.
Longitud promedio de las raices y efecto de Inhibicién del
crecimiento radicular (IP).

toxicidad es superior en varios 6rdenes de magni-
tud a la observada cuando se utilizan tiosulfato o
cloruro de plata. Segiin Pérez y Baracaldo (2010),
la concentracion de inhibicion (CE, -120) para com-
puestos puros de la Plata (Ag+)sobre la especie de
semillas de lechuga (L. sativa) fue de 85,6mg. L.

La figura 7 muestra los valores comparativos
de inhibicion de crecimiento radicular en términos
de CE,; y la cantidad de metal existente en cada
compuesto. La comparacion de resultados con
otras investigaciones es complicada puesto que se
utilizan diferentes especies de plantas vasculares.
Segun los resultados de otros autores (Iannacone
et al., 2005) utilizando plantulas como A. cepa, B.
vulgaris, O. sativa y Raphamus sativa podemos
afirmar que el Pb es el metal menos toxico tanto
para L. sativa como para las otras plantas, hay varias
excepciones que nombran al Zn como el menos

Figura 7. Comparacion de los valores de CE, y cantidad de
metal de cada compuesto ensayado.

toxico antes que al Pb (Vargas-Palominos et al.,
2007) pero son valores similares.

Las discrepancias mas grandes que hemos en-
contrado con nuestro trabajo han sido los determi-
nados por Duarte (2005) el cual reporta valores mas
toxicos para el Cu que para el Cr. Segin Wong &
Bradshaw (1982), esta es la secuencia de toxicidad
utilizando Lolium perenne para la inhibicion de cre-
cimiento Cu > Pb > Cd > Zn > Cr, y esta es la que
proponen Cheung & Wong (1989) para Brassicapa
rachinensis Cd >Cu > Zn > Pb. Estas diferencias
pueden ser debidas a la fisiologia de cada planta.

La inhibicién en el crecimiento de la radicula
de L. sativa, causada por los metales, seria una
consecuencia de la alteracion de los procesos
normales de division y elongacion celular durante
los primeros dias de crecimiento de las plantas
(Samantary,2002). De acuerdo a los analisis de
regresion del modelo log-Probit para cada com-

EFECTOS TOXICOS AGUDOS DE METALES PESADOS SOBRE EL CRECIMIENTO RADICULAR DE LACTUCA SATIVA
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Figura 8. Rectas de regresion para el modelo Log-Probit sobre
L. sativa 120h para cada uno de los compuestos ensayados.

puesto, mostrados en la Figura 8, la secuencia de
toxicidad de metales en orden decreciente segtin la
inhibicion de crecimiento radicular (Figuras 7 y 8)
fue: Cd >Cr >Cu >Ag >Zn >Pb, siendo el plomo
con gran diferencia el menos toxico y el cadmio
el mas toxico, con valores similares al cromo. Al
comparar los indices de inhibicion del crecimiento
radicular, concluimos que este es muy sensible
segun los resultados obtenidos.
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