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Resumen

El bioensayo corselenastrum capricornutuima sido utilizado como herramienta de valoracion

de la contaminacién del agua, debido a su habilidad para detectar efectos adversos a mezclas
complejas de sustancias quimicas. El objetivo de este estudio fue comparar la sensilSlidad de
capricornutumcon el ensayo deactuca sativay seleccionar el mejor indicador de toxicidad.

Para este fin, se determinaron como puntos finales, efectos de estimulacién o inhibicién sobre el
crecimiento de las células algales y las semillas de lechuga. Se determiné la sensibilidad de cada
organismo frente a Zn (Il) como téxico de referencia para homologar los resultadds. entre
capricornutumy L. sativa Sin embargo, co8. capricornutunse observaron grandes variaciones

entre los resultados; por lo cual se uitilizo Cr (VI). Rasativase obtuvo un valor de GE, . de

24.48 mgZtP/L y paraS. capricornuturun valor de CE . de 0.29 mgCf/L. Para evaluar la
sensibilidad de los indicadores, se seleccionaron dos muestras de agua en el rio Bogota y otra en
el efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales El Salitre. Los resultados indicaron
gue ambos modelos presentaron respuestas similares, lo cual podria atribuirse a la concentracion
de materia organica presente en las muestras.

Palabras clave: bioensayos, contaminacion del aglactuca sativay Selenastrum
capricornutum, toxicidad

Abstract

The use ofSelenastrum capricornutuin acute toxicity assessment is a potentially useful tool

in water monitoring. The main objective of this study was to compare the sensitidty of
capricornutumwith the extensively useldactuca sativebioassay in water and to select the best
indicator. For this purpose, inhibition or stimulation effects of algae cell growth and seed growth
were determined as end points. Sensitivity of both organisms was determined with Zn () as
reference toxicant to homologate the results beteeaapricornutumandL. sativa However,

when Selenastrunwas exposed to Zn (Il) there was a strong variation in results. Therefore, Cr
(V1) was used as a reference toxicant. Theg, CE-value for Zn (1) forl. sativawas 24.48 mg/L

and the CE ,, value for Cr (VI) forS. capricornutunwas 0.29 mg/L. Two environmental
samples were collected from the Bogota River and other from the Salitre wastewater treatment
plant, to evaluate sensitivity of indicators. Results showed similar responses on both organisms,
possibly due to the organic matter concentration in evaluated samples.

Keywords: bioassayslactuca sativaSelenastrum capricornutumyater pollution.
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INTRODUCCION Kusui, 1997; Persoonet al, 2003;
Manusadeianagt al, 2003).
La contaminacion del agua se produce por
vertimientos de origen industrial o muni- Actualmente se utilizan diferentes espe-
cipal, residuos agricolas, drenajes de mi<cies de organismos acuaticos y terrestre
nas y lixiviados de rellenos sanitarios losde varios niveles filogenéticos como
cuales son liberados al medio ambiente sinindicadores” para determinar los efectos
ningun control o por fuentes difusas a tra_téXiCOS de contaminantes vertidos o libe-
vés de la erosion. Estas fuentes de contamitados en el ecosistema. Sin embargo no es
nacion pueden contener sustancias potenaconsejable realizar bioensayos con un soélo
cialmente toxicas para la biota acuaticadrupo de organismos o con sdlo una espe-
deteriorando las condiciones en que sobreCie para emitir un diagndstico en caso de
viven plantas y animales, con respecto acontaminacion hidrica (Blaise y Kusui,
cambios en su reproduccién’ desarr0||011997; Castilloet al., 2000) Lo indicado es
comportamiento o supervivencia. Adicio- Utilizar una “bateria” de bioensayos que
nalmente, las transformaciones o interac4ncluya organismos que representan distin-
ciones que se pueden presentar entre la&s niveles tréficos (descomponedores, pro-
sustancias toxicas y con |igandos Orgéni_ductores y Consumidores). De esta forma se
cos e inorganicos pueden produfénd- pueden evaluar procesos de biomagnifica-
menos de Complejacién o) especiaciénicién en la cadena alimenticia y eXtrapOIar
aumentando o disminuyendo la toxici- los datos experimentales de las pruebas de
dad por medio de efectos de sigismo, toxicidad a los efectos del ecosistema.
antagonismo o aditividad (Magdaleno y De ) y . .
Rosa, 2000;: Gémeet al, 2001). Por esta En la legislacion de varios paises como

razén, en muchos estudios se determinafStados Unidos, Canada y los de la Comu-
las formas biodisponibles de los contami- nidad Europea, entre otros, se han incluido

nantes para evaluar mejor la toxicidad!0S €nsayos con organismos vivos para
(Wong et al, 1994). cuantificar el grado de toxicidad de

efluentes industriales, aguas residuales y/o

residuos sélidos, para determinar los limi-
La toxicologia acuatica proporciona herra-tes de descarga y los efectos toxicos sobre
mientas que ayudan a la deteccién y con4a biota (Persoonet al, 2003; Arensberg

trol de descargas de residuos peligrososet al, 1995; Hallinget al, 1996; Mayewet
Una de ellas es el andlisis detallado de lag)., 1997; Mitchellet al, 2002).

propiedades fisicas y quimicas de los con-

taminantes, lo cual permite en algunos ca-En Colombia el control de la contamina-
sos, evaluar el grado de riesgo que presenteién del agua generalmente se basa en ana-
para los organismos acuéticos y de esta forlisis fisicoquimicos y microbioldgicos de
ma hacer predicciones con un alto gradoaguas, centrandose en la implementacién
de confiabilidad. Sin embargo, la caracte-de sistemas de tratamiento para la elimina-
rizaciéon quimica de los contaminantes escién de materia organica y microorganis-
bastante compleja y costosa, por lo cual senos. No obstante en el decreto 1594 de
contempla el uso de pruebas biolégicas1984 del Ministerio de Salud, se ha con-
como complemento de los andlisis fisico-templado el uso de concentraciones letales
quimicos (Gomezt al, 2001). Estas prue- medias (CL-96h) para algunos contami-
bas ayudan a evaluar la calidad de losnantes prioritarios, en aguas destinadas a
efluentes y de esta forma prevenir o alertada preservacion de flora y fauna (Ministe-
sobre riesgos en el ecosistema (Blaise yio de Salud, 1984).
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En estudios recientes se ha trabajado codurante los primeros dias de crecimiento.
bioensayos de toxicidad aguda para evaEn la prueba, se tomaron 20 semillas de
luar la calidad del agua del Humedal Gualitamafio similar, forma y color; se distribu-
Tres Esquinas y posteriormente el rio Bo-yeron uniformemente sobre papel Whatman
gota. Inicialmente, se empled una baterian® 3 impregnado con 4 mL de la muestra
de bioensayos conformada por dos indica-dentro de una caja de Petri, se incub6 en
dores de modelo animaHydra attenuata oscuridad a 22 + 2°C durante 5 dias. Des-
y Daphnia magnay por un modelo vege- pués del periodo de incubacion, se midid y
tal, Lactuca sativaA partir de los resulta- registré el promedio de longitud de las rai-
dos obtenidos en estos estudios se observées por cada concentracién de la muestra.
queH. attenuataera un modelo animal mas Finalmente, se estimd la concentracion que
sensible comparado cdh. magnaal obte- produce el 50% de inhibicion (CE/QIl en
ner valores de Cl entre 2.36 y 85.72% y el crecimiento de la raiz. Se utiliz6 como
84.6 y 137%, respectivamente; mientrascontrol negativo y como diluyente agua
que conL. sativa no se presentaron efectos dura reconstituida y como control positi-
de inhibicién sobre el crecimiento de la vo, 20 mg Z?/L; establecido por bioensa-
radicula en las muestras evaluadas, obteyos sucesivos (n=20) frente a Zn (Il) a tra-
niendo valores de GEminimos de 132% vés de una carta control.
y méximos de 475% (Boho6rquez y Caceres,
2002; PUJ, 2004). Bioensayo conSelenastrum

capricornutum
Frente a la baja sensibilidad del modelo i
vegetal evaluado en estas aguas y para s&Ste ensayo se desarrollo de acuerdo a la
guir utilizando modelos de diferentes ni- técnica de EPA (1994) modificada por
veles tréficos dentro de la bateria deCifuenteset al., (1998).S. capricornutum
bioensayos, se planted comparar la sensi(UTEX 1648) se adquirié en la coleccion
bilidad deL. sativay S. capricornutum  de referencia algal de la Universidad de
frente a diferentes fuentes de agua para estexas. Este organismo ha sido ampliamen-
tablecer cual de los organismos es mejof€ recomendado por diferentes agencias
indicador vegetal. Para este fin, se requerideguladoras del medio ambiente por mos-
poner a punto la técnica c@elenastrum trar alta y constante sensibilidad a toxicos,
ya que la técnica coh. sativaestaba alta disponibilidad, estabilidad genética,
implementada en el laboratorio. uniformidad en las poblaciones, es repre-
sentativo del nivel tréfico y es de facil cul-
tivo (EPA, 1994; OECD 1984; 1SO, 1989;
APHA, 1998). El bioensayo de toxicidad
Bioensayo conLactuca sativa aguda corfS. capricornutumes una prueba

estatica (96h de exposicion). En la prueba,
El bioensayo corLactuca sativase desa- se utilizaron 18 erlenmeyers de 250 ml de
rrollé de acuerdo a la técnica de Mclnnis capacidad, debidamente rotulados con la
(1989). Las semillas de lechuga sativa  concentracion y el nimero de réplica co-
variedad prestine cabeza de mantequilla serespondiente (5 concentraciones y un con-
adquirieron en el Centro de Abastostrol con 3 réplicas, para cada uno). Se ino-
Agropecuarios (CEBA). El bioensayo de cul6 en cada erlenmeyer el volumen
toxicidad con semillas de lechuga es unacalculado de cultivo para tener una densi-
prueba estatica de toxicidad aguda (120 hYad celular inicial de *Ocel mtl. Poste-
en la que se pueden evaluar los efectosiormente se incubaron los cultivos a
fitotoxicos en el desarrollo de la plantula 23+2°C, intensidad luminica de 4.304 lux

MATERIALES Y METODOS
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+ 10, con agitacion continua de 100 revo-completar 1L. El pH del medio se mantuvo
luciones por minuto (rpm). Después del en 7.5+0.1 por lo que fue necesario ajustar-
periodo de incubacion se determiné el por-lo con NaOH o HCL 1N. Posteriormente se
centaje de inhibicién de cada concentra-esterilizé6 el medio de cultivo a 15Ib/15
cion con respecto al control por turbidez aminutos a 120°C. Se debe tener precaucién
una longitud de onda estandar de 750al adicionar EDTA al medio de cultivo por-
nanometros (nm), utilizando como blanco que puede interferir en la toxicidad de los
medio de cultivo algal. Posteriormente, semetales. Si se sospecha que la muestra am-
calcul6é la concentracidon que produce elbiental presenta metales no se debe adi-
50% de inhibicién en el crecimiento de las cionar.
células algales.

Curva de crecimiento

Condiciones del cultivo o o
Se realizé una curva de crecimiento de este

Los cultivos algales se mantuvieron en tu-organismo para identificar el momento en
bos de ensayo con medio solido, preparael cual las células algales se encuentran en
do con agar-agar al 1.5% (Cifuenisal, la fase logaritmica y de esta forma obtener
1998). Se realizaron repiques a tubos corel indculo para las pruebas de toxicidad.
medio fresco cada tres meses. Estos cultita biomasa se determiné por los métodos
vos se almacenaron en oscuridad a 4°C. Ade recuento en camara de Neubauer (Blaise
partir de los cultivos sélidos, se iniciaron et al., 2000) ya que permite examinar la
los cultivos en medio liquido, los cuales semorfologia de las células y por cuantifica-
mantuvieron a 23+ 2°C, intensidad lumi- cion del contenido de clorofila a (APHA,
nica de 4.304 lux £ 10, con agitacion con- 1998) para identificar si las células poseen
tinda de 100 rpm; de acuerdo a la metodo-clorofila o feofitina, aunque la cantidad de
logia sugerida por la Agencia de Protecciénbiomasa fuese elevada.

Ambiental (EPA, 1994). Una vez el cultivo

alcanza la fase estacionaria, se retira de I&stimacién de biomasa

camara de incubacion y se cuantifica la

biomasa para su posterior uso como indculcAntes de realizar las pruebas de sensibili-

en las pruebas de toxicidad. dad deS. capricornuturirente a Cr (VI), se
determind en cinco experimentos la

Medio de cultivo para la proliferacion biomasa de concentrados algales por dos

de S. capricornutum métodos de estimacién, recuento en cama-

ra de Neubauer y por turbidez; con el obje-
El medio de cultivo empleado para el cre-to de determinar el método mas apropiado
cimiento algal fue el propuesto por EPA para este fin. La tasa de crecimiento algal
(1994) modificado por Cifuentest al., (), se calculé a partir de la siguiente ecua-
1998 en el cual se aumentan las concentragion:
ciones de nitrogeno y fésforo cinco veces
(tabla 1), para obtener cultivos con densi- U= In Nn-In No Donde:
dades celulares altas. At

El medio de cultivo algal se preparé a par-In = logaritmo natural

tir de 7 soluciones concentradas de nutrienNn = densidad celular al finalizar la prueba
tes. Se tomé 1 ml de las _soluuones 1, 2 4, @Io = densidad celular inicial

y 7y 5 ml de las soluciones 3 y 5; final-

mente se adicioné agua destilada hast&l = intervalo de tiempo considerado
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Pruebas de sensibilidad El Cortijo y 3) el efluente de la Planta de

. Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)
Para establecer los intervalos aceptables dg| salitre. En Puente Florencia la conta-
variacion de la repuesta tanto de las algasgninacion del agua se atribuye a los dife-
como de las semillas de lechuga frente a Znentes compuestos quimicos (pesticidas y
(It) como toxico de referencia, con un mar- agroquimicos) producto de las activida-
gen de confianza del 95%, se realiz6 ungjes agricolas, y adicional a ello a los qui-
carta control que sirvi6 de referencia paramicos (sulfatos, cloruros, cromo y taninos)
evidenciar la sensibilidad de cada especigyenerados por el sector industrial de esta
frente al toxico, la estabilidad de la respues-;gpgq, representado principalmente por
ta biolégica y la reproducibilidad de los cyrtiembres. Mientras que en El Cortijo
resultados obtenidos. En el bioensayo COredomina la contaminacién con materia
L. sativase evidenci6 la sensibilidad que organica, generada por las aguas
este organismo tiene frente al zinc; sin eM-esjduales domésticas del distrito capital
bargo conS. capricornutunmo se obtuvie- y |3 PTAR EI Salitre que trata parte del
ron resultados reproducibles entre ensayosagua residual doméstica de Bogota por
por lo que se utilizé 1 mg/L de cromo (VI), medio de un sistema primario avanzado,
sustancia con la que se obtuvieron resultapara luego ser vertida al rio Bogota. Las
dos satisfactorios de sensibilidad y repro-mestras de agua se transportaron a 4°C
ducibilidad y que es ampliamente recomen-hasta el laboratorio y se procesaron den-
dada para este tipo de pruebas. Esta carta $& de las 24 horas después de su recolec-
genero despues de exponer los organismogion. Antes de iniciar el montaje de las
a diferentes concentraciones del téxico 8ruebas de toxicidad col. capricornu-
través de ensayos sucesivos (n=14), en Ia,m |as muestras de agua se pasaron a tra-
cual se obtuvo el valor de la concentracion,as de filtros con tamafio de poro > 50mm
de efecto medio (Cf). Inicialmente la car-  para eliminar material suspendido y lue-
ta puede ser construida con un minimo deyo por filtros con tamafio de poro de 0.45
cinco datos y posteriormente se debe conym para eliminar microalgas. Para las prue-
tinuar realizando ensayos con el toxico pargyas de toxicidad se realizaron 4 concen-

ingresar mensualmente nuevos valores hasyaciones a partir de las muestras de agua:
ta completar una serie de veinte datos. Conp 5 25 50y 100%.

los datos del promedio, desviacion

estandar y coeficiente de varia,ci(')n_ Obteni'_AnéIisis estadistico

dos en la carta control, se evalla si es posi-

ble obtener resultados confiables con laSe realiz6 estadistica descriptiva para los
técnica, antes de llevar a cabo pruebas cofodelos vegetales debido a que los bioen-
muestras ambientales. sayos corL. sativay S. capricornuturmo
mostraron efectos de inhibicion gradual
sobre el crecimiento radicular y sobre la
tasa de crecimiento, respectivamente; sino
Las muestras de agua se recolectaron efjue se observaron efectos de exaltacién u
tres estaciones de muestreo. La recolechormesis.

cion de las muestras se realizé durante los

meses de marzo, abril y mayo de 2005 corSe realizé una correlacion de Pearson (p<
tres eventos de muestreo para cada und.05) como medida de asociacion entre las
Los sitios seleccionados fueron los si-variables, nimero de células por mililitro
guientes: dos estaciones de muestreo saimétodos de recuento en camara de
bre el rio Bogota: 1) Puente Florencia 2)Neubauer) y densidad 6ptica (turbidez) y

Muestras ambientales
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asi seleccionar el mas apropiado en cuan34.36 mg/L y con coeficiente de variacion
do a practicidad, confiabilidad y reprodu- (C.V) del 20%.

cibilidad.

RESULTADOS

Bioensayo conL. sativa

Bioensayo conS. capricornutum

Medio de cultivo para la proliferacion
de S. capricornutum

En la prueba de sensibilidad con semillasLa curva de crecimiento d®&. capricornu-

de lechuga, se determind la CB partir de

tum muestra que el medio EPA modificado

cuatro concentraciones de Zn (ll): 10, 20,genera resultados reproducibles en la pro-

40 y 100 mg/L (figura 1).

La concentracion efectiva media pdra
sativafue 24.48 mg/L de ZA con interva-

liferacion algal con fases de crecimiento
exponencial mas largas, con respecto al me-
dio original, y con densidades celulares de
10° células.mt en la fase estacionaria de

los de confianza del 95% entre 14.60 ycrecimiento.

Tabla 1
Medio EPA modificado por Cifuenteset al, para el mantenimiento de
los cultivos algales

REACTIV CONCENTRACION
SOLUCION | MACRONUTRIENTES S0ml
1 Mgl 6H 0 6,08 g
2 CaCl,.2H,0 220
3 MaMNCh, 1275 ¢
4 MgSOy THAO 735
5 Ko HTOy 0.52g
b NaHCC) 5 750 g
MICRONUTRIENTES S00mi
7 H;BO,, 928 g
MnCl . 4H 0 208.00mg
ZnCl, .64 mg'
FeCl;.6H.0 79.9 mp
Coll,.6H.0 0.714 mg’
Ma:Mo  2H O 163 mg”
CuCl;.2H 0 0,006 mg”
MazSel, 5H 0 1.1%6 |115;‘i
Na:EDTA.ZH 0 150 mg

! Pese 1.64 mg de ZnGl diluya en 100 ml de agua destilada.

?Pese 0.714 mg de Cq@®H,0 y diluya en 100 ml de agua destilada.

% Pese 3.63 mg de N400,.2H,0 y diluya en 10 ml de agua destilada.
“ Pese 0.006 mg de Cy@H,0 y diluya en 1000 ml de agua destilada.
*Pese 1.196 mg de \#eQ5H,0 y diluya en 100 ml de agua destilada.

Fuente: Cifuentest al, 1998.
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Ficura 1. Representacion gréafica de la prueba de sensibilidad de sativa.

Selenastrum capricornutum
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Ficura 2. Representacion grafica de la cinética de crecimiento & capricornutum
por recuento en camara

Tabla 2
Resultados de la cuantificacion de pigmentos con su respectivo |IEF para cada
réplica en la curva de crecimiento

Tiempn Riplical Riplical Replical
(LS Hecuentin 1 Ca  IEF | Heemento|  p Ca | IEF | Recwento n U IEF
(Cel'mly (/) (Cel'ml)y (mgz/m”) (Cel'mly (mgm’)
i L3x 0" | 7.53 1567 | L7 | 2&x10°| 800 [ 421 L2 [ 1ex 10" [ 755 | 2023 | L]
# I5x 0" | 548 1223 LT [ 52x10°] 589 | 1543 L2 | 38x 10" | 570 2856 | LT
1z Sra 0t | 238 17,64 L5 | TRz 10" | 209 25,10 Lo | 65 x 10 AT 19,21 1.4
16 S8 100 | -1,45 62 1.1 0.0 107 | 095 i il 1.1 52 105 | -1,02 128 1 Ab
Ca: clorofilaa.

IEF: indice de estado fisiol6gico.
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Curva de crecimiento aproximo al adecuado (1.6-1.7) con el tiem-

) po en la fase exponencial.
Los resultados obtenidos en la curva de cre-

C|,m|ento muestra (flgura 2) que entre los Estimacién de biomasa

dias 3 y 14 las células estan en fase

exponencial con concentraciones algalesAl realizar la correlacion de Pearson entre

entre 1.1 x 19y 8.3 x 10 cel/mL. el nimero de células por mililitro (recuen-
to en camara de Neubauer) y la densidad

Los resultados de recuento celular, veloci-Optica (turbidez) entre los concentrados de
dad de crecimiento, contenido de clorofila S- capricornutumse obtuvo una relacion
ay el respectivo indice de estado fisiologi- de significancia (n=5; r= 0.99; p< 0.05)
co (IEF) se observan en la tabla 2. Para obentre las dos variables, con lo cual se pue-
tener estos resultados se tuvo en cuenta dle concluir que al utilizar uno u otro méto-
tiempo total que duraba la curva de creci-do, l0os resultados obtenidos son similares;
miento (20 dias aproximadamente) y se se€s decir, que cuando aumentan los valores
leccionaron 4 dias intermedios para su dedeX aumentan los valores dey viceversa.
terminacion. En la tabla se observa que erRazoén por la cual, durante las pruebas de
las réplicas 1y 3 hasta el dia 8 y en la répli-sensibilidad con algas se utilizara el méto-
ca 2 hasta el dia 12, al aumentar o dismido de turbidez para determinar la biomasa,
nuir la concentracién de células a travésdebido a que es mas facil de realizar.

del tiempo, aumenta o disminuye la canti-

dad de clorofilaa y este comportamiento Prueba de sensibilidad cors.

se relaciona a su vez con el indice de estasapricornutum

go f|5|ol_og_|cot, mlelnTrast_qug la vde_IOC|_daq En la prueba de sensibilidad con esta cepa,
© clr?0|m|en © %e lufar 1ende Ia tlsmm'w:r. se determino la CE por turbidez a partir
€n €l ranscurso del iempo en 1as res repllyy inco concentraciones de Cr (VI): 0.10,

cas. I?espués del ‘!"a.B en las réplicas 1y 3020’ 0.30, 0.40 y 0.50 mg/L (figura 3), te-
y el dia 12 en la réplica 2, aunque aumenta}]iendo en cuenta que por debajo de 0.10

la conpentramon o!e células dlsmlnyyg elmg/L de cromo no se observan efectos de
contenido de clorofila y el IEF. Este indi- subletalidad

ce indica elradio de clorofilaa/feofitina

a. Cuando el indice es de 1.7 se consideria concentracién efectiva media paBa

que no hay feofitina, es decir, clorofila . t turbidez fue 0.29
degradada y estan en estado fisiolégicogi%rll_comu_ utmpolr u(; ! ezf_ue .d | 315%/
excelente. Las soluciones de feofitina con intervalos de confianza de 0

pura tienen un valor de 1.0, sin embargoentre 0.16 y 0.41 mg/L y con coeficiente

i ITe 0,

las mezclas de clorofila y feofitinaa van de variacion (CV) del 22%.
desde 1.0 a 1.7. .

Muestras ambientales
Como se observa en la tabla 2 en los dias %n los bioensayos realizados cBn capri-
y 8 de l? prlmera,repllca, dia 12 de l,a ?e'cornutumy L. sativa no se observé ningun
gunda réplica y dia 8 d_e la tercera repl_'caefecto (0%) en los controles negativos de
se encuentran valores iguales a 1.7 MIeNtada muestra. De acuerdo a este comporta-

tras que en los otros dias son mas bajos thiento se comprobd6 el buen estado de los

var|gbleds, Lo ?.ltj.e sggnlflcta <Ique h.UbO IC)re'organismos de prueba, la calidad del agua
sencia ge feontina durante 10S PHMeros Y, ji; 5qq para las diluciones y en general

u|tlme?. gllast, ‘?'eb.'do al;m estatqu fljs','Olog"Ias condiciones en el procesamiento de
co deficiente, sin embargo €l Indice S€.aqa ensayo. Esta apreciacion se refleja en
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los coeficientes de variacién de los contro-Los resultados obtenidos con el bioensayo
les negativos en las pruebasSlecapricor- de toxicidad aguda co8. capricornutum
nutumque fueron 12.2% y 30% pata en la Estacion Puente Florencia, El Cortijo
sativa Los resultados obtenidos de los con-y la PTAR El Salitre se presentan en la ta-
troles positivos tanto eB. capricornutum bla 3.

como enL. sativafueron similares a los

obtenidos en la carta control, produciendoDebido a que los resultados de toxicidad
efectos de inhibicion cercanos al 50%. no arrojaron datos de manera gradual entre

Selenastrum capricornutum . Toxico de referencia: Cr i
0,5
K+dm =043
0,45
0.4
X=03%
0,35 il
e s s s s s s s Sl . s s M e e s e i
§ 0,3 * & L] &
s 0,25 Il Ko = 0,18
7] .
@ 02
0,15
0.1 1
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0
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Ficura 3. Representacion grafica de la prueba de sensibilidad & capricornutum
por turbidez.

Tabla 3
Porcentaje de inhibicion del crecimiento de las células d®. capricornutumen las
diferentes concentraciones evaluadas en la muestra proveniente de Puente Florencia,
El Cortijo y la PTAR EI Salitre por turbidez

Puente Florencia El Cortijo | FTAR El Salitre
|1 Turbidez
| Inhibicion (%) |
Evento  Evento  Evento | Evento  Evento  Evento | Evento  Evento  Evento

[ 2 ] 1 2 3 1 2 3
12,5% G4z 77 -14.71 24 55 10,3 17,29 15.52 2801 2479
25,0% 6,73 -1,78 -25,27 37,26 (1,59 12,88 704 -A603 -2H.65
S0,0% 622 -4 98 (49 41,05 =29.64 15,73 2157 4] .93 .49
100,0% [ 881 298 1.26 7.1 -12,12 0,04 3529 -18.20 L6l

[1: Concentracion
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las concentraciones evaluadas (12.5% -es decir, que en concentraciones bajas se
100%), no se pudo determinar la GEpor  producia mas inhibicion que en la muestra
esta razon los valores de toxicidad se exal 100%. En los resultados de la PTAR El
presaron como porcentaje de inhibicion Salitre, se observa que en el primer evento
(volumen/volumen); los cuales se obtuvie- se obtuvieron valores de inhibicién, en el
ron a partir de la técnica de turbidez parasegundo evento de estimulacion y en el
las tres estaciones. En Puente Florencia saltimo se observaron valores de inhibicion
obtuvieron valores de inhibiciéon de aproxi- en las concentraciones del 50 y 100%.
madamente el 10% en todas las concentra-

ciones evaluadas en el primer evento de_ os resultados de toxicidad aguda obteni-
muestreo; mientras que en el segundo Y terdos con el bioensaybactuca sativades-

cer muestreo so6lo se obtuvo inhibicién delpués de exponer las semillas frente a las
crecimiento algal en la concentracion delmuestras de agua de las 3 estaciones, se pre-
100%, entre 1.26 y 2.98%. y al 50% de sentan en la tabla 4. Los resultados de toxi-
0.49%. Cabe resaltar que en la concentragidad se expresaron como porcentaje de
cién del 100%, se observé efecto de inhi-inhibicién (volumen/volumen).

bicién en los tres eventos de muestreo, en

los eventos dos y tres a partir de efectos dgomo se observa en la tabla a medida que
exaltacion (valores negativos en la tabla)aymentan las concentraciones desde 12.5
hasta llegar a efectos de inhibicion bajos. hasta 100%, disminuye la toxicidad en

Puente Florencia en el evento uno y dos,
En El Cortijo en el segundo evento no seen la concentracién del 12.5% se obtuvie-
obtuvieron efectos de inhibicion, por el ron efectos de inhibiciéon del 38 y 14%,
contrario hubo mayor crecimiento con res-respectivamente; mientras que en la con-
pecto al control negativo. En el primer y centracién al 100%, se obtuvieron porcen-
tercer evento de muestreo se observd inhitajes de inhibicion de 18 y 0%. En el tercer
bicion del crecimiento en todas las con-evento hubo mayor crecimiento al 100%
centraciones evaluadas, sin embargo etomparado con el control negativo, obser-
efecto se present6 de forma descendente;andose valores negativos.

Tabla 4
Porcentaje de inhibicién del crecimiento de las raices de sativaen las diferentes
concentraciones evaluadas en las muestras provenientes de Puente Florencia, El
Cortijo y la PTAR EI Salitre.

Puente Floreneia | El Cortijo | PTAR EI Salitre
[ Inhibicion (%)
Evento Evento  Evento | Evento  Evento  Evento | Evento  Evento  Evento
| z 3 1 2 3 1 2 k]
12,5% 38 14 -4 15.3 152 I15.5 8.6 S0.0 [4.9
250% 18 1% 1 13.8 2.0 26.4 2.1 =330 3.6
50,0%, 14 21 16 0.2 24.0 9.3 27.1 |G | 3.6
100.0% 18 ] L5 17.7 7 211 .3 11

[1: Concentracién
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Al igual que en Punte Florencia, en la mues-medios de cultivo propuestos por la Inter-
tra de El Cortijo, se observd un comporta-nacional Standards Organization (ISO,
miento heterogéneo en la respuesta, al nd989) y por Environmental Protection
seguir un patron sistematico de inhibicion Agency (EPA, 1994) y un medio EPA mo-
evidenciando ademas en los eventos uno yificado (enriquecido cinco veces en las
tres diferencias importantes de los porcen-concentraciones de nitrogeno y de fosfo-
tajes de inhibicion entre las concentracio-ro). Como resultado obtuvieron tasas de
nes evaluadas. En la muestra de la PTAR Etrecimiento bajas en los medios EPA e ISO,
Salitre en los eventos uno y tres hubo inhi-contrario a lo ocurrido con el medio modi-
bicién del crecimiento radicular, sin em- ficado, en los que observaron aumento en
bargo en el segundo evento se observél crecimiento de todas las cepas y perio-
estimulacion en todas las concentracionesios prolongados de crecimiento exponen-
evaluadas. cial. ParaS. capricornutunobtuvieron ta-
sas de crecimiento y densidades celulares
| de 0.79, 9.0x19 1.33 y 4.0x18 1.85y
DISCUSION 1.7x10 para el medio EPA, ISO y EPA mo-
dificado, respectivamente. Al comparar es-
tos resultados con los obtenidos en la tabla

E ‘ wdi bt lor de. CE 2, se observan similitudes en las densida-
n esté estudio se obtuvo un valor e, des celulares obtenidas en las curvas de cre-

120n d€ 24.48 mg/L para zinc (1I) diferente al cimiento conS. capricornutumcon valo-

reportado por Dutka (1996) que fue de 10res promedio entre 1.1x1§ 7.7x10.
mg/L para el mismo toxico de referencia;

sin embargo, se debe resaltar que la varia- .
- Y - 9 ~ Prueba de sensibilidad corS.
bilidad entre bioensayos fue pequena, lo .
: 2 capricornutum
cual se refleja en el valor de coeficiente de

variacion obtenido en esta prueba (20%);como se observa en la figura 2, se obtuvo
segun Robles (1998); un valor de C.V. en-,n valor de CE,, de 0.29 mg/L (limites
tre 0y 20% es bueno, lo que corrobora lagntre 0.16 y 0.41 mg/L) para turbidez, si-
reproducibilidad de la técnica. milares a los reportados en la literatura por
Magdaleno y De Rosa (2000) y Turbak
Medio de cultivo para la proliferacion de  al., (1986) 0.247 y 0.238 mg ©fL, res-
S. capricornutum pectivamente. Sin embargo Chen al
(2003) reportaron valores de 12.43 mgéCr
Con base en los resultados obtenidos eth. Probablemente las diferencias entre, CE
la curva de crecimiento y a los reportadosse deben a la variedad de técnicas emplea-
en la literatura es conveniente tomar eldas en este tipo de bioensayos. Céeal.,
in6culo en la fase temprana de crecimien-(1997) utilizaron cultivos continuos para
to exponencial (dia 5-10) para garantizarevaluar la toxicidad de €r en investiga-
gue durante el bioensayo de toxicidad conciones anteriores habian obtenido sensibi-
algas, las células sean aptas para la prudidades mayores en este tipo de cultivos
ba, es decir que no van a envejecer tartomparados con los discontinuos (utiliza-
rapido por estar préximas a la fase estados en este trabajo) debido a que la res-
cionaria, evitando producir falsos negati- puesta puede verse afectada cuando los
vos en la prueba. nutrientes empiezan a ser limitantes.
Rojiékovaet al., (1998) compararon las
Cifuenteset al, (1998) estudiaron el creci- metodologias con tubos de poliestireno
miento de 9 cepas de microalgas en dogvolumen de 15 ml) y la de erlenmeyers en

Prueba de sensibilidad corl. sativa
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vidrio de borosilicato (volumen de 50 6 De acuerdo a los resultados obtenidos en
100 ml) utilizando 12 sustancias quimicaseste estudio, se podria decir que para las
y 8 muestras ambientales, encontrando queondiciones del estudio no hubo un efecto
la técnica con tubos era comparable a laclaro de inhibicion debido a la influencia
técnica con erlenmeyers (p< 0.05) y que laque tuvo la presencia de materia organica
dos presentaban ventajas y desventajas. Een estas muestras de agua, lo que estimulé
la técnica con tubos el area superficial y lael crecimiento de los dos indicadores. Re-
cantidad de volumen total del bioensayosultados similares obtuvieron O’Farred
podria participar en la adherencia de algu-al., (2002) y Olguiret al., (2000) al obser-
nos quimicos en las paredes del tubo devar un aumento en la tasa de crecimiento
poliestireno, de esta forma podrian obte-de las células deS. capricornutum
nerse valores superiores de CEompara- Scenedesmus acutysChlorella pyrenei-
do con erlenmeyers. El ensayo con tuboslosaal evaluar la calidad de los rios Lujan
es conveniente cuando se van a evaluay Reconquista (Argentina); atribuidos a las
muestras que contienen sustancias volatialtas concentraciones de amonio, entre
les. La agitaciéon en el ensayo con botellasd.098 - 1.45 mg/L y a las concentraciones
es homogénea y garantiza el intercambiode DBO (demanda bioldgica de oxigeno)
de gases (CQy O,) punto critico de con- entre 8.4 y 81 mg/L. En Puente Florencia
trol durante el bioensayo; ademas en esta&e han encontrado concentraciones entre
técnica las células algales pueden interac23 y 27 mg/L de DBO, de nitrégeno total
tuar mas con la muestra gracias al volumerentre 0.49 y 0.53 mg/L y de fosforo total
gue se maneja. entre 0.010 y 0.22 mg/L, en EIl Cortijo con-
centraciones entre 15 y 53 mg/L para DBO,
Para determinar la variabilidad entre ensa-de 9.8 y 17.3 mg/L para nitrégeno y de 1.27
yos se calculé el coeficiente de variaciéna 2.15 mg/L para fosforo total, valores infe-
para turbidez (22%), de acuerdo a Roblegiores a los obtenidos en la PTAR El Salitre
(1998); un valor de C.V. entre 20 y 40% escon concentraciones entre 67 y 193 mg/L
aceptable, lo que indica que hay que afinapara DBO, de 1.5y 64.9 mg/L para nitr6ge-
més la técnica, sin embargo este porcentaj@0 y de 2.67 a 26.8 mg/L para fosforo total
es muy cercano a un rango bueno de(PUJ, 2004). Blinova (2000), también ob-
aceptabilidad. tuvo estimulacion del crecimiento en dos
modelos vegetales cuando utilit@mna
minor y S. capricornutunen la evaluacion
Muestras ambientales de efluentes industriales y PTAR en Estonia,
atribuyendo este efecto a altas concentra-
Los valores negativos que se observan eion de nitrégeno y fosforo, los cuales son
las tablas 3 y 4 hacen referencia a efectos dautrientes limitantes para muchas plantas.
exaltacion, es decir, que hubo mayor creci-
miento de células algales y de las Sem"!aSEvaluacic’)n de Lactuca sativay
de lechuga con respecto al control negativoseg|enastrum capricornutuncomo

que estaba libre de contaminantes. Resultagggelo vegetal en pruebas de toxicidad
dos similares obtuvieron Manusadziamas op aguas

al., (2003) al evaluar aguas residuales do-

mésticas en Lituania y Estonia. Probable-Al comparar la toxicidad observada en Puen-
mente este comportamiento se deba a la pree Florencia, con los dos modelos se en-
sencia de altas concentraciones de nutrientesontr6 queS. capricornuturrpresento efec-
para estos organismos, presentes en las de de inhibicién en la concentracion del
cargas domeésticas. 100% en los tres eventos de muestreo por
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turbidez, mientras que en El Cortijo sélo sedebe ser interpretada como un efecto favo-
observo en el evento uno y tres (tabla 3).rable o estimulante debido a que es posible
Para el bioensayo cdn sativase observd que muchos compuestos a bajas concen-
toxicidad en la concentracion del 100% entraciones produzcan exaltacion por ser
Puente Florencia en los eventos uno y dosnicronutrientes para los vegetales, respues-
(tabla 4), en la estacién El Cortijo en lasta que debe ser evaluada de manera con-
tres réplicas y en la PTAR El Salitre en eljunta con los efectos registrados en otras
primer y tercer evento. pruebas. Es probable que a través de un

periodo de exposicion de 96 horas para las
Al no encontrarse una concentracion efec-microalgas y 120 horas para las semillas de
tiva/media inhibitoria es dificil seleccio- lechuga, los efectos adversos de los toxi-
nar el mejor indicador entre los dos mode-COs se enmascaren por la cantidad de com-
los, pues ambos respondieron de maner@uestos que estimulan el crecimiento
similar a las muestras evaluadas, presentar{Manusad«ianas, 2003). En estudios reali-
do en algunas concentraciones efectos dgados en la cuenca del rio Bogota con el
inhibicién en porcentajes muy bajos conbioensayo deH. attenuataen Puente
respecto al control negativo y en otras con-Florencia, se obtuvieron valores entre 39.99
centraciones, mayor crecimiento. Sin em-CE Yy 88.59 CE .y en El Cortijo va-
bargo los resultados obtenidos can lores entre 2.52 Gl ...y 13.03 CL ..
sativa sefialan que este organismo presenvalores que confirman que en el agua hay
t6 mas signos de sensibilidad frente a lassustancias toxicas que alteran la morfolo-
muestras evaluadas aunque no superaro@ia de Hydra generando efectos de subleta-
el 50% de efecto. lidad y letalidad.

A pesar de que las muestras de agua recd=onclusiones

lectadas durante el estudio tienen influen-

cia de residuos industriales producto de lasEs recomendable utilizar la técnica de tur-

actividades antropogénicas realizadas albidez para estimacion de la biomasa en las

rededor de la zona de estudio, no se evipruebas de sensibilidad, por ser un método

dencié efecto téxico. Es probable que larapido, sencillo y confiable. Para las cur-

baja deteccién de toxicidad por parte devas de crecimiento se sugiere trabajar con

estos organismos se deba a las mezclas de técnica de cuantificacion del contenido

los quimicos en el agua que pueden a lale clorofilaa debido a que permite identi-

vez interactuar con materia organica y otradficar cuando las cepas algales tienen un

sustancias, generando efectos de antagexcelente estado fisiolégico indepen-

nismo, modificando su biodisponibilidad dientemente de la cantidad de biomasa de-

paraSelenastrunmy Lactuca También se terminada.

debe tener en cuenta que los contaminan-

tes podrian diluirse o dispersarse en el cuerAunque Lactuca sativay Selenastrum

po de agua, moverse con las corrientes Yapricornutumno presentaron un efecto

depositarse en los sedimentos. de inhibicién en su crecimiento pueden
estar alertando sobre problemas de

Slabbert y Venter (1999) y Castillo (2004) eutrofizacién en las estaciones de mues-

seflalan que se debe considerar el mayotreo evaluadas.

desarrollo de los modelos vegetales en las

muestras con respecto al control, ya que la.os modelos vegetales se podrian utilizar

exaltacion u hérmesis en un punto final noen la evaluacién de efluentes industriales,
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acompafados de indicadores de diferentes
niveles troficos para detectar toxicidad en
las muestras.

Otro factor importante relacionado con el BO
efecto de hormesis en los organismos de
prueba es que al desempefiarse como pro-
ductores en la cadena tréfica, podrian estar
acumulando sustancias téxicas en su inte-
rior y el riesgo estaria asociado directamen-
te con los organismos consumidores, debi-

monitoring and effluent control in Es-

tonia. Environmental Toxicology

2000, 15, 385-9.

HORQUEZ, P. y CACERES, L. Puesta a

punto de una bateria de bioensayos
CON Hydra attenuata Daphnia ma-
gna, Lactuca sativay Allium cepapara
evaluar toxicidad en agua. Trabajo de
grado. Pontificia Universidad Javeri-
ana, Bogota, Colombia, 2002.

do a que se estarian generando procesos ¢eASTILLO. G.C.. VILA. I.C.. and NEILD

biomagnificacion, los cuales repercutiran
en la poblacion humana.

Para poder definir las ventajas del uso de
estos bioensayos como modelos vegetales,

E. Ecotoxiciy assessment of metals and
wastewater using multitrophic assays.
Environmental Toxicology2000, 15,
370-5.

es necesario realizar ensayos con aguas pré~ASTILLO, G. Ensayos ecotoxicologicos

venientes de otras estaciones de muestreo
con diferente tipo de contaminacion.
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