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Resumen

En el presente trabajo, damos a conocer
algunos factores biolégicos importantes que
llegan a modificar la eficiencia de los bioindi-
cadores de toxicidad que se utilizan para eva-
luar el efecto nocivo de los contaminantes del
agua residual industrial sobre organismos y
procesos biolégicos, como la reproduccion,
crecimiento y desarrollo. Se analiza el modelo
de Lactuca sativa y se enlista una propuesta de
nuevos pardametros biologicos con hongos, bacterias,
plantas y animales que pueden ser empleados como
bioindicadores de toxicidad y ecotoxicidad que no
comprometen de manera directa la sobrevivencia de
los organismos en bioensayos y ambientes contami-
nados con descargas de agua residual industrial.
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Abstract

In this paper, we present some important bio-
logical factors that modify the efficiency of
toxicity bioindicators used to evaluate the har-
mful effect of industrial wastewater pollutants
on biological organisms and processes, such
as reproduction, growth and development. The
Lactuca sativa model was analyzed and proposal for
new biological parameters with fungi, bacteria, plants
and animals that can be used as bioindicators of toxi-
city and ecotoxicity that do not directly compromise
the survival of organisms in bioassays and environ-
ments contaminated with industrial wastewater
effluents.

Key words: bioindicator, toxicity, effluents,
Lactuca sativa.
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Introducciéon

Dentro de los estudios y analisis de toxici-
dad, esmuy comun utilizar bioindicadores
derivados de estructuras biologicas y orga-
nismos integros, tal es el caso del modelo
de semillas de lechuga Lactuca sativa, el
cudl evalta el indice de porcentaje de ger-
minaciéon de semillas y la sobrevivencia
de plantulas, a través del indice medio

de letalidad (Sparling 2016). La toxicolo-
gia acuatica analiza las propiedades fisi-
cas y quimicas de residuos peligrosos que
previenen los riesgos biolégicos hacia las
especies que habitan en los sistemas acua-
ticos, asi como en sistemas de tratamiento
y descargas de agua residual, tal es el caso
del efluente industrial que recibe el rio
Lerma, en el estado de México, a través de
la Planta de Tratamiento RECICLAGUA
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(Fossi & Panti 2018). En esta investigacion
se obtiene la eficiencia del modelo toxico-
l6gico de Lactuca sativa bajo el analisis de
su viabilidad embrionaria germinativa,
obteniendo una influencia positiva en los
resultados de tolerancia y sobrevivencia
de las semillas ante los contaminantes
(Sparling 2016, Fossi & Panti 2018).

Diversos estudios no recomiendan rea-
lizar bioensayos con un solo grupo de
organismos o con una sola especie, lo indi-
cado es utilizar organismos distintos como
descomponedores, productores y consu-
midores (Fossi & Panti 2018, Armiard et
al. 2022). Los bioensayos de toxicidad con
semillas de lechuga (L. sativa) son prue-
bas estdticas de toxicidad aguda, donde
se muestran los efectos fitotoxicos en la
germinaciéon de semillas, principalmente
los efectos en la elongacion de la radicula
y el hipocotilo, asumiendo que la sustan-
cia téxica pondra en riesgo sus procesos
fisiologicos de la planta, su desarrollo y
sobrevivencia (Armiard et al. 2022). Las
concentraciones bajas de sustancias toxicas
no inhiben la germinacién; sin embargo,
pueden retardar la elongacion de la radi-
cula o del hipocotilo, constituyendo asi
indicadores sensibles en la evaluacién de
efectos biologicos sobre vegetales. Esta
prueba suele ser aplicada para compuestos
solubles en lagos, rios, aguas subterraneas,
para consumo humano y aguas residuales
domésticas e industriales (Fossi & Panti
2018, Armiard et al. 2022). Es una prueba
accesible y no requiere equipamiento sofis-
ticado. Se creé que no existen variaciones
genéticas y diversidad de fenotipos en las
variedades de L. sativa sobre el indice de
porcentaje residual normalizado (IGN)
(Fossi & Panti 2018); sin embargo, demos-
tramos que los alcances y limitaciones del
indice, si se ven afectados por la variedad
y viabilidad de las semillas (Armiard et al.
2022, Zezulka & Kummerové 2023).

Material y métodos

Se analizaron las diferencias en la ger-
minacién y crecimiento de la radicula de
semillas seleccionadas de lechuga segtn la
concentracién de agua residual industrial
y las condiciones de viabilidad de cada
tipo de semilla, encontrando diferencias
en la germinacién y variedad de semillas
(Krebs 2014, Gao & Feng 2015).

Seleccion de semillas

Para evaluar el efecto de los contami-
nantes sobre el nivel de toxicidad en las
semillas, se seleccionaron dos variables: el
porcentaje de germinacién y la variedad
de semillas. La variedad se seleccion6 a
partir de la marca procedente, tomando
como criterio, semillas certificadas de
uso agricola que garantiza buena calidad
por su alta capacidad de germinacion en
cultivos intensivos. El método convencio-
nal de L. sativa no considera prioritario
la calidad, marca y variedad de la semi-
lla para el control de la germinacién, por
tal motivo, el método establece, por pri-
mera vez, la selecciéon y viabilidad de las
semillas por origen y marca. Para ello, se
obtuvieron cuatro diferentes marcas de
semillas estandarizadas de alta calidad
de lechuga de giro agroindustrial como
insumos nacionales e internacionales, con
base a los criterios que marca la norma-
tividad mexicana (Rodrigues & Caixeta
2021) y certificadas en el mercado de
insumos agroindustriales aprobados por
la Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural (SAGARPA) en México (Rodrigues
& Caixeta 2021).

Pruebas de viabilidad

A cada marca de semillas se le aplicé una
prueba de viabilidad, siguiendo el método
de cloruro de tetrazoilo (C, H/CIN,),
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colocando 30 semillas en 3 mL de cloruro
de tetrazoilo, dejando reposar por 1h.
Las semillas se activaron previamente en
camara himeda con agua destilada esté-
ril durante 15 h. La coloraciéon rosada del
embrion se diferencié con la observacién
directa en microscopia estereoscépica uti-
lizando un microscopio marca OLYMPUS
modelo EM62 (Gao & Feng 2015). La colo-
raciéon rosada del embrion en cada semilla
significa que es viable y puede germinar
bajo condiciones 6ptimas de humedad y
en un sustrato convencional (suelo) (Gao
& Feng 2015, Rodrigues & Caixeta 2021).

Método de IGN y toxicidad

Para establecer el lote experimental de
toxicidad, seaplicé el indice general nocivo
(IGN), utilizando tres muestras de semi-
llas bajo dos concentraciones diferentes
de agua residual, las cuales se obtuvieron
de agua residual industrial proveniente
de la planta RECICLAGUA del munici-
pio de Lerma en el estado de México. Las
concentraciones del agente toxico (AT)
fueron: concentraciéon alta (70%) y baja
(30%), mientras que los grupos control se
realizaron con agua destilada.

El disefio experimental se aplicé bajo
un esquema por lotes aleatorios consi-
derando las variables: concentracién del

Tabla I. Variedad de semillas obtenidas por marca.

AT, marca y procedencia de la semilla,
namero de semillas y presencia de luz/
obscuridad. Se realizaron 64 tratamientos,
de los cuales 32 tratamientos fueron con
10 semillas y 32 tratamientos con 30 semi-
llas, dando un total de 715 semillas por
marca. Los tratamientos utilizaron circu-
los de papel filtro Whatman No. 40 colo-
cados en cajas Petri, se humedecieron con
5-10 mL de solucién téxica del AT y agua
destilada, dejando incubar las cajas a 36°C
por 6-8 dias. Posterior a los dias de incu-
bacion, se realiz6 la medicion de la longi-
tud de la raiz con las semillas germinadas,
se contabilizaron y se registr6 la calidad
de la elongacién (color). De igual forma
se observo si existia la presencia de moho
sobre las semillas ya que es una evidencia

de la inocuidad proveniente de la marca
(Krebs 2014, Gao & Feng 2015).

Pardametros de evaluacion

Con las semillas que resultaron viables y
germinaron, se evaluaron los parametros
de longitud de raiz y ntiimero de semillas
germinadas para aplicarlos en el modelo
de IGN con las 715 semillas totales, tal y
como se muestra en la tabla I.

. . . % % Semillas
Marca Variedad Ntmero  Origen Germinacion Pureza inertes

1 Great Lakes 118 150 Francia >87 99% 1%
(tipo bola)

2 Great Lakes 118 450 Francia >87 99% 1%
(tipo bola)

3 Great Lakes 118 450 Meéxico NA NA NA
(tipo bola)

4 Lechuga Orejona 450 Francia >88% 99% 1%

NA: No Aplica (informacién no proporcionada)
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Resultados y discusién
Pruebas de viabilidad

La tabla II muestra los resultados de via-
bilidad obtenidos con el cloruro de tetra-
zoilo (C;HCIN,), en las semillas de las
cuatro marcas experimentales.

La tabla III muestra los resultados de
germinacion obtenidos a dosis alta y baja
del agua residual industrial con los valores
promedio del porcentaje de germinaciony
longitud de la raiz en los dos experimen-
tos realizados.

Sobre los porcentajes de viabilidad y
germinacién, todas las marcas presenta-
ron una germinacién baja, siendo la marca
3 la que tuvo el mas bajo resultado con un
0%. Los resultados de viabilidad muestran
una incompatibilidad con las especifica-
ciones del producto. Se demuestra que la
viabilidad si influye en los resultados de

la geminacién de los experimentos monta-
dos con el agente toxico.

Para las marcas 2, 3 y 4, no hay res-
puesta a la germinaciéon debido a la baja
viabilidad que tienen, sin embargo, se
asume que el efecto toxicolégico del
agente esta influyendo sobre las pocas
semillas viables de la marca; es decir, el
AT estd inhibiendo la baja germinacion
de las semillas, por lo tanto, no hay efecto
toxico cuantificable a dosis alta y baja del
AT. Esto demuestra que pueden exis-
tir falsos positivos en dosis toxicoldgicas
con el modelo de L. sativa (Armiard et al.
2022, Gao & Feng 2015). La longitud de
la raiz de las semillas no es de buena cali-
dad dado que obtuvo valores menores a 5
mm, asi como la calidad en la coloracién,
ya que una coloracion café es indicativa
de una raiz no viable. Por tal motivo, se
determina que el origen y viabilidad de

Tabla II. Porcentaje de viabilidad y germinacion con cloruro de tetrazoilo (C,;H,,CIN,).

19" 715

. . % de germinacién Pais
Marca Variedad Numero (C.H,.CIN,)

1 Great Lakes 118 150 54 Francia
(tipo bola)

2 Great Lakes 118 450 3.33 Francia
(tipo bola)

3 Great Lakes 118 450 - México
(tipo bola)

4 Lechuga Orejona 450 13.33 Francia

Tabla III. Germinacion, longitud de raiz y coloracién de semillas germinadas en los bioensayos.

Dosis Variedad

Calidad de coloracién

% de germinacion con agua Longitud de la

residual de RECICLAGUA  raiz (mm)

Alta Great Lakes 118 Café 54 <5
Baja (tipo bola) Café 54 <5
Alta Great Lakes 118 Café 3.33 <5
Baja (tipo bola) Café 3.33 <5
Alta Great Lakes 118 Café 0 0

Baja (tipo bola) Café 0 0

Alta . Café 13.33 <5
Baja  -echugaOrejona Café 13.33 <5
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las semillas, si influye en los resultados de
efecto toxicolodgico de los agentes sobre el
modelo de la L. sativa (Gao & Feng 2015,
Rodrigues & Caixeta 2021).

Bioindicadores de toxicidad y ecotoxici-
dad de comparacién (hongos, bacterias,
plantas y animales)

Con base a los resultados obtenidos, se
hace una revisiéon y propuesta de nuevas
alternativas para la mejora de este modelo
de toxicidad. En la tabla IV damos a cono-
cer nuevos ejemplos de parametros de
toxicidad y ecotoxicidad que permitan

evidenciar un efecto mas cuantificable de
la vulnerabilidad de los organismos ante
los contaminantes de aguas residuales
industriales (Armiard et al. 2022, Zezulka
& Kummerova 2023, Krebs 2014, Gao &
Feng 2015, Martinez-Silva 2015, Ulloa
2015, Atias 2021, SAGARPA 2023).

Pardmetros biolégicos cuantificables
con amplia aplicacién como modelos de
toxicidad y ecotoxicidad (Armiard et al.
2022, Zezulka & Kummerova 2023, Krebs
2014, Gao & Feng 2015, Martinez-Silva
2015, Ulloa 2015, Atias 2021, SAGARPA
2023).

Tabla IV. Ejemplos de nuevos pardmetros y bioindicadores de toxicidad y ecotoxicidad.

Bioindicador
Pardmetro  Bacterias Hongos Plantas Animales
_ - — -Flor monoica. -Presencia de hembras y
< . machos.
> -Flor dioica.
Y P ia de frut -Densidad de hembras y
S -Presencia de frutos. machos.
E -Presencia de semillas.
-Presencia de polinizadores.
-Densidad -Densidad - Crecimiento poblacional de - Crecimiento poblacional de
oblacional oblacional las plantulas. las crias.
g UEQ). UEFQ). Modificacis s o, L
o -Modificacion en la viabili- -Modificacion en la viabilidad
51 -Modificacion -Modificacion dad de las plantulas. de las crias.
_g en crecimiento en crecimiento Crecimi blacional Crecimi blaci 1d
S poblacional.  poblacional. -Crecimiento poblaciona -Crecimiento poblacional des-
2. desmedido (plagas). medido (plagas).
~ -Presencia de
estructuras
reproductoras
y densidad de
esporas.
-Concentracion -Concentracion -Fotosintesis -Respiracion
de nutrientes de nutrientes C .6 de clorofil C i6n d
(N, C, P) (N, C, Py mate- ~ oncentracion de clorofila. il oncelntll;gcmn e
.. riaorganica). -Tasa de respiracién emoglobina
g -Concentracion . €esp .
9 .. fotosintética. -Produccion de ATP
ks de subproductos -Concentracién
B (CO,, monoxi-  de subpro- -Intercambio CO,, O,. -Produccion de CO,
2 dos, di6éxidos,  ductos (CO,, . L o
O, homeosta-  monéxidos, - Concentracion (Ele carpo- - Pro,ducc1on de lipidos y
sis bioquimica  diéxidos, O,, ?1dratos y almidon (raiz,  glucogeno
(equilibrio de  homeostasis rutos). -Equilibrio homeostético, pro-
reacciones) bloql'l}ml‘ca -Equilibrio homeostético. tefnas y enzimas.
(equilibrio de
reacciones),
antibioticos y
metabolitos
secundarios.
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Al realizar una comparacién del alcance
que tiene el modelo de L. sativa con la lista de
parametros y variables de los bioindicado-
res propuestos en la tabla IV, se obtiene un
campo amplio de oportunidades ambienta-
les para disefiar nuevos métodos de evalua-
cion de cada variable, la integracion de varios
parametros para un caso especifico, el uso de
modelos predictivos y el conocimiento real
de los efectos nocivos de los contaminantes
sobre sistemas acudticos (Armiard et al. 2022,
Zezulka & Kummerova 2023, Krebs 2014, Gao
& Feng 2015, Martinez-Silva 2015, Ulloa 2015,
Atias 2021, SAGARPA 2023). Basados en los
resultados de L. sativa, es necesario conside-
rar nuevas propuestas de bioindicadores que
apoyen con la evaluacion eficiente del efecto
toxicolégico ambiental y contribuyan con el
cambio de paradigma actual, tal es el caso
de las propuestas enlistadas en este trabajo
(Armiard et al. 2022, Zezulka & Kummerova
2023, Krebs 2014, Gao & Feng 2015).

Se demuestra que existe un bajo alcance
del modelo de L. sativa como bioindicador de
toxicidad, reflejado en el porcentaje de ger-
minacién, longitud y coloracién de las raices,
ante contaminantes del agua residual indus-
trial de RECICLAGUA. La baja viabilidad de
semillas limita el resultado de sensibilidad,
vulnerabilidad, resistencia y sobrevivencia de
un organismo ante un contaminante toxico.
Se recomienda hacer uso de nuevos parame-
tros de toxicidad y ecotoxicidad con bacterias,
hongos, plantas y animales a nivel organis-
mico y ecoldgico in vitro e in situ, mostrando
algunos ejemplos como el radio sexual, repro-
duccion y nutricién de organismos.
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