UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANN - TACNA

Facultad de Ciencias

Escuela Profesional de Biologia - Microbiologia

“Determinacion de la concentracion de la inhibicion media (CEso-9) y
el efecto fitotoxico del arseniato de sodio (NaH2As04.H20) en
Lactuca sativa (lechuga) mediante bioensayos,
en la Provincia de Tacna”

TESIS

Presentada por:

Bach. Silvia Yovana Huanca Arocutipa

Para optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO MICROBIOLOGO

TACNA - PERU

2016



UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANN, TACNA

FACULTAD DE CIENCIAS

TESIS N° 276 TITULO PROFESIONAL DE:
BIOLOGO MICROBIOLOGO

El secretario Académico Administrativo de la Facultad de Ciencias, certifica
que por Resolucion de Facultad N° 8499-2016-FACI-UN/JBG, el Consejo de
Facultad ha designado como jurados para la sustentacion de la tesis:

“Determinacion de la concentracion de la inhibicion media (CEjpg6) y el
efecto fitotoxico del arseniato de sodio (NaH;AsO4.H;0) en Lactuca sativa

(lechuga) mediante bioensayos, en la Provincia de Tacna”

El mismo que esta conformado por;

PRESIDENTE © Mgr. Daladier Miguel Castillo Cotrina
SECRETARIO . Mgr. Isabel Ancco Oliva
MIEMBRO : MSc. Angela Choque Miranda

Para examinar y calificar la sustentacion de tesis en acto publico el dia 22 de
junio del 2016, a las 9:30 horas; presentado por el Bachiller: SILVIA YOVANA
HUANCA AROCUTIPA, de la Escuela Profesional de Biologia - Microbiologia.

Los miembros del Jurado Calificador, en forma secreta e individual emitieron
su calificacion sobre la tesis expuesta y procedié a emitir el siguiente resultado:

Aprobado por UNANIMIDAD, con el calificativo de 15 (QUINCE).

Para ratificar lo detallado firman:

Mgr. Daladier Miguel Castillo Cotrina ———Mgr. Isabel Ancob Oliva
Presidente Secretario
AN
SRS

MSc. Angela Choque Miranda
Miembro



DEDICATORIA

A Dios
Por cuidarme y guiarme en cada paso de mi vida y haberme permitido

llegar a culminar este trabajo, dandome la confianza y voluntad para seguir

adelante.

A mis padres Ramén y Feliciana

Por su amor, comprension y paciencia, brindandome su apoyo

incondicional en todo momento a lo largo de toda mi vida.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme la oportunidad de tener unos padres maravillosos,
quienes me apoyaron en todo momento y por permitirme haber llegado a

este momento de mi vida, tan importante para mi desarrollo profesional.

A mi asesor de tesis, Dr. César Julio Caceda Quiroz, por su apoyo, tiempo,

paciencia y guia durante el desarrollo y culminacién del trabajo.
Al bidlogo Miguel Angel Lopez Ruelas, por su colaboracion, guia e
importante apoyo en la parte estadistica durante la realizacion de este

estudio.

Al profesor Alfredo Quispe, Julio Gonzales, amigos y todas las personas

que colaboraron y apoyaron en la realizacién de este trabajo.

A Héctor, por su apoyo, consejos y animos de aliento a seguir adelante a

lo largo de este tiempo.

A mis profesores, quienes me guiaron en la senda del conocimiento



CONTENIDO

INTRODUCCION ...ttt 1
1.1 Enunciado del problema ............ccccoovviiiiiiiiiii e 4
1.2 HIPOESIS ..ot 4
1.3 ODJEUIVOS ...ttt 4

1.3.10Dbjetivo general..........cooovuuiiiiiii e 4

1.3.20Dbjetivos €SPECITICOS .....oevvuiiiiii e 4

MARCO TEORICO ..ottt 6
2.1 Problemade arsénicoen el Perl...........cccccoeviiiicc 6
2.2 AISENICO BN TACNA ....ciiii i i 7

2.2.LUDICACION ..o 7

2.2.2Problema de arsénico en TacCNa ........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7

2.2.3Limites admisibles de arsénico .............ccccceeeeeeee 11
2.3 Lactuca sativa (Lechuga)..........ccooooeeiiiii 13

2.3.1DESCIIPCION ...uuiieeeeeeeeee et 13

2.3.2P0SICION taXONOMICA ....ccceeee e 13

2.3.3Varedades ......cccoee e 14

2.3.4AMOIOIOQIA ...uvee e 15
2.4 AISENICO ... 16

2.4.1Caracteristicas generales .........cccooveeieeie 16

2.4.2Toxicidad del @arSENICO ........cccevvvveiiiiiiiie e 16

2.4.3Arseniato de SOAIO ......uuvuuiiieeeeieeieiiiie e 19

2.4.4MecanisSmo d€ aCCION .....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21

2A4.5EXCIECION ..o 21

2.4.6USODS ... 22
2.5 Arsénico enelambiente .........ccccevviviiiiiii i 23

2.6 Arsénicoenlasalud humana......c..oeeeeieeee i, 24



2.7 Arsénico en el agua......ccccooeeeeeiiiiiiiiiiiie e 24

2.8  Arsénico en alimentosS. ... 26
2.9  ArsS€nico en Plantas ........cccooeeeeiiiiiiiiiiii e 27
2.9.1Absorcién y transporte en las plantas ..........ccccccoee e, 30
2.9.2TransloCaCION......cccooe e, 31
2.10 FItotOXiCIdad......ccooeeeeee e 31
2.11 BIOEBNSAYOS ...uuuiiieeeeeeeeiiiiie e e e e e e e e et s e e e e e e e e e et e e e e e e e e ar 33
2.11.1 Importancia de bioeNSayosS...........ccoevuiiiiiiiiiiiiiiiiieae 34
2.11.2 Bioensayos en plantas ........cccooeeeeie e 35
2.11.3 Bioensayos en semillas. .........ccccceeeiiiieiiiiiiiiiiiii e, 37
. MATERIALES Y METODOS.........coviiiieieieeeeeeee e e 46
TRt R V-1 (= = 1= 46
3.1.1Material DIOlOQICO .......cceeeeeiiiieie e 46
3.1.2Material de VIArio........cooevviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 46
3.1.3Material de PIASLICO .......cooviieeiiiiicee e 46

G Tt 0 == o 1Y/ 1 46

S LSEQUIPOS .o 46
T IS 1 @ 1 0 1 PSP T R RPPPPTT 47
3.1.7Lugar de experimentacion............ccceeeeeeeeeeeieiiiiiieee e 47

I 2 /=7 (o o o 1P a7
3.2.1Disefio experimental .........ccccccvviiiiiiiiiie a7
3.2.2VANabBIES ... 49
3.2.30btencion de semillas...........cooeveviiiiiiiiiiiiii 49
3.2.4Preparacion de solucion patron.........cccccvevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 49
3.2.5Bioensayo preliminar........cccccccviiiiiiiiiiie 50
3.2.6Bioensayo definitivo de toxicidad ............cccceeeeviiiiiieeeiiiie e, 50
3.2.7Protocolo de ensayo de toxicidad aguda .............c.cceeeviiiieeennnnn. 51

3.2.8ANAlISIS €StATISTICO. ... ceee e 55



V. RESULTADOS ... ..ottt ettt e e e e e e e s 56
4.1 Bioensayo Preliminar ... 56
4.2  Bioensayo definitiVO........ccccceeeviiieiiiiiiiiie e 63

4.2.1Determinacion de la concentracién de inhibicién media (CEso-96) y
efecto fitotoxico del arseniato de sodio en la germinacion de
semillas de Lactuca Sativa. ...........ueeiiieeeeiiieiiiiiinnee e 63

4.2.2Determinacion de la concentracién de inhibicion media (CEso-96) y
efecto fitotoxico del arseniato de sodio en el crecimiento de la
radicula en semillas de Lactuca sativa............cccccceevvveiieeeennnnnnn. 69

4.2.3Determinar la concentracién de inhibicion media (CEso-96) y efecto

fitotoxico del arseniato de sodio en el crecimiento del hipocatilo en

semillas de Lactuca Sativa. ...............euueveuiivmiimiiiiiiiiiiiieiieniennnnnn. 75

4.2 .4 Efectos fitotoxicos del arseniato de sodio ...........cccevvvvvevveeennnnn.. 81

V. DISCUSION ..ottt 87
VI. CONCLUSIONES ...ttt 99
VII. RECOMENDACIONES ... 101
VIII.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooeiieeeee e 102

X, ANEXOS .o 109



CONTENIDO DE TABLAS

Tabla 1.- Andlisis de varianza para longitud de radicula de Lactuca sativa
sometida a cinco concentraciones de arseniato de sodio......... 56

Tabla 2.- Prueba de Dunnett para longitud de la radicula de Lactuca sativa
sometida a cinco concentraciones de arseniato de sodio. ........ 57

Tabla 3.- Andlisis de varianza para longitud del hipocétilo de Lactuca sativa
sometida a cinco concentraciones de arseniato de sodio. ........ 59

Tabla 4.- Prueba de Dunnett para longitud del hipocétilo de Lactuca sativa
sometida a cinco concentraciones de arseniato de sodio. ........ 60

Tabla 5.- Resultados de inhibicién (%) de Lactuca sativa sometida a cinco
concentraciones de arseniato de SOdiO. ..........cccevvvviiiireeeereennnns 62

Tabla 6.- Resultados de germinacién (%) de Lactuca sativa sometida a seis
concentraciones de arseniato de sodio. ...........cceevvvviiiiiiiiinennnnn. 63

Tabla 7.- Andlisis de varianza para germinacion de Lactuca sativa sometida
a seis concentraciones de arseniato de sodio...........cccccceeeeeeene. 65

Tabla 8.- Prueba de Dunnett para porcentaje de germinacion de Lactuca
sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio. 66

Tabla 9.- Germinacién promedio e inhibicién de semillas de Lactuca sativa
sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio............ 67

Tabla 10.- Resultados de longitud de radicula (mm) de Lactuca sativa
sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio. .......... 69

Tabla 11.- Andlisis de varianza para longitud de radicula de Lactuca sativa
sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio. ........ 71

Tabla 12.- Prueba de Dunnett para longitud de radicula de Lactuca sativa

sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio. ........ 72



Tabla 13.- Crecimiento promedio e inhibicidn de crecimiento de radicula de
Lactuca sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de
S0 o | [0 PP 73
Tabla 14.- Resultados de longitud del hipocoétilo (mm) de Lactuca sativa
sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio. ........ 75
Tabla 15.- Andlisis de varianza para longitud del hipocétilo de Lactuca

sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio.

Tabla 16.- Prueba de Dunnett para longitud del hipocatilo de Lactuca sativa
sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio. ........ 78
Tabla 17.- Longitud promedio e inhibicion de crecimiento del hipocaétilo de
Lactuca sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de
£ 1 Lo TSR 79
Tabla 18.- Cuadro comparativo de los efectos fitotoxicos de la exposicion
del arseniato de sodio en Lactuca sativa (lechuga). ............... 85
Tabla 19.- Peso molecular del NaH2ASO4.H20 ..o, 115



CONTENIDO DE FIGURAS

Figura 1.- Longitud de radicula (mm) de Lactuca sativa sometida a cinco
concentraciones de arseniato de Sodio. ..........ccccvvvvvviiiiiiinnnnn. 58
Figura 2.- Longitud del hipocétilo (mm) de Lactuca sativa sometida a cinco
concentraciones de arseniato de Sodio..........cccccevvvvviiiiiieennnnn. 61
Figura 3.- Resultados de germinacion (%) de Lactuca sativa sometida a
seis concentraciones de arseniato de sodio. ........cccccevveeveeeen. 64
Figura 4.- Estimacién de la concentracion de inhibicion media (CEso-96) de
la germinacién de semillas de Lactuca sativa sometida al
arseniato de SOUIO. ........coevviiiiiiiiiii 68
Figura 5.- Longitud de radicula (mm) de Lactuca sativa sometida a seis
concentraciones de arseniato de sodio. .........cccccevvvviviiiiinennnnn. 70
Figura 6.- Estimacion de la concentracion de inhibicién media (CEso-96) del
crecimiento de radicula de Lactuca sativa sometida al arseniato
(0 L= o | o T 74
Figura 7.- Longitud del hipocoétilo (mm) de Lactuca sativa sometida a seis
concentraciones de arseniato de sodio..........cccccvvvevviiiiienennnn. 76
Figura 8.- Estimacion de la concentracion de inhibicién media (CEso-96) del
crecimiento del hipocétilo de Lactuca sativa sometida al

ArSENIAL0 A SO cu.enie it 80


file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159111
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159111
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159112
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159112

CONTENIDO DE GRAFICOS

Gréafico 1.- Porcentaje de germinacion promedio de Lactuca sativa
sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio,
respecto al CoNtrol.............uuuviiiiiiiiiiiiiiiiis 81
Gréfico 2.- Crecimiento promedio del crecimiento de radicula e hipocétilo
de Lactuca sativa sometida a seis concentraciones de

ArsSeNiato de SOAIO. ... cu i 83

CONTENIDO DE ANEXOS

ANEXO 1.- GlOSArI0.....cciiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 109
ANEXO 2.- Principales especies arsenicales detectadas en muestras

biolégicas y/o medioambientales. .........cccccevvvvvvvviiiiinnnnnen. 114
ANEXO 3.- Preparacion de la solucion patron de arseniato de sodio

(NaH2ASO04.H20). ..coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 115
ANEXO 4.- Preparaciéon de las diluciones con arseniato de sodio
(NaH2ASO4.H20). ..ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 116

ANEXO 5.- Protocolo de ensayo de toxicidad aguda con semillas de
Lactuca sativa (lechuga). ..., 117

ANEXO 6.- Esquema de plantula de L.sativa al finalizar el periodo de
exposicion y parametros a medir .......cccoveeeeeeeeeevvvnniineeeeenn. 118

ANEXO 7.- Germinacion y estadios de desarrollo por los que atraviesa la
semilla y la plantula de Lactuca sativa (lechuga) durante el

ensayo de toxicidad. ..........ccooeeviiiiii i, 118


file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159254
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159254
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159254
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159255
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159255
file:///E:/TESIS_FINAL_1_Corregido_2.docx%23_Toc453159255

ANEXO 8.- Promedio de concentraciones de arsénico de los monitorios de
calidad de aguas superficiales, emitido por la Autoridad

Nacional el Agua del 2011 al 2014 en cuencas de la ciudad de

TACNA. et 119

ANEXO 9.- Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para el agua en
sus categorias en los dos ultimos Decretos Supremos 2008 y

20 D, e 120

ANEXO 10.- Imagenes de semillas de Lactuca sativa (lechuga) germinadas
con concentraciones de arseniato de sodio, observadas en
Laboratorio.........cooeeeeeeeeeeeee e 122

ANEXO 11.- Observacion de la fitotoxicidad del arseniato de sodio en
L.sativa (Iechuga). .........cooovviiiiiii e, 130

ANEXO 12.- Medicién de radicula e hipocatilo de Lactuca sativa (lechuga).

ANEXO 13.- Resultado del porcentaje de germinacién de Lactuca sativa
(lechuga) en promedio, sometidas a tratamientos
(concentraciones de arseniato de sodi0). ..........cccevveeeeeen. 132

ANEXO 14.- Resultado del crecimiento de la radicula e hipocétilo de

Lactuca sativa (lechuga) en promedio, sometidas a
tratamientos (concentraciones de arseniato de sodio). .. 134

ANEXO 15.- Interpolacion para determinar la concentracion de inhibicion
MEAIA (CEB0-96)++vvvuuneeeeeeiieeiiiiiiiee e e e eeeeeeiiia e eeeeeeeeananas 136

ANEXO 16.- Formato de recoleccion de datos de la medicion realizadas a

la radicula e hipocotilo de Lactuca sativa (lechuga). ....... 138



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion busca determinar el efecto que causa
el arsénico (As) en concentraciones elevadas, teniendo como referencia
que las fuentes de aguas superficiales de Tacna superan los limites
permisibles, cuyo objetivo fue determinar la concentracién de inhibicion
media (CEso9) Yy el efecto fitotoxico del arsénico en Lactuca sativa
(lechuga) mediante bioensayos, haciendo uso del compuesto arseniato de
sodio (NaH2As04.H20) para la experimentacion.

La realizacibn de bioensayos se desarrolld6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, Tacna. Donde el
experimento se desarrollé en condiciones de laboratorio mediante una
prueba estatica de toxicidad aguda (por 96 horas de exposicion), con un
disefio completamente al azar (DCA), un andlisis de varianza (ANOVA) y el
uso de la prueba de Dunnett. El bioensayo se desarroll6 siguiendo el
protocolo empleado por Castillo (2004), que constdé de un bioensayo
preliminar y ensayo definitivo. Donde para el ensayo preliminar se
sometieron a 5 concentraciones de arseniato de sodio (0,01 %; 0,1 %; 1,0
%; 10 % y 100 %) ademas de un control (testigo) con 3 repeticiones por
tratamiento, con un total de 18 placas de Petri con 20 semillas cada una,
haciendo un total de 360 semillas. Mientras que para el ensayo definitivo
se sometio a 6 tratamientos (concentraciones de 0,1 mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L;
50 mg/L; 100 mg/L y 150 mg/L), ademas de un control (testigo), con 6
repeticiones, con un total de 42 placas de Petri, con 20 semillas en cada
una, haciendo un total de 840 semillas. Evaluandose el porcentaje de

inhibicion, crecimiento de la radicula e hipocotilo respecto al control.



Determinandose que la concentracion de inhibicibn media (CEso-96) del
arseniato de sodio en la germinacién de Lactuca sativa (lechuga) fue de
16,72 mg/L, la CEso-96 para el crecimiento de la radicula fue de 0,96 mg/L,
mientras que la CEso-96 para el crecimiento del hipocotilo fue de 4,1 mg/L.
Asi mismo, se establecieron sintomas de fitotoxicidad, inhibicion en la
germinacién y crecimiento de Lactuca sativa, reduccion de la elongacion
radicular o del hipocétilo, ausencia de pelos absorbentes, reduccion de
ensortijamiento, clorosis en hojas y necrosis en distintas areas de la
plantula, en los tratamientos (concentraciones de As) (Tabla 18). Se
encontré que a mayor concentracion de arsénico, mayor sera el efecto

toxico en vegetales.

Palabras clave: Concentracién de inhibicion media, arseniato de sodio,

Lactuca sativa, bioensayos, radicula, hipocatilo.



I. INTRODUCCION

La presencia de arsénico en el ambiente es un problema de salud publica
debido a que se trata de un evento de alta frecuencia, detectado en distintos
paises, tal es el caso de Canada, Estados Unidos, Chile, Bolivia, México,

el Salvador y el Peru.

El arsénico es un metal pesado, altamente toxico, siendo las formas
inorganicas mas toxicas que las organicas, presentes en el suelo, aire y
agua, siendo este Ultimo la mayor amenaza en la salud publica como
resultado de la ingestidon prolongada de arsénico inorganico en el agua
(OMS, 2006). El consumo de agua con As conlleva a efectos crénicos,
porque se ingieren pequefias cantidades en el agua a largo plazo, pudiendo
ocasionar alteraciones en la piel con efectos secundarios en el sistema
nervioso, irritacion de los érganos del aparato respiratorio, gastrointestinal
y acumulaciéon en los huesos, musculos, piel, higado y rifiones (Carro,
Francisca, y Cebollada, 2007 ), llegando a manifestarse el arsenismo en un
periodo de cinco a 20 afios (OMS, 2006), por lo que la OMS ha llegado a la
conclusion de que uno de cada 10 000 habitantes corre el riesgo de adquirir
cancer de piel debido a la ingestion diaria de agua con concentraciones de
0,222 mg/L.

La zona sur del Peru es caracterizada por una actividad volcanica
importante, propia del circulo de fuego del Pacifico, por lo que las
concentraciones de arsénico en el agua de consumo son elevadas, ya sea
por razones geogénicas o antropogénicas (Franco, Ponce, y Rodriguez,
2012). La zona alto andina de Tacna presenta una actividad volcéanica,

producto de ella, existe en forma natural la presencia de afloramientos



hidrotermales que tienen elevadas temperaturas y alto contenido de sales
de boro y arsénico, por lo que las aguas superficiales en las cuencas de
Tacna presentan concentraciones elevadas de arsénico (Rivas, Aguirre, y
Salas, 2002), superando considerablemente los limites permisibles
establecidos por los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para agua
establecidos por el Ministerio del Ambiente (MINAM) ( ANEXO 9) en la
categoria 3 (para riego de vegetales y bebida de animales), reportando
hasta concentraciones de 0,7978 mg/L en la cuenca Locumba, en los
altimos monitoreos del ANA (ANEXO 8).

Teniendo en cuenta que aunque el agua es la principal via de entrada en
la cadena alimentaria humana, también el consumo de alimentos
contaminados de origen vegetal y animal puede ser otra via importante de
captacion (Mayorga, 2011). De esta forma la poblacidén esta expuesta a la
contaminacion de As a través de la ingesta de alimentos, considerando que
la acumulacion de metales pesados puede acarrear, a la larga
consecuencias negativas para el entorno ecoldgico, afecta al 12 % de las

tierras agricolas del mundo (Atencio, 2013).

Dado que las hortalizas se ven expuestas al As a través del agua de riego
0 por captacion del suelo y que los vegetales son fundamentales en la dieta
del hombre, la acumulacién de metales pesados en tejidos vegetales puede
llegar a producir dafios genotéxicos en las células, de esta forma a través
de la cadena alimenticia e ingesta de alimentos de origen animal y vegetal
ingresan al hombre, constituyendo un riesgo permanente para la salud en
distintos sectores de la poblacién, quienes hacen uso de las fuentes

hidricas, cuencas de Tacna, es de importancia el estudio del As en el agua



y el efecto de éste en los cultivos, por estar en concentraciones que superan

los limites permisibles establecidos por los ECA en su categoria 3.

Pues si bien las entidades responsables proporcionan los pardmetros
fisico-quimicos, no hay una demostracion biologica de los efectos toxicos
gue causan los metales pesados en organismos expuestos, por lo que se
busca contribuir aportando conocimiento sobre el efecto que causa el
arsénico (en forma de arseniato de sodio) a elevadas concentraciones, en
fuentes de aguas superficiales que superan los limites permisibles, sobre
cultivos regados por estas aguas, estableciendo los efectos toxicos que
causan en su desarrollo (germinacion y crecimiento), asi como su
fitotoxicidad en cultivos, mediante bioensayos de toxicidad haciendo uso de
Lactuca sativa (lechuga), como un representante horticola, tanto por su
sensibilidad a diferentes tipos de contaminantes (metales, pesticidas y otros
compuestos), como por su simplicidad en la ejecucion del bioensayo
(Sobrero, 2010); siendo este bioensayo de toxicidad recomendado y
aplicado por diferentes organismos de proteccion ambiental, como la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y por la Administraciéon de
Medicamentos y Alimentos (FDA), para la evaluacion de muestras
ambientales y compuestos puros (OECD, 1984; Wang, W. 1987; USEPA,
1989; Boutin y cols., 1993, citado en Castillo, 2004).



1.1 Enunciado del problema

¢, Cudl es la concentracion de inhibicibn media (CEso-96) y el efecto

fitotdxico del arseniato de sodio en Lactuca sativa?
1.2 Hipbtesis

Las elevadas concentraciones de arsénico causan inhibicién y efectos

fitotoxicos en Lactuca sativa.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Determinar la concentracion de inhibicién media (CEso-96) Y
efecto fitotoxico del arseniato de sodio en la germinaciéon y
crecimiento en semillas de Lactuca sativa.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar la concentracion de inhibicién media (CEso-96)
y efecto fitotdxico del arseniato de sodio en la germinacion

de semillas de Lactuca sativa.

e Determinar la concentracion de inhibicion media (CEso-96)
y efecto fitotdxico del arseniato de sodio en el crecimiento

de la radicula en semillas de Lactuca sativa.

e Determinar la concentracion de inhibicion media (CEso-96)
y efecto fitotdxico del arseniato de sodio en el crecimiento

del hipocoétilo en semillas de Lactuca sativa.



o Establecer los efectos fitotoxicos de la exposicion del

arseniato de sodio en Lactuca Sativa.



ll. MARCO TEORICO

2.1 Problema de arsénico en el Peru

La presencia natural de arsénico en aguas superficiales y
subterrdneas de América Latina esté asociada al volcanismo terciario
y cuaternario desarrollado en la Cordillera de Los Andes, proceso que
aun continda y que se muestra en flujos de lava, géiseres, fumarolas,
aguas termales y fenomenos geotérmicos relacionados con el
volcanismo circumpacifico del llamado “Circulo de fuego del Pacifico”
(Castro de Esparza, 2006).

En el Perq, su presencia en el ambiente y en las fuentes de agua para
consumo humano se debe a factores naturales de origen geolégico y
actividades antropogénicas que involucran la explotacibn minera y
refinacion de metales por fundicién, la poblacion mas afectada es la
que se encuentra dispersa en el area rural, que en la mayoria de los
casos consumen agua de fuentes sin ningun tratamiento,

desconociendo el riesgo al que estan expuestos (Pérez, 2013).

La zona sur del Peru quien con alteraciones de orden natural, debido
a la actividad volcanica, propia del circulo del Pacifico, las aguas y
suelos de los alrededores de estas fuentes, se encuentran en
concentraciones elevadas de As (Valencia, 2009); esta zona es la
cabecera del desierto de Atacama, lo cual la caracteriza como una
zona de estrés hidrico, especificamente, el departamento de Tacna
gue colinda con Chile, tiene una provision de agua insatisfecha y
agricultura limitada por la sobreexplotacion de sus aguas,

principalmente subterraneas (Franco, Ponce, y Rodriguez, 2012).



2.2 Arsénico en Tacha
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2.2.2

Ubicacion

La regidbn Tacna se ubica en la parte sur occidental de
América del Sur, en el extremo sur del Perd, a 1 348 km? de
Lima; en la cabecera del desierto de Atacama, el segundo
desierto mas grande del mundo. La extension territorial de la
Region Tacna es de 16 075,89 km?, entre las coordenadas
16°58’ y 18°20’ de latitud sur y 69°28’ y 71°02’ de longitud
oeste. Limita por el noroeste con el departamento de
Moquegua, por el norte con Puno, por el este con la Republica
de Bolivia, por el sur con la Republica de Chile y por el oeste

con el Océano Pacifico (Franco, Ponce, y Rodriguez, 2012).

Problema de arsénico en Tacha

De acuerdo a los reportes de analisis fisico-quimicos de
distintas entidades a la fecha, los recursos hidricos de la
ciudad de Tacna muestran la presencia de elementos
contaminantes, debido al producto de la actividad volcanica
en la zona alto andina de la region, existiendo la presencia de
afloramientos  hidrotermales que tienen elevadas
temperaturas y alto contenido de sales, como el boro, hierro y
principalmente arsénico (Franco, Ponce, y Rodriguez, 2012),
dificultando el aprovechamiento de recursos hidricos en sus
distintas cuencas. Asi mismo, existen areas semidesérticas
cuya poblacion bebe agua de los rios que se originan en los

Andes y que fluyen hacia el Océano Pacifico, usando estas



aguas contaminadas para riego de vegetales, bebida de

animales y consumo de la poblacion rural.

En la cuenca del rio Locumba se observa la presencia de
afloramientos hidrotermales en dos zonas especificas, una de
ellas emplazada en la subcuenca del rio Callazas y que es
proveniente de la actividad del volcan Tutupaca y otra zona
emplazada en la subcuenca del rio Salado, especificamente
en la zona de Calientes y proviene de la actividad del volcan
Yucamani y alrededores (INRENA-DGAS, 2002).

En la cuenca del rio Sama, la fuente de contaminacion de boro
y arsénico proviene de la subcuenca del rio Salado,
especificamente del sector de Ichicollo la misma que proviene
de la actividad de los aparatos volcanicos, sin embargo, esta
cuenca del rio Sama presenta también contaminacion de
hierro la que proviene exclusivamente de la subcuenca del rio
Aruma y el foco de contaminacién natural se ubica en las
nacientes del rio Tarucachi en la cordillera del Barroso
(INRENA-DGAS, 2002).

En la cuenca del rio Maure la contaminacién de boro y
arsénico también proviene de la actividad volcanica, los
afloramientos hidrotermales se emplazan en tres sectores
principales: zona Putina, zona de Calachaca y zona de

Kallapuma las mismas que contaminan el rio Maure.



En la cuenca Caplina, las fuentes hidricas presentan también
dos fuentes de contaminacién, las cuales presentan

contaminacion de hierro en sus nacientes.

El canal Uchusuma que proviene de la derivacién de los
recursos hidricos de la zona el Ayro, presentan contaminacion
de boro y arsénico provenientes de la actividad volcanica que
existe aguas arriba de la represa Paucarani (INRENA-DGAS,
2002).

Comparando los niveles de arsénico en el agua con los limites
permisibles de los Estandares de Calidad Ambiental (ECA)
para agua, que establecen el nivel de concentracion o del
grado de elementos, sustancias o parametros fisicos,
guimicos y biologicos, presentes en el aire, agua o suelo, en
su condicion de cuerpo receptor, que no representen riesgo
significativo para la salud de las personas ni al ambiente.
Sefalan que los recursos hidricos en los puntos principales
de aprovechamiento de cada una de las cuencas
mencionadas, presentan valores por encima de los limites
maximos permisibles, dado por la legislacién peruana en su
altimo Decreto Supremo del MINAM, donde los ECA - 2015
las concentraciones permisibles asumieron valores, dos
veces mayor al de los ECA - 2008, en su categoria 3 (ANEXO
9).

El Decreto Supremo N° 002-2008-MINAM (ECA, 2008),

sefalaron que para el arsénico en su categoria 3, para riego


http://www.minam.gob.pe/wp-content/uploads/2015/12/Decreto-Supremo-N%C2%B0-015-2015-MINAM.pdf

de vegetales de tallo bajo y tallo alto no debe de exceder de
0,05 mg/L; para bebida de animales no debe de exceder de
0,1 mg/L y en su categoria 4, para Conservacion de Rios

(costa y sierra) no debe de exceder de 0,05 mg/L.

El Decreto Supremo N° 015-2015-MINAM (ECA-2015), en su
altima modificacion, sefiala nuevas concentraciones para el
arsénico, en su categoria 3, D1: Riego de vegetales de tallo
corto y tallo alto no debe de exceder de 0,1 mg/L; para D2:
Bebida de animales no debe de exceder de 0,2 mg/L y en su
categoria 4, para E2: Conservacion de Rios (costa y sierra)

no debe de exceder de 0,15 mg/L.

De acuerdo a los reportes de analisis fisico-quimicos y
tomando como base los datos registrados por la “Autoridad
Nacional de Agua” (ANA), en los ultimos afios las
concentraciones de Arsénico en las cuencas de Tacna,
sobrepasan los limites permisibles, dando un énfasis a las de
Locumba y Sama (ANEXO 8).

ANA (2011), reportd concentraciones de arsénico en el
monitoreo realizado en las cuencas: Locumba, Sama, Caplina
y Uchusuma con concentraciones elevadas de arsénico de
0,7978 mg/L; 0,6527 mg/L; 0,2975 mg/L; 0,1657 mg/L
establecidas en promedio respectivamente para cada cuenca

en el ano.
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2.2.3

ANA (2012), reportd concentraciones de arsénico en los
monitoreos realizados en las cuencas: Locumba, Sama,
Caplina y Uchusuma con concentraciones elevadas de
arsénico de 0,4776 mg/L; 0,4991 mg/L; 0,13 mg/L; 0,1176
mg/L establecidas en promedio respectivamente para cada

cuenca en el ano.

ANA (2013), reportdé concentraciones de arsénico en los
monitoreos realizados en las cuencas: Locumba, Sama,
Caplina y Uchusuma con concentraciones elevadas de
arsénico de 0,4277 mg/L; 0,4389 mg/L; 0,066 mg/L; 0,0961
mg/L establecidas en promedio respectivamente para cada

cuenca en el afo.

ANA (2014), reportdé concentraciones de arsénico en los
monitoreos realizados en las cuencas: Locumba, Sama, con
concentraciones elevadas de arsénico de 0,4912 mglL,
0,5483 mg/L, establecidas en promedio respectivamente para

cada cuenca en el afo.

Limites admisibles de arsénico

DIRESA (2011) establecio una norma local, donde el limite
maximo permisible para consumo de agua es de 0,05 mg/L,
para aquellas aguas que provienen de fuentes geotermales
(Republica, 2013).
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OMS (2006), sefiala que la presencia de arsénico no debe
sobrepasar concentraciones mayores a 0,01 mg/L en aguas

de consumo humano.

EPA (2006), coincide con la OMS con un limite maximo de
arsénico de 0,01 mg/L para consumo humano (Carro,
Francisca, y Cebollada, 2007).

USEPA (1990), clasifica al arsénico como cancerigeno,
determina un nivel maximo permisible de arsénico para

consumo humano de 0,05 mg/L.

La FAO (1985), establece una concentracion de 0,1 mg/L de

arsénico en aguas destinadas al riego.

El manual de Evaluacion y Manejo de Sustancias Toéxicas en
Aguas Superficiales del Centro Panamericano de Ingenieria
Sanitaria y Ciencias del Ambiente (CEPIS), establece el

mismo valor que formula la FAO, para el arsénico.

La Comunidad Econdmica Europea (CEE), establece una
concentracion maxima de 0,05 mg/L (Vazquez, Ortolani,

Rizzo, Bachur, y Pidustwa, s.f).
En el Perd, el dltimo Decreto Supremo N° 015-2015-MINAM,

establece una concentracion para el arsénico de 0,1 mg/L,

para aguas destinadas al riego tomando como base la FAO.
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2.3

Lactuca sativa (Lechuga)

2.3.1 Descripcion

La lechuga (Lactuca sativa) es una planta anual y autbgama,
propia de las regiones templadas, que se cultiva con fines
alimentarios. Debido a las muchas variedades que existen, y
a su cultivo cada vez mayor en invernaderos, se puede
consumir durante todo el afio. Normalmente se come cruda,
como ingrediente de ensaladas y otros platos, pero ciertas
variedades, sobre todo las de origen chino, poseen una
textura mas robusta y por ello se emplean cocidas (Pérez, y
Baracaldo, 2010).

2.3.2 Posicién taxon6mica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Geénero: Lactuca
Nombre cientifico: Lactuca sativa

Nombre Comun: Lechuga

Fuente: Barrios, 2004
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2.3.3 Variedades

Presenta una gran cantidad de variedades boténicas, entre

las que destacan (Krarup y Moreira, 1998, citado en Morales
y Blanco, 2011):

Lactuca sativa L. var. Capitata (L.) Janchen: corresponde
a las lechugas conocidas como de amarra (porque
antiguamente se amarraban para blanquear sus hojas
internas) mantecosas o espafiolas.

Lactuca sativa L. var. Crispa L.. corresponde a las
lechugas de cabeza, Great Lakes o Batavias, mal
llamadas escarolas en Chile.

Lactuca sativa L. var. Longifolia (Lam.) Janchen:
corresponde a las lechugas llamadas romanas o cos,
conocidas en Chile especificamente como costinas.
Lactuca sativa L. var. Acephala Dill: corresponde a las
lechugas de cortar, de corte o de hojas sueltas (“loose
leaf”’), ya que como su nombre lo indica, este tipo no
forma cogollo, sino que sus hojas se presentan sueltas,
no envolventes.

Lactuca sativa L. var Augustuana All: corresponde a la
llamada lechuga esparrago o de tallo. En este tipo se
utiliza principalmente el tallo, que es carnoso, y también
las hojas, que pueden presentar color verde 0 rojizo
(Pérez, y Baracaldo, 2010).
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2.3.4 Morfologia

- Raiz: Se desarrolla durante la germinaciéon de la semilla,
gue no llega nunca a sobrepasar los 25 cm de profundidad,

es pivotante, corta y con ramificaciones.

- Hojas: Organo de las plantas especializado en la
fotosintesis que crece en las ramas o el tallo,
generalmente de color verde, ligera, plana y delgada, que
puede tener diversas formas dependiendo de la especie,
el borde de los limbos puede ser liso, ondulado o aserrado.
Las hojas estan colocadas en roseta, desplegadas al
principio; en unos casos siguen asi durante todo su
desarrollo (variedades romanas), y en otros se acogollan

mas tarde.

- Tallo: Este tiene una formacion cilindrica y ramificada de

poca longitud.

- Inflorescencia: Son capitulos florales amarillos

dispuestos en racimos o corimbos.

- Semillas: Tiene forma abovada, achatada, con 3 a 5
costillas en la cara; de color blanco, amarillo, marron o
negro, mide unos 2 a 4 mm de longitud. En su base se
encuentra el “vilano “o “papus” plumoso que facilita la
diseminacién por el viento, este se desprende faciimente
guedando el arquenio-semilla limpio (Morales y Blanco,
2011).
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2.4 Arsénico

24.1

2.4.2

Caracteristicas generales

El arsénico es un metaloide que ocupa el vigésimo lugar de
abundancia en la corteza terrestre, es un elemento ubicuo en
la atmosfera, en el ambiente acuatico y terrestre, acumulado
por los animales y vegetales (Elika, 2013). Se presenta en
forma combinada con otros elementos, en mas de 200
compuestos diferentes (Thomton y Farago, 1998, citado en
Ponce, Farias, Vélez, y Montoro, 2006). Existen en cuatro
estados de valencia como: arsina (As*), arsénico metaloide
(As?), arsenito (As®*) y arsenato (As®*). En el ANEXO 2 se
muestran las estructuras quimicas de las especies
arsenicales mas comunes en alimentos y muestras

bioldgicas.

Toxicidad del arsénico

El grado de toxicidad del arsénico depende basicamente de
su forma, inorganica u organica (presentes en el agua y suelo)
y de su estado de oxidacion, y dentro de éstos, hay dos tipos
de compuestos diferentes para cada uno (Abedin, Feldman, y

Meharg, 2002, citado en Carro, Francisca, y Cebollada, 2007):
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e Inorgénico:
- Arsenito As (l11)
- Arsenato As (V)
e Orgénico
- Acido Dimetilarsénico (DMA)
- Acido Monometilarsénico (MMA)

Las formas inorganicas son mas toxicas que las organicas, el
As inorganico puede dafiar el ADN; mientras que el As
organico es menos peligroso (Elika, 2013 y Valencia, 2009),
los compuestos de arsénico trivalente (arsenitos) son mas
téxicos que los pentavalentes (arseniatos) (OMS, 2001),
siendo la toxicidad del As*® 10 veces mayor que la del As*®, y
la dosis letal para adultos es de 1 - 4 mg/kg de As (Castro de
Esparza, 2006), asi mismo, la exposicion alta de ciertos
compuestos organicos de arsénico puede causar efectos

similares a los causados por arsénico inorganico.

Carro, Francisca, y Cebollada (2007), indican que la escala

de toxicidad decrece en el siguiente orden:
Arsina > As*® inorganico > As*® organico > As*

inorganico > As*® organico > compuestos arsenicales y

arsénico elemental.
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Arsénico inorganico:

El arsénico pertenece al grupo V y las principales valencias
gue el elemento presenta en la naturaleza son -3, +3y +5. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el departamento de
Salud y Servicios Humanos (DHHS) y la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) han determinado que el arsénico
inorganico es cancerigeno en seres humanos (IARC - Grupo
1) por existir suficiente evidencia epidemiolégica de que
induce diferentes tipos de canceres, como de piel, vejiga y
pulmdn, aunque con escasa evidencia para cancer de rifidn,
higado y prostata. Los seres humanos absorben rapidamente
el As inorganico a través de la dieta, se distribuye por todos
los érganos y, atraviesa la barra placentaria, metabolizandose
a forma orgénica para ser excretado. El arsénico inorganico
biodisponible produce toxicidad aguda, y dosis altas provocan
sintomas gastrointestinales, trastornos de las funciones de los
sistemas cardiovascular, nervioso y en ultimo término la

muerte (Prieto, Gonzalez, Roman, y Prieto, 2009).

Arsénico orgéanico:

El arsénico esta presente en numerosos compuestos de
caracter organico, debido a la elevada estabilidad del enlace
carbono-arsénico bajo las condiciones medioambientales
normales (pH y potencial redox). EI As organico ingerido,
principalmente a través de los pescados y mariscos, se

absorbe en un 70 % y es excretado rapidamente por la orina.
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2.4.3 Arseniato de sodio

El arseniato de sodio (NaH2AsO4.H20) es un compuesto
inorganico, solido, incoloro y altamente téxico, perteneciente
a la familia de los compuestos arsenicales inorganicos; es
bastante frecuente confundirlo con el arsenito de sodio, pero
no es el mismo compuesto; los compuestos arsenicales

inorganicos son clasificados como oncogénicos.

El arsénico pentavalente (As*®) genera aniones con una
configuracion analoga al anion fosfato, y causa
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, estimulacion de
la actividad de la ATPasa mitocondrial e inhibicion de la NAD
reductasa. El As*® se convierte en As*® en los sistemas
biol6gicos animales, siendo este ultimo de 2 - 10 veces mas
toxico que el As*> (Zaman y Pardini, 1996, citado en
Lannacone, Alvarifio, y Paredes, 2009). En general, la forma
pentavalente del arsénico (V) tiende a predominar frente a la
forma trivalente (lll) en las aguas superficiales, mas

oxigenadas que las aguas subterraneas.

El arseniato seria el estado de oxidacion predominante o mas
estable en medios oxigenados, con el H2AsO4" predominando
bajo condiciones &cidas y el (HAsO4)? predominando bajo

condiciones alcalinas (Carbonell, Burld, y Mataix, 1995).
La produccion, importacion, comercializacion y uso del
arseniato como agentes plaguicidas, razones sanitarias 0 uso

domiciliario quedan prohibidos en distintos paises, asi por
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ejemplo en Argentina compuestos como el arseniato de Na*,
Ca®* y K* segun la Resolucion MSN 456/2009 queda
prohibida su venta (Departamento de Salud Ambiental, 2012).

2.4.3.1 Absorcion
El arseniato es analogo al fosfato y se absorben por el
mismo sistema de transportadores, el arseniato
sustituye al fosfato en la sintesis de ATP y en varias
reacciones de fosforilacion, interfiriendo de esta forma
en el metabolismo del fosfato. La sensibilidad al
arseniato es dependiente de la nutricion de fésforo, de
forma que un incremento de los niveles de fosfato en
planta puede dar lugar a una reduccién de la absorcion
de arseniato mediante la supresion del sistema de alta

afinidad fosfato/arseniato.

Se ha descubierto en plantas de arroz, que el transporte
de arsenito se produce a través de una familia de
acuoporinas que son permeables al arsenito, pero no al
arseniato, las acuoporinas transportan moléculas
neutras, como agua, glicerol y urea. Segun su
localizacion y homologia se clasifican en cuatro
subfamilias, siendo una de ellas las proteinas
intrinsecas de membrana (NIP). El arsenito, con un pKa
igual a 9,22, se presenta como molécula sin carga de
acido arsenioso a pH inferior a 8,0. El descubrimiento
de un transportador NIP en raiz para el acido silicico,

gque tampoco posee carga a pH 8,0 y cuyo tamafo
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molecular es similar al del acido arsenioso, conduce a
la hipotesis de que el arsenito se transporte mediado
por transportadores del acido silicico (Esteban y cols.,
2003; Ma y cols., 2008, citado en Manzano, 2013).

2.4.4 Mecanismo de accidén

2.4.5

El As*> con excepcion del arsénico elemental es facilmente
absorbido a través de la piel, los pulmones y el tracto digestivo
(Pérez, 2013), distribuido en el cuerpo como complejo de
proteina (a-globulina) - arsénico, es un téxico protoplasmético
gque se une a los grupos sulfhidrilo, inhibiendo a varias
enzimas, especialmente del metabolismo celular y las de la
respiracion, éste posee un efecto de dilatacion y aumento de
la permeabilidad capilar del intestino; aunque este metal se
encuentre en los tejidos en pequefias cantidades, no tiene
funcidn fisiolégica (Carrion, 2009). En el agua de bebida, el
arsénico se encuentra en la forma de arsenato y puede ser
absorbido con facilidad en el tracto gastrointestinal en una

proporcion entre 40 y 100 % (Castro de Esparza, 2006).

Excrecién

La excrecion del arsénico absorbido se realiza principalmente
por la orina y una pequefia cantidad en las heces, también se
excreta en leche materna, ufias, cabellos y bilis; la excrecién
tiene lugar en 3 fases, con vidas medias de alrededor de 24

h, 84 h y 8 dias, respectivamente (Carrion, 2009). La

proporcién relativa de As+3, As+5, MMA y DMA en la orina
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2.4.6

puede variar dependiendo de la forma administrada, tiempo
después de la exposicion, via de exposicion y cantidad de

dosis; en general el DMA es el principal metabolito con niveles

mas bajos de arsénico inorganico (As+3y As+5) y MMA; en los
humanos la proporcién relativa usualmente es 40 % a 60 %
de DMA, 20 % a 25 % de arsénico inorganico y 15 % a 25 %
de MMA (Pérez, 2013).

Usos

El As fue usado como medicamento, el trioxido de arsénico
fue usado con fines terapéuticos, la solucion de Fowler
(arsenito de potasio al 1 %) fue usada para aliviar diversas
enfermedades como: anemia, reumatismo, psoriasis, asma,
cOlera, para tratar el acné y como agente quimioterapéutico
para el tratamiento de la leucemia mieloide crénica junto con
la irradiacion, hasta 1953; la arsenamina fue usada como
clave en el tratamiento de la sifilis por mas de 40 afios. Los
arsenicales organicos fueron utilizados para el tratamiento de
enfermedades tal como la tripanosomiasis africana
“‘enfermedad africana del suefio”. En China se utilizaron
concentraciones micromolares de tribxido de arsénico para
combatir la leucemia promielocitica aguda. Asi mismo, las
sales de arsénico son empleadas en la fabricacion de
pigmentos, rodenticidas, fungicidas e insecticidas, en la
fabricacion de vidrio, pigmentos, aditivos de metal,
municiones, persevantes de alimentos, en la industria textil y
en la manufactura del papel, pero actualmente existen

restricciones para su uso.
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Uno de sus usos actuales es como parte de componentes
electronicos (WHO, 2001), en el tratamiento de la madera
como arseniato de cromo y cobre, un porcentaje menor en
productos quimicos para la agricultura, otro pequefio
porcentaje en la fabricacion de vidrios, productos
farmacéuticos y aleaciones no ferrosas, etc. (Rodriguez y
Echevarria, 2008). Sin embargo, los compuestos arsenicales
provocan reacciones no deseadas y por eso siempre, a través
de la historia, se intentd reemplazarlos por compuestos

menos téxicos (Galetovic y De Fernicola, 2003).
2.5 Arsénico en el ambiente

El arsénico no puede ser destruido en el ambiente, solamente pueden
cambiar de forma, adherirse o separarse de particulas; esta presente
en el suelo, aire y fuentes de agua captadas para consumo. El
arsénico se encuentra en el ambiente principalmente como arsenito y
arseniato (WHO, 2001, citado en Galetovic y De Fernicola, 2003); el
arsenito serd oxidado en la mayoria de los suelos agricolas a

arseniato (Carbonell, Burld, y Mataix, 1995).

Las principales fuentes de As son por factores naturales de origen
geolégico en América Latina (Argentina, Chile, México, Peru), asi
como a actividades antropogénicas que involucran la explotaciéon
minera, refinacion de metales por fundicion de metales no ferrosos, la
guema de combustible fésil (Bolivia, Chile y Perl), procesos
electroliticos de produccion de metales de alta calidad como cadmio

y cinc (Brasil), y en menor proporcion en la agricultura el empleo de
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2.6

2.7

plaguicidas arsenicales organicos (México), esas particulas son
dispersadas por el viento y retornan a la tierra por deposicién seca o
hameda (Castro de Esparza, 2006 y Galetovic y De Fernicola, 2003),
siendo el agua la principal via de dispersién del arsénico en el
ambiente, distribuyéndose ampliamente por el medio ambiente
(Carbonell, Burld, y Mataix, 1995).

Arsénico en la salud humana

Las principales vias de exposicion para el hombre son el aire, el
consumo de agua Yy alimentos; el arsénico en los alimentos se
encuentra en forma organica e inorganica, con distinta toxicidad
(Ponce y cols., 2006). Son numerosas las poblaciones afectadas en
todo el mundo, donde el As y sus compuestos son clasificados por la
Agencia Internacional de Estudios del Cancer (IARC) como Grupo | o
cancerigenos para el ser humano (Carro, Francisca, y Cebollada,
2007). La intoxicacién por arsénico (arsenicismo) se manifiesta de
forma caracteristica a lo largo de un periodo de cinco a 20 afios (OMS,
2006).

Arsénico en el agua

En el agua, el arsénico se encuentra en sus estados trivalentes
(arsenitos) y pentavalentes (arseniatos), dependiendo del potencial
de reduccién de los mismos (Vazquez, Ortolani, Rizzo, Bachur, y
Pidustwa, 2000). El As (V) prevalece en aguas superficiales; en agua
de bebida el As se encuentra en forma de arseniato, siendo facilmente

absorbida por el tracto gastrointestinal, por lo que la mayor amenaza
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a la salud publica proviene del agua como resultado de la ingestion

prolongada arsénico inorganico en el agua (OMS, 2006).

El consumo de agua con arsénico no conlleva a casos con efectos
agudos, sino mas bien cronicos, porque se ingieren pequefas
cantidades en el agua a largo plazo (Castro de Esparza, 2006). La
ingestion, a largo plazo por exposicion cronica y a ciertas
concentraciones puede ocasionar alteraciones en la piel con efectos
secundarios en el sistema nervioso, irritacion de los 6rganos del
aparato respiratorio y gastrointestinal, acumulacion en los huesos,
musculos, piel, higado y rifiones (Carro, Francisca, y Cebollada,
2007), teniendo una relacion causal con un aumento de los riesgos de
cancer de piel, de pulmon, de vejiga y de rifién, asi como con otros
cambios cutdneos (Prieto y cols., 2009), progresivamente la
enfermedad evoluciona produciendo la hiperqueratosis palmoplantar
con pigmentacion de la piel, callosidades en las palmas de manos y
pies, con lesiones dolorosas que impiden caminar y realizar tareas
manuales, melanodermia del tronco y parte superior de los miembros

y cancerizacion (Carro, Francisca, y Cebollada, 2007).

La ingestion de agua con arsénico puede llevar a un incremento de
abortos espontaneos y de recién nacidos muertos, una exposicion
prolongada a concentraciones de arsénico inorganico fuera del valor
sugerido por la OMS en el agua de bebida puede causar efectos
cardiovasculares, incluyendo arritmias, hipertension, isquemia
cardiaca y cerebral, diabetes mellitus y alteraciones arteriales
periféricas como la enfermedad del “pie negro” que resulta en

gangrena. Los estudios sobre el potencial neurotoxico y desarrollo de
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2.8

efectos reproductivos adversos asociados con la ingestion de
arsénico en el agua de bebida son inconclusivos (Buchet, Lison, 2000,

citado en Galetovic y De Fernicola, 2003).

La OMS ha llegado a la conclusion de que uno de cada 10 000
habitantes corre el riesgo de adquirir cancer de piel debido a la
ingestion diaria de agua con concentraciones de 0,222 mg/L, siendo
0,0105 mg/L la dosis de arsénico que un ser humano puede ingerir
por dia, una persona de 70 kg (Batsheba, 1996; Diaz, 1999, citado en
Prieto, Callejas, Lechuga, Gaytan, y Barrado, 2005).

Arsénico en alimentos

Aungue el agua es la principal via de entrada en la cadena alimentaria
también el consumo de alimentos contaminados de origen vegetal y
animal son otra via importante de captacion (Mayorga, 2011), los
seres humanos se exponen cuando se alimentan de los vegetales
cultivados en suelos contaminados con arsénico, asi como de
alimentos derivados de animales que hayan ingerido arsénico
presente en el suelo o en el agua (Elika, 2013). El arsénico se
encuentra omnipresente en los alimentos, ya que cantidades minimas

del mismo se incorporan por contaminacion.

Segun la OMS el consumo humano diario no debe exceder los 0,025
- 0,040 mg/kg, pues una ingestiébn mayor llevaria a la acumulacion de
estos metales en 6rganos como el higado y rifiones, que pueden
afectar su funcionamiento (Barragan, 2008), de esta forma la
poblacidn esta expuesta a la contaminacion a traves de la ingesta de

alimentos constituyendo un importante factor de riesgo para la salud
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2.9

de la poblacion y los sistemas naturales. La cantidad total de arsénico
ingerida por el hombre, depende de la cantidad de dichos alimentos
en su dieta, pudiéndose alcanzar contenidos maximos de hasta 40

Mg/g (Cervera, 1990, citado en Carbonell, Burld, y Mataix ,1995).

El arsénico en animales como de origen marino muestran contenidos
de contaminante mas altos que el resto y tienen la capacidad de
metabolizar el arsénico inorganico acumulandolo en forma de
dimetilarsénico (compuesto organico); en los organismos vegetales,
gue por el contrario, son capaces de transformar el arsénico organico

en inorganico (Elika, 2013).
Arsénico en plantas

Las plantas absorben arsénico muy facilmente, por este hecho,
pueden estar presentes en los alimentos con un alto contenido
(Valencia, 2009). La acumulacién de As en tejidos vegetales puede
llegar a producir dafios genotoxicos en las células y de esta forma, se
incorporan al hombre a través de la cadena alimenticia, siendo un
importante contaminador de cultivos (Prieto, Vargas, Méndez,
Barrado, y Gaytan, 2006).

La acumulacion de metales pesados en tejidos vegetales son
peligrosos porque tienden a bioacumularse en diferentes cultivos por
absorcion u otras formas de asociacién natural dando la posibilidad
de ser biodisponibles a los seres humanos y animales a través del
consumo de estos productos (Ruiz y Armienta, 2012). Las
concentraciones habituales de As en vegetales varian entre 0,08 y 2

mg/kg (Warren y Alloway, 2003), el limite maximo permitido para el
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contenido de As en frutas y vegetales informado por Mitchell y Barr
(1995) es de 1,0 mg/kg en peso fresco; en algunos casos, niveles de
arsénico tan bajos como de 0,7 mg/kg pueden reducir el rendimiento

de los cultivos en 50 % (Peterson y Girling, 1980).

Las plantas han desarrollado mecanismos muy especificos para
absorber, translocar y acumular nutrientes; sin embargo, algunos
metales y metaloides aunque no son esenciales para los vegetales
son absorbidos, translocados y acumulados debido a que presentan
un comportamiento electroquimico similar a los elementos nutritivos

esenciales (Souza y cols., 2005, citado en Ruiz y Armienta, 2012).

La contaminacion por metales pesados afecta al 12 % de las tierras
agricolas del mundo (Vargas, Martinez, Ortiz, y Lopez, 2007); otros
investigadores (Prieto, Callejas, Roman, y Méndez, 2010)
determinaron la bioacumulacion de arsénico en 6rganos y tejidos de
la cebada maltera (Hordeum distichon L.), encontraron una
acumulacion en diferentes etapas de desarrollo, encontrandose en la
raiz una mayor concentracion de arsénico acumulada (100 y 300
mg/kg), seguida por las hojas (80 a 180 mg/kg) y el tallo (70 a 110
mg/kg), y la acumulacion de arsénico observado en granos (6rgano
comestible) resulté ser relativamente alto (40 - 90 mg/kg),

concluyéndose un alto nivel de acumulacién de arsénico.

Prieto, Callejas, Lechuga, Gaytan, y Barrado (2005), en su estudio de
acumulacion de arsénico en tejidos vegetales de la regién de
Zimapan - México, con aguas y suelos con altos contenidos de As

natural, determinaron niveles de As por absorcidn atOomica en
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muestras de vegetales, mostrandose mayor capacidad de
acumulacion de As en la hojas, caso del perejil con 10,73 mg/kg de
As en sus hojas, el epazote con 12,39 mg/kg de As en sus hojas, y
encontrandose valores promedios de la concentraciéon de As en
hortalizas cultivadas como: Lactuca sativa (lechuga) hoja < 0,018
mg/kg de As, Brassica Oleraceae (col) hoja < 0,018 mg/kg de As, Beta
vulgaris (acelga) hoja < 0,018 mg/kg de As, entre otras.

Carrién (2009) realiz6 un analisis de arsénico en tres alimentos: papas
(Solum tuberosum), maiz (Zea mays) y leche cruda, producidas en las
zonas afectadas por el volcan Tugurahua (Guano-Penipe) en
Riobamba - Ecuador, de cultivos muestreados, y analizados por
espectrometria de absorcion atémica, encontrando concentraciones
de As de los alimentos en los 2 sectores: en la papa de 0,03915 mg/kg
y 0,03511 mg/kg de As; en el maiz: 0,03080 mg/kg y 0,02713 mg/kg
de As y en la leche 0,03575 mg/L y 0,04467 mg/L de As, existiendo
un grado de acumulacién de arsénico en dichos alimentos, asi mismo:
Barragan (2008) en su estudio encontrd niveles de concentraciones

altas de As absorbidas por plantas de 0,116 a 0,199 mg/kg.

La exposicion al arsénico inorganico a través de la cadena de los
alimentos es limitada, pero se justifica que se realicen mas
investigaciones sobre la absorcion de arsénico por los cultivos
regados con agua muy contaminada por éste. Asi mismo, se
desconocen todavia el mecanismo de la carcinogenicidad y la

respuesta a niveles bajos de ingesta (OMS, 2006).
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2.9.1 Absorcion y transporte en las plantas

La captacién de arsénico es mayor en las raices, que las
semillas y los frutos, su entrada en la planta es por absorcion
via radicular, de forma analoga a como entran los nutrientes
u otros elementos traza. Las raices de las plantas poseen
mecanismos tanto activos como pasivos de entrada de
elementos minerales, por lo que su tasa de absorcion estara
gobernada por mecanismos fisiolégicos que son
determinantes para la supervivencia de la planta. Sin
embargo, los mecanismos de homeostasis son imperfectos y
la entrada de elementos en concentraciones toxicas puede
producirse si éstos se encuentran en el suelo en cantidad
suficiente, para mantener la homeostasis de los elementos en
rangos que las permitan la supervivencia, las plantas han
desarrollado mecanismos de regulacién de la absorcion de
elementos traza, que comprenden mecanismos de
distribucién, redistribucién, almacenamiento, detoxificacion

cruciales (Verkleij y cols., 2009, citado en Moreno, 2010).

Los elementos contaminantes son absorbidos por la planta y
translocados via xilematica (apoplasto) junto con el agua y
nutrientes hacia los sitios fotosintéticamente activos (hojas);
es probable que por esta circunstancia se presente mayor
acumulacion de As en estos sitios ya que la translocacion
hacia los vertederos (frutos y raices) presenta mayores
barreras metabdlicas (Gonzales, 1994). Los residuos mas
altos de arsénico se encuentran en las raices de plantas (por

ejemplo remolacha y rabano), con valores intermedios en las
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partes altas vegetativas (espinacas e hierbas), y las semillas
comestibles y los frutos contienen los niveles mas bajos de
arsénico (Woolson, 1973a; Walsh y Keeney, 1975, citado en
Carbonell, Burld, y Mataix, 1995).

2.9.2 Translocacion

Una vez que el arsénico ya ha sido absorbido por la planta,
los compuestos de dicho elemento (particularmente el
arsénico pentavalente) fluyen a través de la planta en pocas
horas, moviéndose tanto simplastica (transporte activo de
citoplasma a citoplasma) como apoplasticamente (transporte
extracelular).

Los pasos a seguir por los citados compuestos cuando son
absorbidos por la raiz:

Raiz— xilema— hojas— floema; hojas— floema— raices,

parte aérea, xilema.

El transporte de arsenito desde las raices esta limitado por su
alta toxicidad para las membranas rediculares. El arseniato es
mas rapidamente absorbido y translocado, debido a su menor
toxicidad para las raices (Carrion, 2009).

2.10 Fitotoxicidad

La fitotoxicidad es la acumulacion de sustancias dafinas en el tejido
de una planta en niveles que afectan su crecimiento y normal

desarrollo, existiendo distintos sintomas y niveles de dafio por
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acumulacion de sustancias toxicas o factores medioambientales. La
fitotoxicidad del arsénico viene determinada por la forma quimica
presente, el arsenito es mas fitotoxico que el arseniato y ambos son
mucho més fitotoxicos que el metanoarsoniato monosodico (MSMA)
y el &cido cacodilico (CA); silos arsenicales son aplicados foliarmente,
entonces, el CA es el mas fitotoxico. Los diferentes compuestos
varian en su disponibilidad y por tanto, en su toxicidad; siendo el
arsénico soluble en agua mas fitotoxico que otros mas fuertemente
enlazados (Carrion, 2009); los compuestos organicos de arsénico son
aplicados en proporciones considerablemente mas bajas que los
inorganicos, resultando menos fitotdxicos para los cultivos (Carbonell,
Burld, y Mataix ,1995). La fitotoxicidad es dependiente de la
sensibilidad del cultivo, asi pues, el arsénico total del suelo no refleja
adecuadamente la forma en que es disponible el elemento para la

planta o su grado de toxicidad (Carbonell , Burlo,y Mataix ,1995).

La presencia de arsénico dentro de las células vegetales tiene efectos
fisiolégicos negativos para la planta que originan una serie de
respuestas (sintomas de toxicidad). La fitoxicidad ocasionada por las
altas concentraciones de metales pesados da como resultado
clorosis, crecimiento débil de las plantas y puede incluso ocasionar
reduccion en la captacion de los nutrientes asi como desordenes en
el metabolismo, asi lo demostré: Ruiz y Armienta, (2012) quienes en
plantas de maiz sembradas con concentraciones de arsénico
mostraron sintomas como: necrosis, clorosis, adelgazamiento de las

hojas e inhibicién del crecimiento.
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Las plantas son mucho mas resistentes a los incrementos en la
concentracion que a una insuficiencia de un elemento esencial dado;
distinto es el caso de un elemento no esencial, donde el nivel de dafio
aumenta conforme lo hace el elemento. Los metales pesados causan
estrés oxidante en las plantas que afectan la fotosintesis, la
fluorescencia de la clorofila y la resistencia estomatal; por ejemplo, el
cobre inhibe la fotosintesis y los procesos reproductores, el plomo
reduce la produccion de clorofila mientras que el arsénico interfiere
con el proceso metabdlico y disminuye la germinacion de las semillas,
consecuentemente, el crecimiento de las plantas se reduce o es total
(Monni y cols., 2001; Fayiga y cols., 2004; y Hernandez y cols., 2010,
citado en Ruiz y Armienta, 2012).

Bioensayos

Los bioensayos, también llamados pruebas de toxicidad, son
definidos como el método o herramientas de diagndstico adecuadas
para determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre un
organismo vivo, a través de comparaciones de este agente con el
efecto de una solucion patron o estandar, bajo condiciones
experimentales especificas y controladas; estos efectos pueden ser
tanto de inhibicion como de magnificacion, cuyo objetivo principal es
caracterizar la relacion concentracion-respuesta del agente. Los
bioensayos permiten determinar los efectos toxicos de una sustancia,
su repercusién en una poblacién y su medio ambiente. Estas pruebas
se han desarrollado y estandarizado por agencias internacionales de

proteccion ambiental.
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Para la realizacion de una prueba de toxicidad se involucra un agente
o estimulo (pesticidas, metales pesados 0 una muestras ambientales
con contaminantes), el cual se aplica a un grupo de organismos

(cultivo bacterial, algas, animales o plantas) (Castillo, 2004).

2.11.1 Importancia de bioensayos:

Los bioensayos de toxicidad constituyen un mecanismo para
evaluar la calidad de aguas superficiales y son utiles para una
variedad de propdositos que incluyen determinaciones de: (a)
susceptibilidad de condiciones ambientales para la vida
acuatica; (b) factores ambientales favorables o desfavorables,
como: oxigeno disuelto (OD), pH, temperatura, salinidad, o
turbidez; (c) efectos de factores ambientales en la toxicidad
de aguas residuales; (d) toxicidad de agua residual para una
especie; (e) sensibilidad de organismos acuaticos a efluente
o toxico; (f) cantidad y tipo de tratamiento residual necesario
para conocer los requerimientos de control de la
contaminacion en agua; (g) eficacia de métodos de
tratamientos de aguas residuales; (h) radio de descarga
permisible de efluentes; y (i) cumplimiento con los estandares
de calidad de agua, requerimientos de efluentes, y descargas
permitidas (EPA, 2002, citado en Atencio, 2013). El uso de
ensayos biolégicos es considerado cada vez con mayor
intensidad para la evaluacion de la toxicidad global de

contaminantes (Caceda, 2006).

Es importante determinar el nivel de riesgo ambiental de los

metales pesados sobre diversos representantes del
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ecosistema terrestre utilizando bioensayos; entre ellos, las
plantas presentan diferentes especies representativas de los
agroecosistemas horticolas (Lannacone y Gutiérrez, 1999,

citado en Prieto y cols., 2009).

2.11.2 Bioensayos en plantas

Los vegetales juegan un rol fundamental, tanto en los
ecosistemas acuaticos como terrestres, por su importancia en
la productividad primaria, en la cadena alimenticia, en el
reciclado de nutrientes, ademas de proporcionar alimento y

habitat para otros organismos.

En distintos paises se tienen algunas experiencias con el
empleo de las plantas en la evaluacion de la toxicidad de
sustancias toxicas y muestras ambientales. Como parte
integral del ecosistema, las plantas superiores son
ampliamente utilizadas por ser semillas eucariéticas, y por lo
tanto, mas comparables a la mayoria de las especies de la
flora y la fauna superiores; constituyen una eficiente
herramienta en el orden ambiental, ademas de poseer las
siguientes ventajas:

e Las plantas son mas sensibles al estrés ambiental.

gque otros sistemas de ensayos disponibles.
e Facil manipulacién y almacenaje.
e Bajo costo.

e Buena correlacion con otros sistemas de pruebas.

35



Las plantas vasculares han sido recomendadas por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, 2002) y por la
administracion de medicamentos y alimentos (FDA, 1990),
ambas de EE.UU., ya que presentan una eficiente
sensibilidad, en comparacion con otras especies de plantas
terrestres y debido a su buena sensibilidad, en comparacién
con semillas de otras especies de plantas terrestres (Wang,
1991, citado en Sanchez y Sanchez, 2009).

El éxito o aptitud de una plantula para establecerse en un
ambiente determinado es relevante para garantizar la
supervivencia de la especie; en las Ultimas décadas se han
desarrollado bioensayos rapidos con el empleo de plantas,
como semillas de prueba, las que funcionan como buenas
herramientas de trabajo para el monitoreo ambiental
(Sobrero, 2010).

La evaluacion del desarrollo de la radicula y del hipocotilo
constituye indicadores representativos para determinar la
capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta; de
esta manera la inhibicion en la elongacion de la radicula e
hipocotilo constituyen indicadores sub-letales muy sensibles
para la evaluacion de efectos biolégicos en vegetales,
aportando informacion (Diaz, Bustos, y Espinosa, 2004,
citado en Castillo, 2004).
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2.11.3 Bioensayos en semillas

El ensayo ecotoxicologico con semillas de plantas vasculares
presenta algunas ventajas sobre otras especies terrestres, lo
gue permite usar cuantitativamente el crecimiento de la raiz;
es ventajoso, por requerir poco volumen de muestra (1 ml
envase), comparado con otros organismos que requieren de
50 a 200 ml envase (Arambasic et al., 1995, citado en Prieto
y cols., 2009). La evaluacién de la toxicidad de contaminantes
utilizando semillas indica una amplia variedad en la respuesta

a los metales.

El bioensayo con semillas es el mas indicado para estimar el
dafio en especies terrestres de la flora riparia y evaluar la
probabilidad de desarrollo de las plantulas en un medio con
contaminantes, ademas de la permitir la exposicion tanto a
muestras liquidas (compuestos puros, muestras de aguas
superficiales, efluentes, lixiviados) como soélidas (suelo
sedimentos) (Sobrero, 2010). Siendo importante destacar que
durante el periodo de germinacion y los primeros dias de
desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos
fisiolégicos 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 (Diaz,
Bustos, y Espinosa, 2004, citado en Sanchez y Sanchez,
2009); por lo que la justificacion para realizar este bioensayo
radica en la importancia de eventos de desarrollo temprano

en el crecimiento y supervivencia de las plantas.
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Wang (1991), indicé que el crecimiento de raiz como punto
final de lectura, es mas sensible a la toxicidad que la
germinacion de semillas, la cual presenta un alto coeficiente
de variacién. Calow (1993) presentdé un resumen de los
protocolos de bioensayos de germinaciéon de semilla y de
elongacién de raiz con diferentes especies de plantas, siendo
comparables al protocolo usado en este estudio (Prieto y
cols., 2009).

A diferencia del bioensayo tradicional de germinacion de las
semillas, que evalta la emergencia de la plantula del suelo
(USEPA, 1989; ASTM, 1991a ), la evaluacién del efecto en la
prolongacion de la radicula y del hipocétilo de las plantulas
permite la evaluaciébn del efecto toxico de compuestos
solubles presentes en concentraciones tan bajas que no son
suficientes para inhibir la germinacion, pero que si pueden
retardar o inhibir completamente los procesos de
prolongacion de la raiz o del hipocoétilo, lo que depende del
modo Yy sitio de accion de los contaminantes generados para
cada uno de los medios expuestos en los ensayos fitotoxicos.
Este bioensayo puede ser ejecutado con cualquier nimero de
especies, las cuales resulten econdmicamente importantes,
sean facilmente disponibles, germinen y crezcan
rapidamente; siendo una de las semillas mas comunmente
utilizadas en esta prueba la de Lactuca sativa (lechuga) por

su grado de sensibilidad.
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2.11.3.1 Bioensayos en semillas de Lactuca sativa

El bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca
sativa (lechuga) es una prueba estatica de toxicidad
aguda (120 h de exposicion), en el que se pueden
evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o
de mezclas complejas sobre el proceso de germinacion
de las semillas y el desarrollo de las plantulas durante
los primeros dias de crecimiento, descrito por (Castillo,
2004).

El ensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa,
ha sido recomendado y aplicado por diferentes
organismos de proteccion ambiental para la evaluacién
ecotoxicolégica de muestras ambientales, compuestos
puros y para la evaluacion del efecto fitotoxicos de
pesticidas sobre especies no blanco necesarios para el
registro de pesticidas (OECD, 1984b, Wang, 1987;
USEPA, 1989; Boutin et al., 1993). Donde se utilizan
semillas de Lactuca sativa, por su rapida germinacion,
facilidad de medicion y viabilidad econémica, ademas
de las ventajas mencionadas a continuacion por
(Sanchez y Sanchez, 2009):

e Alta y constante sensibilidad a toxicos.

e Estabilidad genética y uniformidad en las

poblaciones.
e Representatividad de su nivel trofico.
e Facilidad de cultivo y adaptabilidad a las

condiciones de laboratorio.
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e No requiere equipamiento sofisticado.

e Utilidad para el control de efluentes.

Si bien L. sativa no es una especie representativa de
ecosistemas acuaticos, ni tampoco es una especie
nativa o naturalizada en nuestros ambientes, la
informacion generada a partir de este ensayo de
toxicidad proporciona datos sobre el posible efecto de
los contaminantes sobre las comunidades vegetales
cercanas a las margenes de cuerpos de agua
contaminados, siendo también una especie interesante
de considerar por su importancia desde el punto de
vista horticola (Castillo, 2004).

Estos ensayos pueden ser aplicado para la evaluacion
de la toxicidad de compuestos puros solubles, de
aguas superficiales (lagos, rios), aguas subterraneas,
aguas para consumo humano, aguas residuales
domésticas e industriales, ademas de lixiviados de
suelos, sedimentos, lodos u otras matrices solidas
(Bowers etal., 1997; Cheung et al., 1989; Dutka, 1989),
encontrandose bioensayos toxicolégicos con diversos
compuestos y organismos de pruebas, a nivel nacional

e internacional entre ellos:
- A nivel nacional algunos trabajos fueron de la

Universidad Nacional Agraria La Molina, en el afio

2004 se realiz6 un estudio sobre los efectos de los
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Plaguicidas Metamidofos y Carbofuran sobre
alevinos de trucha arco iris (Oncorhynchus Mykiss),
este trabajo se desarrollé en el Centro Piscicola “El

Ingenio”, Provincia de Concepcion en Peru.

En el afilo 2006 se realizd una investigacion para
conocer el efecto ecotoxicoldgico, en tres niveles
de dureza total de agua, del dodecil benceno
sulfonato de sodio (DBSS) y del alquil aril sulfonato
de sodio (AASS), ingredientes activos principales
de dos detergentes comerciales biodegradables, en
el Centro de Produccion “El Ingenio”, Huancayo -
Pera, empleando la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) como herramienta para la evaluacion de

riesgo ambiental.

Atencio (2013) determind la concentracion letal
media (CLso-96) y efecto hisopatologico del sulfato
de cobre mediante bioensayos con alevinos del
“carachi amarillo” Orestias luteus, encontrando una
concentracion Letal Media (CLso-96) de 1,65 ug/l y
afectando al pez en la estructura ocular, una atrofia
celular del cristalino y el iris en la concentracién de
20 pg/l, lo mismo en la estructura del iris a 10 pg/!

en comparacion con el control.

Céaceda (2006) realizé la aplicacion de bioensayos

para evaluar el efecto téxico de metales pesados de

41



fuentes superficiales de agua para consumo
humano en la ciudad de Tacna - Peru, de muestras
de agua del rio Santa sobre el crecimiento de la raiz
de Allium cepa y Lactuca sativa, en condiciones
controladas de laboratorio, empleando serie de
concentraciones y haciendo uso de un control, se
determiné que la CLso del cromo a 1,5 mg/L inhibe
el 50 % de la raiz, y a concentraciones mayores de
2,5 % disminuye la mitosis de las células
meristematicas de A. cepa, asi mismo, el plomo en
concentraciones mayores a 0,06 mg/L inhibe en 50
% (IC) el crecimiento de la raiz y el 50 % de las
mitosis de las células meristematicas de A. cepa,
indicando que el Cr y el Pb, a dichas
concentraciones no influyen en la germinacion de L.

sativa.

Ponce, Cabana, Vaira, y Giunta (2007), en la
universidad de Chile, realizaron un estudio para
determinar la toxicidad y la bioactividad de
alcaloides totales extraidos de Coronopus dydimus
(L.) mediante bioensayos dichos estudios de
toxicidad aguda se realizaron con lombrices Eisenia
andrei y los ensayos para bioactividad con Artemia
salina. Encontrandose que la mezcla de alcaloides
obtenida a partir de Coronopus dydimus se
determind una DLso = 3,498 mg/ml para Eisenia

andrei a los 7 dias de iniciado el ensayo,
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clasificandose toxicolégicamente como
‘moderadamente toxica” con tendencia hacia la
clasificacion “no toxica”; y se determind una CEso =
773,69 ppm para Artemia salina a las 24 horas de

iniciada la prueba. Asi mismo:

En Chile, Gaete y Chavéz (2008) realizaron una
evaluacion de la toxicidad de mezclas binarias de
cobre, cinc y arsénico sobre Daphnia obtusa
(organismos de prueba para bioensayos de
toxicidad), en condiciones experimentales vy
controladas, resultando que el arsénico fue el mas
toxico, seguido de cobre y luego el zinc. El arsénico
resulto ser 16 veces mas toxico que el zinc y cerca

de 3 veces mas toxico que el cobre.

En Bogota, la universidad de la Salle, desde el afio
2007, ha venido realizando proyectos de grado que
involucran bioensayos con organismos acuaticos,
haciéndose evidente el aporte a este tipo de
investigacion, han realizado trabajos de grado
utilizando bioensayos con pulgas acuaticas, peces
y semillas, mas especificamente con Daphnia
magna, D. pulex, Oncorhynchus mykiss, alevinos
de trucha arco iris y Lactuca sativa (Morales y
Blanco, 2011).
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Sanchez y Sanchez (2009) determinaron la
concentracion de inhibicion media (CEso-120) del
bario, hierro y manganeso mediante bioensayos de
toxicidad acuatica sobre semillas de lechuga
(Lactuca sativa) en condiciones controladas con un
tiempo de germinacién de 120 horas, haciendo uso
de compuestos como cloruro ferroso, cloruro de
bario, O6xido de manganeso, los resultados
obtenidos se analizaron utilizando un método
paramétrico para el célculo de los valores de CEso-
120) para la germinacion y su intervalo de confianza,
donde se establecieron los valores de: bario
(12,2630 mg/L), hierro (2,001 mg/L) y Mn (21,781
mg/L).

Pérez y Baracaldo (2010) buscaron determinar la
concentracion de inhibicion media (CEso-120)
producida por la plata (Ag*) y los detergentes
anionicos (LAS) mediante bioensayos de toxicidad
sobre semillas de lechuga, donde la (CEso-120) para
compuestos puros de la Plata (Ag*) y el detergente
anionico (LAS) sobre la especie de semillas de
lechuga (Lactuca sativa L.) fue de 85,6 y 111,5 ppm

respectivamente.
Morales y Blanco (2011) en su trabajo determinaron

la concentracion de inhibicion media (Clso-120) del

molibdeno y el litio en semillas de lechuga (Lactuca
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sativa L.) mediante ensayos de toxicidad, haciendo
uso de compuestos, determinandose para el
trioxido de molibdeno un efecto toxico no letal, por
no modificar el porcentaje en la germinacién de
semillas, mas se encontrd un crecimiento favorable
en la elongacion de la radicula e hipocétilo, pero
gue es afectada a medida que aumenta la
concentracion; para el cloruro de litio se encontré
una concentracion de inhibicién media (Clso-120) de
74,0125 ppm.

- Duarte (2011), estudié los efectos fitotdxicos que
puede generar los vertimientos de una empresa
galvanica, especificamente los vertimiento de cobre
y de niquel frente a un organismo como Lactuca
sativa, determinando la CEsp haciendo uso de
compuestos, encontrando una concentracion de
inhibicion media (CEso) para el cobre (4,119 mg/L)
y el niquel (7,511mg/L) .

Las semillas de Lactuca sativa (lechuga) pueden ser
bioindicadores de contaminacion de fuentes de agua y
como bioindicador de exposicion de arsénico, por lo
gue se sugiere la determinacion de la concentracion de
inhibicion media (CEso9) Yy efecto fitotoxico del

arsénico.
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3.1

. MATERIALES Y METODOS

Materiales

3.1.1 Material biolégico
e Semillas de Lactuca sativa, variedad Great lakes

3.1.2 Material de vidrio
e Fiolas

e Vasos precipitado
e Pipetas
e Frasco ambar

e Frascos de vidrio

3.1.3 Material de pléastico
e Placas de Petri

e Pipeteador

3.1.4 Reactivos
e Arseniato de sodio (NaH2As04.H20)

e Agua desionizada

3.1.5 Equipos
e Estereoscopio

e Balanza analitica
e Incubadora

e Refrigeradora

e TermoOmetro

e Autoclave

e Camara fotografica
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3.1.6 Otros
e Papelfiltro N°3 S/h, equivalente a Whatman N°3

e Vernier

e Pinzas, tijeras

e Bolsas plasticas
e Papel Kraft

e Guantes

e Mascarilla

e Pabilo

3.1.7 Lugar de experimentacion

El presente trabajo experimental con bioensayos se realizé en
el Laboratorio de Quimica Analitica (para la elaboracion de la
solucion patrén); el Laboratorio de Microbiologia (para las
diluciones de los tratamientos) en la Facultad de Ciencias; y
el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (para la realizacion de
bioensayos) en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann - Tacna.

3.2 Método
3.2.1 Diseiio experimental, Montgomery (2004)

El bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa
(lechuga) es una prueba de estéatica de toxicidad aguda (96 a
120 horas de exposicion), se desarroll6 bajo condiciones de
laboratorio, y fue del tipo experimental, constd de un
bioensayo preliminar con 5 tratamientos (concentraciones) de
arseniato de sodio (NaH2As04.H20), ademas de un control sin

adicién de sustancia alguna, el nimero de repeticiones por
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tratamiento fue de 3, con 20 semillas cada una, haciendo un
total de 18 unidades experimentales (placas de Petri),
trabajando con 360 semillas para el bioensayo preliminar, y
un ensayo definitivo, con 6 tratamientos (concentraciones) de
arseniato de sodio (NaH2As04.H20), ademas de un control sin
adicién de sustancia alguna; el nimero de repeticiones por
tratamiento fue de 6, con 20 semillas cada una, haciendo un
total de 42 unidades experimentales (placas de Petri),
trabajando con en un total de 840 semillas de Lactuca sativa
para el bioensayo definitivo de toxicidad, y asi determinar la
concentracion de inhibicion media (CEso-96) Yy la fitotoxicidad
del arsénico. Ambos bioensayos bajo el disefio
completamente al azar (DCA) y como sigue:

Tratamientos:
T1: Grupo sometidos a concentracion 1.
T2: Grupo sometidos a concentracion 2.
T3: Grupo sometidos a concentracion 3.
T4: Grupo sometidos a concentracion 4.
T5: Grupo sometidos a concentracion 5.
T6: Grupo sometidos a concentracion 6.

C : Grupo control, sin tratamiento.
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3.2.2

Variables

3.2.2.1 Variable independiente:

- Concentracion del Arseniato de sodio
(NaH2As04.H20)

3.2.2.2 Variable dependiente:

3.2.3

3.24

- Germinacion e Inhibicion de semillas de Lactuca
sativa

- Efectos fitotoxicos

Obtencion de semillas

Las semillas de L. sativa (lechuga) se obtuvieron de una
semilleria local “Agrovic jj Torres”, semillas certificadas sin
curar (sin fungicidas o plaguicidas); con buen poder
germinativo y baja variabilidad en la elongacion de la radicula

e hipocétilo. Se seleccionaron semillas del mismo tamafo.

Preparaciéon de solucion patrén

Para poder determinar la concentracion de inhibicion media
(CEso-96), se procedio a preparar una solucion patron haciendo
uso del compuesto: Arseniato de sodio (NaH2As0O4.H20) con
99,9 % de pureza, suministrado por “Delta quimica S.R.L.” en
Arequipa. Asi mismo, se utilizd el agua desionizada
“VISTONY” para las diluciones y obtener las concentraciones

deseadas.
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3.2.5

3.2.6

Para el cual se preparé una solucién patron de 500 ml de 2000
mg/L o ppm de arsénico en un frasco ambar, del cual se
realizd las diluciones correspondientes para el bioensayo
preliminar y ensayo definitivo de la experimentacion (ANEXO
3).

Bioensayo preliminar

Con el fin de conocer el rango de las concentraciones a utilizar
en el bioensayo definitivo, se realizé un bioensayo preliminar,
en el cual grupos de 20 semillas fueron expuestos a diluciones
de arseniato de sodio (NaH2AsO4.H20), incrementandose
gradualmente las concentraciones en porcidon geométrica de
0,01 %; 0,1 %; 1,0 %; 10 % y 100 %, estableciéndose con esto
un intervalo de concentraciones relativamente grandes segun
lo recomienda Castillo, (2004) de manera que se obtengan
valores de toxicidad intermedios entre 0 y 100 %. De acuerdo
a los resultados de este ensayo preliminar se ajustaron las
concentraciones de la dosis (ANEXO 4).

Bioensayo definitivo de toxicidad

A partir de los resultados de los ensayos preliminares, se
realizaron exposiciones definitivas, ajustando el intervalo de
concentraciones utilizadas con cada metal de acuerdo a la
sensibilidad, para evaluar los efectos fitotoxicos del

NaH2As04.H20 en Lactuca sativa (lechuga).

Las semillas fueron expuestas a concentraciones de arseniato

de sodio (NaH2AsO04.H20), se prepararon diluciones de 0,1
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3.2.7

mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L; 50 mg/L; 100 mg/L y 150 mg/L en
fiolas con ayuda de micropipetas para mayor precision en las
diluciones (ANEXO 4), una vez obtenida las concentraciones
stock se procedio a seguir el protocolo de bioensayo (Castillo,
2004), para determinar la concentracion de inhibiciébn media

(CEso-96) del arseniato de sodio.

Protocolo de ensayo de toxicidad aguda por (Castillo,
2004):

e Con ayuda de pinzas se colocaron en cada placa de Petri
un disco de papel de filtro N°3 S/h - Munktell - Aleman,
equivalente al papel filtro Whatman N°3, como medio de
soporte y medio de inhibicién.

e Se marcd correctamente cada placa con la dilucién
correspondiente, asi como la fecha y hora de inicio y
término del bioensayo.

e Se saturd el papel de filtro con 5 ml de la dilucion
(concentraciones de As) a cada caja, evitando que se
formen bolsas de aire. Siendo empleada el agua
desionizada como control negativo y como medio de
dilucion.

e Con la ayuda de wunas pinzas, se colocaron
cuidadosamente 20 semillas de Lactuca sativa
(previamente seleccionadas con un mismo tamafio),
dejando espacio suficiente entre las semillas para permitir

la elongacion de las raices y cuidando que no se dafien.
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e Se taparon cada placa y se colocaron en bolsas plasticas
negras para evitar la pérdida de humedad, cubriéndolas
de laluz inmediatamente después de colocar las semillas.

e El bioensayo se realizd6 bajo condiciones de laboratorio
donde se mantuvo incubada a una temperatura de 22 *
2°C por 96 horas (4 dias). Realizandose una prueba de
toxicidad estética, haciéndose la lectura pasadas las 96
horas.

e Se realizaron seis repeticiones por cada dilucion
ensayada.

e Terminado el periodo de exposicidn, se realizd la
observacion general de los efectos fitotoxicos, a través de
en un estereoscopio.

e Se procedio a congelar las cajas de Petri correspondientes
a los tratamientos y descongelarla a medida que se fueron

midiendo.

3.2.7.1 Evaluacion de fitotoxicidad
Terminado el periodo de exposicion (96 horas), se
realizé una observacion detallada de las plantulas en
cada placa de Petri, para evaluar el efecto en los puntos
finales, de la germinacion y del crecimiento en la
elongacion de la radicula e hipocétilo sobre el papel de
filtro, con ayuda de un estereoscopio; observando
cualquier indicador de fitotoxicidad o de crecimiento
anormal en las plantulas con tratamientos
(concentraciones de As) y en los controles, como:

apices radiculares con necrosis, pelos absorbentes
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3.2.7.2

poco desarrollados, radiculas con crecimiento
ensortijado, necrosis en los cotiledones, etc.). La
necrosis (presencia de tejido muerto) se evidencié como
manchas localizadas de coloracion parda, blanca o
marrén. Al evaluar el efecto en la germinacién se
consideré ademas aquellas semillas con germinacion
anormal (emergencia de cotiledones o cotiledones e
hipocétilo solamente, pero sin emergencia de la
radicula) o con desarrollo de hongos.

Puntos finales de evaluacion de toxicidad

Como puntos finales se evalu6 comparando el efecto
generado en las semillas de Lactuca sativa (lechuga)
expuestos al arseniato de sodio con respecto a la
respuesta de las semillas de Lactuca sativa (lechuga)
del control (blanco, compuesto por agua desionizada),
sujetos a la mismas condiciones de ensayo (Castillo,
2004).

e Efecto en la germinacion: se registrd el nimero
de semillas germinadas, considerando como criterio
de germinacion la apariciéon visible de la radicula;
las semillas con una elongacion menor a 2 mm se

consideraron como semillas no germinadas.
e Efecto en la elongacion de la radicula e

hipocotilo: utilizando un vernier se midié

cuidadosamente la longitud de la radicula y del
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hipocotilo de cada una de las plantulas,
correspondientes a los controles y a cada
concentracion de toxico. La medida de elongacion
de la radicula se consideré desde el nudo (region
mas engrosada de transicion entre la radicula y el
hipocdtilo) hasta el apice radicular; la medida de
elongacion del hipocoétilo se consider6 desde el
nudo hasta la insercion de los cotiledones (ANEXO
6). Para facilitar la medicion de la radicula e
hipocotilo se procedio a congelar las cajas de Petri
(de esta manera las plantulas adquieren una

consistencia blanda) favoreciendo la medicion.

Expresion de resultados

Se realizaron los siguientes célculos:

e Porcentaje de inhibicion en la germinacion.

e Promedio y desviacion estandar de la
elongacion de la radicula y del hipocétilo de las
plantulas de cada repeticién.

e Porcentaje de inhibicion del crecimiento de la
radicula y del hipocotilo con el promedio de
elongacion para cada dilucion respecto del
promedio de elongacion del control negativo.

e Con los datos anteriores, se elaboraron las
graficas dosis-respuesta, colocando en la
ordenada el porcentaje de inhibicion y en la

abscisa la concentracion.
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3.2.8 Anélisis estadistico

Para el andlisis de las variables en estudio se utilizo la técnica
de analisis de varianza (ANOVA), segun los diferentes
tratamientos se utilizaron la prueba de Dunnett que permitié
realizar comparaciones pareadas entre las concentraciones
utilizadas y el tratamiento control.

Para el calculo de la concentracion de inhibicion (CEso-96), se
utilizé una funcion logaritmica, mediante el método estadistico
de analisis de regresion por minimos cuadrados ordinarios,
gue permitieron obtener los porcentajes de inhibicion y la
dosis a la cual corresponde la inhibicion del 50 % del
crecimiento del hipocotilo y radicula.

Para la elaboracion de cuadros y figuras se utilizé el software
SPSS 22,0.
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IV. RESULTADOS

4.1 Bioensayo preliminar

Tabla 1.- Analisis de varianza para longitud de radicula de Lactuca
sativa sometida a cinco concentraciones de arseniato de

sodio.

Suma de Cuadrado
Fuente GL | cuadrados dela FC Pr>F
media
Concentraciones | 5 |25,68902778|5,13780556 | 31,96 | <,0001

Error 12 | 1,92906667 |0,16075556

Total corregido 17 | 27,61809444

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 1, el anadlisis de varianza indica la existencia de
diferencia  estadistica, altamente significativa entre las
concentraciones (P<0,01), lo cual indica que por lo menos alguna
concentracion muestra un efecto diferente en el crecimiento de la
radicula, luego se procedié con la prueba de Dunnett que permitid

comparaciones del control con cada una de las concentraciones.
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Tabla 2.- Prueba de Dunnett para longitud de la radicula de Lactuca

sativa sometida a cinco concentraciones de arseniato de

sodio.

indicadas por ***,

Las comparaciones importantes del nivel 0,05 estan

Diferencia
Concentraciones entre Simultaneo 95%
Comparacion medias | Limites de confianza
0,01-0 -0,1633 -1,1131 0,7864 | N.S
0,1-0 -0,2700 -1,2198 0,6798 | N.S
1-0 -0,9133 -1,8631 0,0364 | N.S
10-0 -2,1300 -3,0798 | -1,1802 | ***
100-0 -3,2667 -4.2164 | -2,3169 | ***

*** Diferencia significativa
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Figura 1.- Longitud de radicula (mm) de Lactuca sativa sometida

a cinco concentraciones de arseniato de sodio.

En la Tabla 2 y Figura 1 se muestran los resultados de la prueba de
Dunnett, los resultados indican que no existe diferencia estadistica
entre el control y las concentraciones de 0,01 mg/L a 1 mg/L de
arseniato de sodio (P>0,05), mientras que para 10 y 100 mg/L si se
encontré diferencia estadistica significativa (P<0,05). Estos
resultados permiten concluir que las concentraciones de 0,01 mg/L
a 1 mg/L de arseniato de sodio no produce efecto toxico adverso
observable, y que a partir de la concentracion de 10 mg/L si existe
diferencia con el control, lo que indica que a partir de esta

concentracion ya se observa un efecto inhibitorio en la radicula.
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Tabla 3.- Analisis de varianza para longitud del hipocétilo de
Lactuca sativa sometida a cinco concentraciones de

arseniato de sodio.

Suma de Cuadrado
Fuente GL | cuadrados |delamedia| FC | Pr>F

Concentracion 5 | 7,73791111 | 1,54758222 | 8,40 | 0,0013

Error 12 | 2,21133333 | 0,18427778

Total corregido | 17 | 9,94924444

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 3, el andlisis de varianza indica la existencia de
diferencia estadistica, altamente significativa entre las
concentraciones (P<0,01), lo cual indica que por lo menos alguna
concentracion muestra un efecto diferente en el crecimiento del
hipocdtilo, luego se procedi6 con la prueba de Dunnett que permitié

comparaciones del control con cada una de las concentraciones.
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Tabla 4.- Prueba de Dunnett para longitud del hipocétilo de Lactuca
sativa sometida a cinco concentraciones de arseniato de
sodio.

Las comparaciones importantes del nivel 0,05 estan
indicadas por ***,
Diferencia
Concentracion entre Simultaneo 95%
Comparacion | medias |Limites de confianza
0,01-0 -0,6567 |-1,6736 | 0,3602 N.S
0,1 -0 -0,8033 |-1,8202 | 0,2136 N.S
1 -0 -0,9633 |-1,9802 | 0,0536 N.S
10 -0 -1,4000 |-2,4169 | -0,3831 ok
100 -0 -2,1233 | -3,1402 | -1,1064 *kk

*** Diferencia significativa

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 2.- Longitud del hipocétilo (mm) de Lactuca sativa sometida

a cinco concentraciones de arseniato de sodio.

En la Tabla 4 y Figura 2 se muestran los resultados de la prueba de
Dunnett, los resultados indican que no existe diferencia estadistica
entre el control y la concentracion de 0,01 mg/L a 1 mg/L de arseniato
de sodio (P>0,05), mientras que para 10 y 100 mg/L si se encontrd
diferencia estadistica significativa (P<0,05). Estos resultados
permiten concluir que las concentraciones de 0,01 mg/L a 1 mg/L de
arseniato de sodio no produce efecto toxico adverso observable, y
gue a partir de la concentracién de 10 mg/L si existe diferencia con
el control, lo que indica que a partir de esta concentracion ya se

observa un efecto inhibitorio en la radicula.
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Tabla 5.- Resultados de inhibicion (%) de Lactuca sativa sometida

a cinco concentraciones de arseniato de sodio.

Concentracion

(mg/L) Radicula |Hipocétilo R% H%

0 3,56 2,59 0 0
0,01 3,29 1,93 7,46 25,41
0,1 3,40 1,78 4,45 31,21
1 3,40 1,78 4,45 31,21
10 1,43 1,18 59,75 54,30
100 0,30 0,46 91,65 82,13

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 5, se presentan los porcentajes de inhibicién de las
concentraciones de arseniato de sodio que existen sobre la
germinacién, se observa que las dosis 0,01 ; 0,1 y 1,0 presentan
similares porcentajes, por lo cual, se opt6 utilizar una de ellas,
teniendo en cuenta los resultados de la tabla, se tomo la
concentracion 0,1 mg/L de As, debido a que el efecto adverso no
observable estuvo hasta 0,1 mg/L, y de la cual se fij6 las dosis
restantes, siendo una de ellas menor a 10 mg/L, ya que se observa
gue esta produce un 59,75 % de inhibicion en la radicula, existiendo
un porcentaje apreciable con la préxima concentracion, luego la
dosis de 100 mg/L provoca un 91,65 % de inhibicién, por lo que las
dosis de concentraciones a usar son: 0 - 0,1 -5 -10-50 - 100 —
150 mg/L de arseniato de sodio.

62



4.2 Bioensayo definitivo

4.2.1 Determinacion de la concentracion de inhibicion media
(CEso-96) y efecto fitotoxico del arseniato de sodio en la
germinacién de semillas de Lactuca sativa.

Tabla 6.- Resultados de germinacién (%) de Lactuca sativa

sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio.

Concentraciones arseniato de sodio (mg/L)

Estadisticos 0 0,1 5 10 50 | 100 | 150
N° de observaciones 6 6 6 6 6 6 6
Minimo (%) 85,00 80,00 |55,00{50,00|30,00|20,00| 0,00
Maximo (%) 95,00 (90,00 |60,00|55,00 60,00 |55,00|30,00
Media (%) 90,83|86,67|58,33|53,33|51,67|30,83|14,50

Desviacion tipica (%) | 3,76 | 4,08 | 2,58 | 2,58 |12,11|13,20|11,98
Limite inferior (95%) |86,88|82,38|55,62|50,62(38,96|16,98| 1,93
Limite superior (95%) | 94,78 |90,95|61,04 | 56,04 | 64,38 | 44,68 | 27,07

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3.- Resultados de germinacion (%) de Lactuca sativa

Enla Tabla 6 y Figura 3 se muestran los estadisticos descriptivos del
porcentaje de germinacion de semillas de lechuga, respecto a las 7
concentraciones de arseniato de sodio utilizadas, para el control se
obtuvo 90,83 £ 3,76 %, mientras que para la concentracion de 0,1
mg/L fue de 86,67 + 4,08 %, para 5 mg/L se obtuvo 58,33 + 2,58 %
de germinacion, para la concentracion de 10 mg/L se tuvo 53,33 +
2,58 %, para 50 mg/L la germinacion fue 51,67 + 12,11 %, para 100
mg/L se tiene 30,83 £ 13,20 % y para la concentracion de 150 mg/L

sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio.

se obtuvo 14,50 = 11,98 % de germinacion.
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Los valores minimos de germinacion se observaron en las
concentraciones de 100 y 150 mg/L de arseniato de sodio con 20 y
0 % por efecto del contaminante sobre las semillas de lechuga, los
valores maximos se observaron en el control con 95 % y la
concentracion de 0,1 mg/L con 90 % de germinacion de semillas de
lechuga.

El analisis comparativo se realizé mediante el analisis de varianza,
para lo cual se realiz6 una transformacién de datos a raiz cuadrada
para lograr la homogeneidad de varianzas que requiere este método,

los resultados se muestran a continuacion.

Tabla 7.- Analisis de varianza para germinacion de Lactuca sativa

sometida a seis concentraciones de arseniato de sodio.

Suma de Cuadrado
Fuente G.L | cuadrados dela FC Pr>F
media

Concentraciones | 6 | 159,2175328 |26,5362555| 33,82 | <.0001**

Error 35 | 27,4660138 | 0,7847433

Total corregido | 41 | 186,6835467

** Diferencia altamente significativa CV%=12,31

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 7, al realizar el analisis de varianza para el porcentaje de
germinacion, se encontré diferencia altamente significativa para las
concentraciones utilizadas (P<0,01), lo cual indica que por lo menos
una concentracion muestra efecto diferente al resto de

concentraciones, para determinar la concentracién con el efecto
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adverso no observable, se procedié con la prueba de Dunnett que

permiti6 comparaciones pareadas con el control.

Tabla 8.- Prueba de Dunnett para porcentaje de germinacion de
Lactuca sativa sometida a seis concentraciones de

arseniato de sodio.

Concentraciones Diferencia Significancia
Comparacion entre medias
0,1-0 -0,2204 N.S
5 -0 -1,8800 *
10 -0 -2,2119 o
100-0 -2,3706 o
50 -0 -4,0287 o
150-0 -6,0148 o

N.S: no significativo,  ** Diferencia altamente significativa

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la prueba de Dunnett,
los resultados indican que no existe diferencia estadistica entre el
control y la concentracibn de 0,1 mg/L de arseniato de sodio
(P>0,05), para el resto de combinaciones si se encontré diferencia
estadistica significativa (P<0,05). Estos resultados permiten concluir
gue la concentracion de 0,1 mg/L de arseniato de sodio no produce
efecto toxico adverso observable en la germinacién de semillas de

Lactuca sativa (lechuga).
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Para determinar la concentracion inhibitoria media (CEso-9) se
realizo las conversiones respectivas del promedio de germinacion
del control con el resto de concentraciones, las mismas que se

expresaron en porcentaje de inhibicién de germinacion.

Tabla 9.- Germinacién promedio e inhibicion de semillas de Lactuca
sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de

sodio.
Concentracion |Germinacion | Inhibicion
(mg/L) (%) (%)

0 90,83 0,00
0,1 86,67 4,58

5 58,33 35,78
10 53,33 41,29
50 51,67 43,11
100 30,83 66,06
150 14,5 84,04

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 4.- Estimacién de la concentracién de inhibicion media
(CEso-96) de la germinacion de semillas de Lactuca sativa

sometida al arseniato de sodio.

En la Tabla 9 y Figura 4 se muestra los resultados de la estimacion
de la concentracién media inhibitoria del arseniato de sodio sobre la
germinaciéon de semillas de lechuga, los valores se ajustaron a una
ecuacion semilogaritmica con un coeficiente de determinacion de
R2= 0,86 que indica que la variaciébn de las concentraciones
utilizadas explican un 86 % de la respuesta que se observo en la
germinacion, por lo cual, esta ecuacion se puede utilizar para estimar
la CEso-96.

La interpolacién determiné que la concentracién inhibitoria media
(CEso-96) del arseniato de sodio fue de 16,7 mg/L (ANEXO 15), con
esta concentracion se alcanza una inhibicién de germinacion del 50
% de las semillas de lechuga bajo las condiciones del estudio
(laboratorio).
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4.2.2 Determinacién de la concentracion de inhibiciébn media
(CEso0-96) y efecto fitotoxico del arseniato de sodio en el
crecimiento de la radicula en semillas de Lactuca sativa.

Tabla 10.- Resultados de longitud de radicula (mm) de Lactuca

sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de

sodio.
Concentraciones arseniato de sodio (mg/L)
Estadisticos 0 0,1 5 10 | 50 | 100 | 150

No. de observaciones| 6 6 6 6 6 6 6
Minimo 2,8312,31|0,46 | 0,25| 0,01 | 0,03 | 0,00
Maximo 3,70|3,41|1,03(0,88|0,21| 0,60 | 0,03
Media 3,29|285|0,74(055|0,20| 0,19 | 0,01
Desviacion tipica 0,35|0,53|0,24 | 0,25 |0,08| 0,20 | 0,02
Limite inferior (95%) | 2,92 | 2,29 | 0,49 | 0,29 | 0,01 | -0,02 | -0,01
Limite superior (95%) | 3,66 | 3,41 | 0,99 | 0,81 | 0,19 | 0,41 | 0,03

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 5.- Longitud de radicula (mm) de Lactuca sativa sometida a

seis concentraciones de arseniato de sodio.

Enla Tabla 10 y Figura 5 se muestra los estadisticos descriptivos de
la longitud de radicula de semillas de lechuga expresada en mm,
respecto a las 7 concentraciones de arseniato de sodio utilizadas,
para el control se obtuvo 3,29 + 0,35 mm, mientras que para la
concentracion de 0,1mg/L fue de 2,85 = 0,53 mm, para 5 mg/L se
obtuvo 0,74 £ 0,24 mm de longitud, para la concentracion de 10 mg/L
se tuvo 0,55 £ 0,25 mm, para 50 mg/L la longitud fue 0,10 + 0,08 mm,
para 100 mg/L se tiene 0,19 + 0,20 mm y para la concentracion de
150 mg/L se obtuvo 0,01 + 0,02 mm de longitud de la radicula.
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Los valores minimos de longitud de radicula se observaron en las
concentraciones de 100 y 150 mg/L de arseniato de sodio, con 0,03
y 0,00 mm de longitud, respectivamente por efecto del contaminante
sobre las semillas de lechuga, los valores maximos se observaron
en el control con 3,70 mm y la concentracion de 0,1 mg/L con 3,41
mm de longitud de radicula.

El analisis comparativo se realiz6 mediante el analisis de varianza,
para lo cual, se realiz6 una transformacion logaritmica de datos para
lograr la homogeneidad de varianzas que requiere este método, los

resultados se muestran a continuacion.

Tabla 11.- Andlisis de varianza para longitud de radicula de Lactuca
sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de

sodio.

Suma de Cuadrado
Fuente G.L | cuadrados | de la media FC Pr>F

Concentraciones

6

1,57863053

0,26310509 | 155,36 |<.0001**

Error

35

0,05927338

0,00169353

Total corregido

41

1,63790391

** Diferencia altamente significativa CV%=2,30

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 11 el andlisis de varianza para longitud de radicula,
encontr6 diferencia altamente significativa para las concentraciones
utilizadas (P<0,01), lo cual indica que por lo menos una

concentracion muestra efecto diferente al resto de concentraciones,
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para determinar la concentracion con efecto adverso no observable,
se procedio con la prueba de Dunnett que permitid comparaciones

pareadas con el control.

Tabla 12.- Prueba de Dunnett para longitud de radicula de Lactuca

sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de

sodio.
Concentraciones | Diferencia | Significancia
Comparacion entre medias

0,1-0 -0,05572 N.S

5 -0 -0,36764 **

10 -0 -0,40143 *x
100-0 -0,46734 o

50 -0 -0,48464 o
150-0 -0,50266 *x

N.S: no significativo, ** Diferencia altamente significativa

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 12 se muestran los resultados de la prueba de Dunnett,
los resultados indican que no existe diferencia estadistica entre el
control y la concentracion de 0,1 mg/L de arseniato de sodio
(P>0,05), para el resto de combinaciones si se encontr6 diferencia
estadistica significativa (P<0,05). Estos resultados permiten concluir
gue la concentracion de 0,1 mg/L de arseniato de sodio no produce
efecto toxico adverso observable, es decir, esta dosis es similar al

control respecto al crecimiento de la radicula en semillas de lechuga.
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Para determinar la concentracion inhibitoria media (CEso-9) se

realizo las conversiones respectivas del promedio de longitud de la

radicula del control con el resto de concentraciones, las mismas que

Se expresaron en porcentaje.

Tabla 13.- Crecimiento promedio e inhibiciébn de crecimiento de

radicula de

Lactuca sativa sometida a seis

concentraciones de arseniato de sodio.

Concentracion |Crecimiento |Inhibicion
(mg/L) (mm) (%)

0 3,29 0,00
0,1 2,85 13,38

5 0,74 77,55
10 0,55 83,32
50 0,10 96,91
100 0,19 94,12
150 0,01 99,70
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Figura 6.- Estimacién de la concentracién de inhibicion media
(CEso-96) del crecimiento de radicula de Lactuca sativa

sometida al arseniato de sodio.

En la Tabla 13 y Figura 6 se muestra los resultados de la estimacion
de la concentracién media inhibitoria del arseniato de sodio sobre la
longitud de la radicula de semillas de Lactuca sativa (lechuga), los
valores se ajustaron a una ecuacion semilogaritmica con un
coeficiente de determinacion de R?>= 0,96, que indica que la variacion
de las concentraciones utilizadas explican un 96 % de la respuesta
gue se observo en el crecimiento de la radicula, por lo cual, esta

ecuacion se puede utilizar para estimar la CEso-gs.
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La interpolacién determiné que la concentracion inhibitoria media
(CEso-96) del arseniato de sodio fue de 0,96 mg/L (ANEXO 15), con
esta concentracion se alcanza una inhibicion de crecimiento de 50
% de la longitud de la radicula de las semillas de lechuga bajo las

condiciones del estudio (laboratorio).

4.2.3 Determinar la concentracion de inhibicion media (CEso-96)
y efecto fitotoxico del arseniato de sodio en el
crecimiento del hipocdtilo en semillas de Lactuca sativa.

Tabla 14.- Resultados de longitud del hipocétilo (mm) de Lactuca

sativa sometida a seis concentraciones de arseniato de

sodio.

Concentraciones arseniato de sodio (mg/L)
Estadisticos 0 0,1 5 10 50 | 100 | 150

No. de observaciones| 6 6 6 6 6 6 6
Minimo 1,80(1,21|054|0,61]|0,32]|0,25| 0,00
Maximo 202|178 1,17 |1,06|0,75|0,51|0,40
Media 1,88 (1,47 |0,95|0,90 | 0,62 | 0,40 | 0,27
Desviacidn tipica 0,08 | 0,23 | 0,22 | 0,18 | 0,16 | 0,10 | 0,14
Limite inferior (95%) | 1,80 | 1,23 | 0,72 | 0,71 | 0,45 | 0,29 | 0,12
Limite superior (95%) | 1,97 | 1,71 | 1,18 | 1,08 | 0,78 | 0,50 | 0,42

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 7.- Longitud del hipocaétilo (mm) de Lactuca sativa sometida

a seis concentraciones de arseniato de sodio.

Enla Tabla 14 y Figura 7 se muestra los estadisticos descriptivos de
la longitud del hipocétilo de semillas de lechuga expresada en mm,
respecto a las 7 concentraciones de arseniato de sodio utilizadas,
para el control se obtuvo 1,88 £ 0,08 mm, mientras que para la
concentracion de 0,1 mg/L fue de 1,47 £ 0,23 mm, para 5 mg/L se
obtuvo 0,95 + 0,22 mm de longitud, para la concentracion de 10 mg/L
se tuvo 0,90 £ 0,18 mm, para 50 mg/L la longitud fue 0,62 + 0,16 mm,
para 100 mg/L se tiene 0,40 + 0,10 mm y para la concentracion de
150 mg/L se obtuvo 0,27 + 0,14 mm de longitud del hipocdtilo.
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Los valores minimos de longitud del hipocétilo se observaron en las
concentraciones de 100 y 150 mg/L de arseniato de sodio con 0,25
y 0,00 mm de longitud por efecto del contaminante sobre las semillas
de Lactuca sativa (lechuga), los valores maximos se observaron en
el control con 2,02 mm y la concentracién de 0,1 mg/L con 1,78 mm
de longitud del hipocatilo.

El analisis comparativo se realiz6 mediante el analisis de varianza,
para lo cual, se realiz6 una transformacion logaritmica de datos para
lograr la homogeneidad de varianzas que requiere este método, los

resultados se muestran a continuacion.

Tabla 15.- Andlisis de varianza para longitud del hipocétilo de
Lactuca sativa sometida a seis concentraciones de

arseniato de sodio.

Sumade | Cuadrado
Fuente G.L | cuadrados de la FC Pr>F
media

Concentraciones 6 [0,33326054 | 0,05554342 | 69,23 | <,0001**

Error 35 |0,02808230 | 0,00080235

Total corregido 41 |0,36134283

** Diferencia altamente significativa CV%-=1,60

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 15, el analisis de varianza para longitud del hipocatilo
encontr6 diferencia altamente significativa para las concentraciones
utiizadas (P<0,01), lo cual indica que por lo menos una

concentracion muestra efecto diferente al resto de concentraciones,
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para determinar la concentracion con efecto adverso no observable,
se procedio con la prueba de Dunnett que permitid comparaciones

pareadas con el control.

Tabla 16.- Prueba de Dunnett para longitud del hipocétilo de
Lactuca sativa sometida a seis concentraciones de

arseniato de sodio.

Concentraciones Diferencia Significancia
Comparacion entre medias
0,1-0 -0,06213 *
5 -0 -0,14626 *
10 -0 -0,15504 o
100-0 -0,20335 *
50 -0 -0,24371 o
150-0 -0,26733 o

** Diferencia altamente significativa

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 16 se muestran los resultados de la prueba de Dunnett,
los resultados indican que existe diferencia estadistica significativa
entre el control y el resto de concentraciones utilizadas (P<0,05).
Estos resultados permiten concluir que todas las concentraciones de
arseniato de sodio producen efecto toxico adverso observable, es
decir aun la dosis de 0,1 mg/L produce una disminucion del

crecimiento del hipocoétilo en semillas de Lactuca sativa (lechuga).
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Para determinar la concentracion inhibitoria media (CEso-9) se

realizo las conversiones respectivas del promedio de longitud del

hipocotilo del control con el resto de concentraciones, las mismas

gue se expresaron en porcentaje.

Tabla 17.- Longitud promedio e inhibicion de crecimiento del

hipocotilo  de

Lactuca sativa sometida a seis

concentraciones de arseniato de sodio.

Concentracion | Crecimiento | Inhibicion
(mg/L) (mm) (%)
0 1,88 0,00
0,1 1,47 21,86
5 0,95 49,56
10 0,90 52,39
50 0,62 67,17
100 0,40 79,03
150 0,27 85,66
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Figura 8.- Estimacién de la concentracién de inhibicion media
(CEso-96) del crecimiento del hipocétilo de Lactuca sativa

sometida al arseniato de sodio.

En la Tabla 17 y Figura 8 se muestra los resultados de la estimacion
de la concentracién media inhibitoria del arseniato de sodio sobre la
longitud del hipocotilo de semillas de Lactuca sativa (lechuga), los
valores se ajustaron a una ecuacién semilogaritmica con un
coeficiente de determinacién de R?= 0,97, que indica que la variacion
de las concentraciones utilizadas explican un 97 % de la respuesta
gue se observo en el crecimiento del hipocétilo, por lo cual, esta
ecuacion se puede utilizar para estimar la CEso-gs.

La interpolacién determiné que la concentracién inhibitoria media
(CEso-96) del arseniato de sodio fue de 4,1 mg/L (ANEXO 15), con
esta concentracion se alcanza una inhibicion de crecimiento de 50
% de la longitud del hipocotilo de las semillas de Lactuca sativa
(lechuga) bajo las condiciones del estudio (laboratorio).
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4.2.4 Efectos fitotoxicos del arseniato de sodio

Antes de retirar las plantulas de la placa de Petri se evaluo el
efecto generado por los tratamientos del arseniato de sodio
(concentraciones), respecto al control en Lactuca sativa

(lechuga), terminando el periodo de exposicidn se observo:

4.2.4.1 Efecto en la Germinacion

Germinacion(%)
100

80 -
70 -
60 -

50 -
40 -
30 -
20 -
10 - .:
0 ,
0 0,1 5 10 50 100 150

Concentraciones (mg/L)

Germinacion (%)

Gréfico 1.- Porcentaje de germinacién promedio de Lactuca
sativa sometida a seis concentraciones de arseniato

de sodio, respecto al control.

Fuente: Tabla 9

En el Grafico 1 se evidencia una relacién inversamente
proporcional entre el porcentaje de germinacion y la
concentracion, es decir que a medida que aumenta la

concentracion de arsénico, el numero de semillas germinadas
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disminuye considerablemente. La grafica nos muestra, que
las semillas al contacto con una concentracién de 0,1 mg/L
existe una germinacion del 86,67 % con una inhibicion del
4,58 %; para 5 mg/L (58,33 %) hay una inhibicion del 35,8 %;
para 10 mg/L (53,33 %) hay una inhibicion del 41,29 %; para
50 mg/L (51,67 %) hay una inhibicion de 43,11 % e igualmente
se observé una gran diferencia de germinacion para 100 mg/L
con el 30,83 % de semillas germinadas con una inhibicion del
66,06 %, y para 150 mg/L se observo un 14,5 % de semillas
germinadas y una inhibicion del 84,04 %, siendo el porcentaje

de germinacién cada vez menor.

Dichos porcentajes difieren respecto al promedio de
germinacion del control con una germinacion del 90,83 %. Asi
mismo, en las Imagenes del 1 al 7 del ANEXO 10, se observa
la germinacion de las semillas (Lactuca sativa) con las
distintas concentraciones y el control respectivo. Notandose
una disminucion de germinacion a mayores concentraciones

respecto al control.
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4.2.4.2 Fitotoxicidad en la radicula e hipocétilo

Elongacion de la radicula e hipocétilo Vs
Concentracion
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Gréfico 2.- Crecimiento promedio del crecimiento de radicula e
hipocétilo de Lactuca sativa sometida a seis
concentraciones de arseniato de sodio.

Fuente: Tabla 13y Tabla 17
En el Grafico 2 se observa el promedio de la elongacion de la

radicula e hipocdtilo frente a las diferentes concentraciones,

teniendo en cuenta el crecimiento de elongacion segun la

T

abla 13 y la Tabla 17, de radicula e hipocétilo

respectivamente. Se identificdé que en el control la elongacion

d
u
e
c

e la radicula es mayor que la elongacion del hipocotilo, con
n crecimiento de 3,29 mm y 1,88 mm, asi mismo, se
videncié que en la concentracion de 0,1 mg/L hubo un

recimiento de radicula (2,85 mm) y el hipocétilo (1,47 mm).
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Sin embargo, a partir de la concentracion de 5 mg/L se
evidencio que a mayor concentracion de arseniato hay mayor
elongacion del hipocétilo (0,95 mm) que la longitud de la
radicula (0,74 mm), siendo asi que para la concentracion de
10 mg/L el crecimiento para radicula fue de 0,55 mm y del
hipocatilo fue de 0,90 mm; para la concentracion de 50 mg/L
la radicula crecié 0,10 mm y el hipocatilo crecié 0,62 mm; para
la concentracion de 100 mg/L el crecimiento de la radicula
fue de 0,19 mm y del hipocoétilo fue de 0,40 mm; mientras que
para la concentracion de 150 mg/L en algunas de las semillas
germinadas solo se evidencid un escaso crecimiento de
hipocétilo (0,27 mm), concluyéndose que hay mayor

afectacion de la radicula en Lactuca sativa (lechuga).
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Tabla 18.- Cuadro comparativo de los efectos fitotoxicos de la

exposicion del arseniato de sodio en Lactuca sativa

(lechuga).
Observacion Control 0,1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L
Abundante, en
forma Disminucion de
enmarafiada, Presentes, pelos
Pelos desde el nudo del | por el nudo absorbentes en Casi nula*
absorbentes | hipocoétiloalolargo | (Imagen9.a) | el nudo de la| (Imagen 9.c)
de la radicula radicula
(Imagen 9) (Imagen 9.b)
Larga,
Punta dela | Larga, ovaladacon | Larga, amarillenta, Punta
radicula pelos absorbentes | ovalada, un | empezando a necrosada***
(Imagen 9) pelos Necrosandose ** | (Imagen 11.a)
absorbentes (Imagen 10)
Disminuciéon de | Disminucién de
la elongacién de | elongacién  **
Algunas con | la radicula* (mas | (Imagen  11),
Radicula Delgada y muy | mayor pequefia que el | Radicula
larga (Imagen 8) elongacion hipocatilo), torndndose
gue el control | tornandose amarillenta vy
amarillenta necrosandose
(Imagen 10) (Imagenll.a -
11.b)
Grueso y larga Mas largo que la | Mas largo que
Hipocatilo (Imagen 8) Grueso y | radicula* la radicula
largo (Imagen 10) (Imagen 11)
Ensortijado Levemente
Ensortija- Radicula Ensortijado en | mayor en | ensortijado en
miento e hipocétilo ambos hipocétilo ambos.
(Imagen 10) (Imagen 11.b)
Algunas necrosis | Un poco
Germinada, en las hojas | amarillentas en
Plantula verdes, abiertas Algunas (manchas) zonas, con
clorosis en las | (Imagen 10) manchas
hojas necrosadas en
ellas (Imagen
11.b)
Continda...
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Observacion Control 50 mg/L 100 mg/L 150 mg/L
Abundante, en
forma
enmarafiada, Solo hay Ausente Ausente
Pelos desde el nudo del | algunos por el (Imagen 9.e) (Imagen 9.1)
absorbentes | hipocétilo alolargo | nudo
de la radicula (Imagen 9.d)
(Imagen 9)
Punta
Larga, ovalada con | Punta Punta necrosada | necrosada****
Puntadela | pelos absorbentes | necrosada*** |y oscura *** (Imagenl14.b),
radicula (Imagen 9) (Imagen 12.b) | (Imagen semillas no
13.a,13.e) germinadas
(Imagen
14.c,14.d)
Radicula Radicula No hay radicula
diminuta*** diminuta, (Imagen 14.a,
Delgada y muy | (Imagen necrosada*** 14.b),
Radicula larga 12.a), con | (Imagen 13.a),|en las que
(Imagen 8) color débil, algunas | hubieron  con
amarillenta, muriéndose menos de
necrosandose | (Imagenl3.d) 0,2mm (Imagen
(Imagen 12.b) 14.a)
Nudo entre Aln dentro de
hipocoétilo  y | Nudo necrosado | la cascarilla de
radicula (Imageni13.e), la semilla,
Hipocoatilo Grueso y larga necrosada, hipocotilo necrosada
(Imagen 8) zonas pequefio (Imagen 14.d),
necrosadas débil y
(Imagen 12.b) muriéndose
(Imagen 14.b)
Un poco en | Se evidencia un
Ensortija- Radicula hipocétilo, poco en el
miento e hipocatilo casi nada en | hipocoétilo, nada -
la radicula | en la radicula
(Imagen 12.b) | (Imagen 13.d)
Manchas Manchas en los
necrosadas bordes y
Plantula Germinada, en general y | necrosadas -
verdes, abiertas bordes de las | (Imagen 13.a ;
hojas 13.c)
(Imagen 12.b)

Fuente: Observaciones realizadas a plantulas de Lactuca sativa en laboratorio
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se buscdé determinar la
concentracion de inhibicion media (CEso-96) y efecto fitotoxico del arseniato
de sodio en Lactuca sativa (lechuga) mediante bioensayos, por ser esta
concentracion una referencia del nivel de toxicidad del arsénico que puede
llegar a causar efectos toxicos al 50 % de la vegetacion, regadas con
fuentes hidricas, asi mismo, se mostré los efectos fitotoxicos que el
arsénico (en forma de arseniato de sodio) puede causar en la germinacién
y el crecimiento de la radicula e hipocétilo de las semillas de Lactuca sativa.
Teniendo en cuenta que las fuentes hidricas de las cuencas de los rios
Uchusuma, Caplina, Sama y Locumba de la ciudad de Tacna presentan
elevadas concentraciones de arsénico segun los ultimos monitoreos fisico-
guimicos establecidos por la ANA (ANEXO 8), estos valores sobrepasan
los limites permisibles establecidos por los ECA segun el decreto supremo
establecido por el MINAM (ANEXO 9).

Los resultados de la presente investigacion fueron realizadas en base a
los resultados de bioensayos preliminares, cuya herramientas, trabajos y
metodologia fueron tomaron en base al protocolo de toxicidad descrito por
(Castillo, 2004). Los bioensayos o ensayos de toxicidad preliminares se
realizaron con semillas de Lactuca sativa var. Great like, para verificar si
existe 0 no un efecto del arsénico en el desarrollo de Lactuca sativa,
demostrandose en su analisis de varianza de la Tabla 1 y Tabla 3 para el
crecimiento longitudinal de la radicula e hipocdétilo respectivamente, que si
existen diferencias altamente significativas entre las concentraciones de
los preensayos respecto al desarrollo de la planta del control, indicando

qgue el arsénico produce efectos en el desarrollo de Lactuca sativa; se
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demostré comparando los tratamientos (concentraciones) con el control
(testigo) por la prueba de Dunnett en la Tabla 2 y Tabla 4 para la radicula
y el hipocdtilo respectivamente, siendo para ambos casos que a partir del
tratamiento de 10 mg/L de arsénico, en comparacion al control, existe
diferencia en el crecimiento de la radicula y el hipocétilo (se representa una
diferencia significativa). Asi mismo, en la Figura 1 y Figura 2, a través de
su diagrama de caja (Box - Plot), usando el programa SPSS 22,0; se
demostrd que a pesar de existir algunos valores atipicos para el crecimiento
de la radicula y el hipocotilo existe simetria en la distribucién de los
resultados (entre las cajas), indicando que si existe efecto del arsénico en
la germinacién y crecimiento de Lactuca sativa, asi como efectos
fitotdxicos, y que los datos son factibles para determinar concentraciones
para un bioensayo definitivo; y teniendo en cuenta la Tabla 05, se procedi6
a la realizacién del ensayo definitivo tomando concentraciones de: 0; 0,1
mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L; 50 mg/L, 100 mg/L y 150 mg/L.

Los resultados representados por el diagrama de caja (Box - Plot) para los
3 casos: Porcentaje de germinacion de Lactuca sativa sometida a los
tratamientos de As (Figura 3), crecimiento de la longitud de radicula (mm)
de Lactuca sativa sometida a los tratamientos de As (Figura 05) y el
crecimiento de longitud del hipocoétilo (mm) de Lactuca sativa sometida a
los tratamientos de As (Figura 7), se han encontrado algunas distribuciones
sesgadas (asimétricas), siendo uno de ellos en la Figura 3 que a partir de
50 mg/L existe un elevado punto atipico (dato fuera del rango) dando una
distribucion asimétrica positiva asi como en las concentraciones de 100
mg/L y 150 mg/L. Mientras que en la Figura 5 aunque la dispersién de los
datos en concentraciones de 0,1 y 5 mg/L varian un poco se puede apreciar

una mejor distribucion de los datos simétricamente, en la concentracion de
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100 mg/L se observa un punto atipico (dato de fuera del rango) y se
demuestra un claro efecto del arsénico en el desarrollo del crecimiento de
la radicula. Asi mismo, en la Figura 7 se observa un efecto del arsénico en
el crecimiento del hipocétilo pese a encontrarse cierta asimetria y puntos
atipicos (datos fuera del rango) en las concentraciones de 5 mg/L, 10 mgl/L,
50 mg/L y 150 mg/L; en los 3 casos la dispersion de datos varian un poco,
sin embargo, presentan datos normales. Para solucionar estos
inconvenientes se realiza una transformacién de datos a raiz cuadrada y
poder lograr una mayor homogeneidad en los datos, aplicando una funcién
gue cambie sus valores, de modo que sigan mas de cerca una distribucion
normal, aplicando el método descrito por Sir Ronald A. Fisher (1935), y asi

poder realizar el analisis comparativo mediante el andlisis de varianza.

En la Tabla 7 del analisis de varianza, los porcentaje de germinacion de
Lactuca sativa presentan una diferencia altamente significativa, lo que
indica que para el intervalo de concentraciones ensayadas el arsénico
genera una inhibicién significativa en su germinacion, con un coeficiente de
varianza de 12,31 % indicando variabilidad en la germinacion respecto a
los tratamientos, puesto que algunos autores como GOmez y Gomez
(1984) y Patel et al. (2001) sefalan que los CV varian considerablemente
de acuerdo al tipo de experimento, indicando que los rangos aceptables
deben ser entre 6 a 8 % para evaluacion de cultivares, 10 a 12 % para
fertilizacion y 13 a 15 % para ensayos de evaluaciéon de plaguicidas; por
otro lado, Pimentel (1985) sefial6 que normalmente en los ensayos
agricolas de campo los CV se consideran bajos cuando son inferiores a 10
%; medios de 10 a 20 %, altos cuando van de 20 a 30 % y muy altos cuando
son superiores a 30 %; asi mismo, Ronald A. Fisher (1935), indicaron que

en experimentaciones no controladas (condiciones de campo) el maximo
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permitido de CV debe de ser 35 % y en condiciones controladas
(laboratorio) no debe de superar el 10 %; varios investigadores (Gomez y
Gbomez, 1984; Martinez, 1988; Patel et al., 2001), indicaron que si el valor
del CV supera el 30 %, los datos deben ser descartados por la baja
precision que tiene. En los resultados encontrados el coeficiente de
variacion fue del 12,31 % valor un poco elevado al de 10 % (para
condiciones de laboratorio), dicho resultado han podido ser causa de
diversos factores, como la dispersion de las semillas en la placa de Petriy
una posible variacion de la viabilidad de semillas, teniendo en cuenta que
en el control de 20 semillas, llegaron a germinar entre 17, 18 y 19 semillas
siendo quizas el porcentaje de germinacion no la adecuada al 100 % de
germinacién, pero que sin embargo, los resultados obtenidos fueron
aceptables para poder realizar la experimentacién con bioensayos.

Mientras que el ANOVA de la Tabla 11 y Tabla 15 para el crecimiento
longitudinal de la radicula e hipdcotilo, respectivamente, presentan
diferencias significativas para ambos casos, lo cual indica que por lo menos
una concentracion muestra efecto diferente al resto de concentraciones, el
arsénico genera inhibicion significativa en la elongacion de la radicula y del
hipocatilo, con un CV de 2,30 % para la radicula y un CV de 1,60 % para el
hipocotilo, coeficientes de determinacion aceptados por indicar mayor
precision en los resultados, demostrando que no existe mucha variabilidad
en los datos respecto al crecimiento de la radicula y menor aun en
crecimiento del hipocotilo, siendo los datos muy parecidos entre ellos y que
son aceptados en condiciones de laboratorio, teniendo en cuenta lo descrito
por Ronald Fisher (1935), pero que sin embargo, esta variacion a pesar de

ser poca se deben considerar los posibles errores al momento de la
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medicidon, como diversos factores ya mencionados y el correcto uso del

vernier.

En la Tabla 8, Tabla 12 y Tabla 16, la prueba de Dunnett permite comparar
el efecto de los tratamientos (concentraciones) respecto del control (testigo)
de la germinacién, crecimiento radicular y crecimiento del hipocotilo
respectivamente, para poder determinar la concentracion con un efecto
adverso no observable. Estos resultados indican que a la concentracion de
0,1 mg/L de As no produce un efecto toxico observable (significativo) en la
germinacién y el crecimiento radicular de Lactuca sativa, pero si en el
hipocoatilo, es decir que a una dosis de 0,1 mg/L se produce una disminucién
en el crecimiento del hipocétilo de Lactuca sativa; mientras que para las
otras concentraciones si existen diferencias altamente significativas, es

decir, existen efectos del arsénico en el desarrollo de la planta.

Para poder determinar la concentracion de inhibicion media (CE so-96) del
arseniato de sodio en la germinacion de semillas de Lactuca sativa (Tabla
9), la determinacion de la CEso-96 del arseniato de sodio en el crecimiento
de la radicula de Lactuca sativa (Tabla 13) y la determinacion de la CEso-
o6 de arseniato de sodio en del crecimiento del hipocotilo de Lactuca sativa
(Tabla 17), se considero los resultados representados en dichas tablas,
tomando en cuenta el porcentaje de inhibicion de la germinacién y la
longitud de inhibicién del crecimiento de la radicula e hipocétilo, y el de los
tratamientos (concentraciones); donde para poder encontrar el modelo, se
aplico una trasformacion de datos logaritmica a las tratamientos
(concentraciones), pero antes teniendo en cuenta que algunos tratamientos
se encuentran a 0 y 0,1 mg/L que al aplicar una trasformacién de datos

logaritmica, darian resultados negativos, y teniendo en cuenta que para la
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trasformacion logaritmica se realiza para nimeros mayores a cero, se
procedié a multiplicar cada concentracion por 100 para obtener valores
positivos y posteriormente realizar la transformacion de datos logaritmica
para distribuir los datos simétricamente, y poder tener una distribucion
normal de las variables, disminuyendo las diferencias de magnitud que
pueden existir entre los datos de los tratamientos (concentraciones) y
porcentaje de inhibicién(%). Para asi obtener el modelo lineal (ecuacién)
respectiva, para cada experimentacion, representadas en las Figura 4,
Figura 6 y Figura 8 y poder determinar la CEso-96 mediante la interpolacion
de los resultados (ANEXO 15).

Los coeficiente de determinacion (R?) para las tres pruebas demostraron
ser confiables por tener un elevado porcentaje de confiabilidad,
demostrando la calidad del modelo y describiendo en forma casi
satisfactoria la relacién que existe entre mis variables, los tratamientos
(concentraciones) y el porcentaje de inhibicién (respecto a la germinacion,
crecimiento de la radicula y crecimiento del hipocatilo), encontrdndose un
R? de 86 % para la germinacion, un R?de 96 % para el crecimiento de la
radicula y un R? de 96 % para el crecimiento del hipocétilo, valores

elevados y confiables para las variables.

El uso de bioensayos empleando Lactuca sativa demostré ser un buen
bioindicador de toxicidad y sensible, al igual que su uso en otros trabajos
como: Sanchez y Sanchez (2009) quienes determinaron la concentracion
de inhibicion media (CEso-120) del bario, hierro y manganeso; Morales y
Blanco (2011) determinaron la Clso-120 del molibdeno y el litio; Duarte (2011)
estudio los efectos fitotoxicos que genera los vertimientos de una empresa

galvanica, especificamente los vertimiento de cobre y de niquel; Pérez y
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Baracaldo (2010) determinaron la CEso-120 producida por la plata (Ag*) y los
detergentes anidnicos (LAS); todos ellos mediante bioensayos de toxicidad
usando semillas de Lactuca sativa en condiciones de laboratorio;
demostraron que se puede obtener informacion util usando bioensayos con
L.sativa para determinar la toxicidad del arsénico, asi como la CEso-96 Yy
permitir establecer su efecto fitotoxico de la exposicién del arsénico en

vegetales.

Los resultados encontrados con exposicion de arsénico a Lactuca sativa,
la CEs50-96 (Germinacion), CE50-96 (Radicula) Y CE50-96 (Hipocétilo), fueron de 16,72 mgl/L,
0,96 mg/L y 4,1 mg/L respectivamente, indicando que es en la radicula
donde se genera mayor toxicidad en la planta, teniendo en cuenta que la
absorcién del arsenito y del arseniato en la superficie radicular externa es
bastante rapida e intensa, lo que explicaria la obtencién de concentraciones
muy altas de arsénico en las raices de plantas (Wauchope, 1983, citado en
Carbonell, Burld, y Mataix, 1995), afectando su fisiologia, reduciendo su
crecimiento y ausencia de pelos absorbentes, debido a que el arseniato es
mas rapidamente absorbido y translocado, en consecuencia hay una mayor
toxicidad para las raices; de tal forma, que si se trabaja con cantidades no
letales de este ultimo compuesto, se pueden observar concentraciones

similares tanto en hojas como en raices.

Al comparar el efecto fitotoxico del arsénico en la elongacion de la radicula
respecto a la del hipocdtilo, se observa que los efectos fueron mayores en
la radicula, (Gréafico 1) e (Imagenes del 1 al 7), siendo el arsénico mas
téxico en la radicula que el hipocétilo, inhibiendo en menor medida la
elongaciéon y division celular del hipocotilo, esto podria deberse a la

dificultad de translocacion de este metal, de la radicula a los érganos
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aéreos de la plantula (Kabata, Pendias, y Pendias, 1985; Barcel6 y
Poschenrieder, 1997; Sanita di Toppi y Gabbrielli, 1999). Puesto que el
arsénico es un metal no esencial cuyo crecimiento en plantas varia

ampliamente con las concentraciones de As.

Esta experimentacibn demuestra que aun en concentraciones muy
elevadas de As, Lactuca sativa, llega a tolerar dichas concentraciones,
pudiendo llegar a germinar el 50 % a una concentracién de 16,72 mg/L y
desarrollarse, comparando lo dicho por Woolson, 1973, citado en
Carbonell, Burld, y Mataix (1995), quienes describieron que es raro que la
acumulacion de arsénico en las plantas alcance niveles perjudiciales para
los seres vivos, porque invariablemente el crecimiento es reducido antes
de que el contenido alcance niveles toxicos. Sin embargo, al no producir un
efecto visible, la acumulacion de arsénico en vegetales a través del riego,
a concentraciones muy elevadas y que superan los limites permisibles, es
un hecho que si existe, demostrado en diversos trabajos como Prieto y cols.
(2005), quienes realizaron un estudio del nivel de acumulacién de arsénico
en tejidos vegetales en la regiébn de Zimapan - México, con pozos que
exceden concentraciones de 0,25 mg/L a 1,5 mg/L de As, mostré mayor
capacidad de acumulacion de As en la hojas, caso del perejil con 10,73
mg/kg de As en sus hojas, el epazote con 12,39 mg/kg de As en sus hojas
y 10,16 mg/kg en la raiz, asi mismo, encontré valores promedios de la
concentracion de As en hortalizas cultivadas como: Lactuca sativa
(lechuga) hoja < 0,018 mg/kg de As, Brassica oleraceae (col) hoja < 0,018
mg/kg de As, Beta vulgaris (acelga) hoja <0,018 mg/kg de As, entre otras.

94



Carrién (2009), en su andlisis de arsénico en tres alimentos, producidas en
las zonas afectadas por el volcan Tugurahua (Guano - Penipe) en
Riobamba - Ecuador, determind concentraciones de As en 2 sectores:
encontrando en la papa 0,03915 mg/kg y 0,03511 mg/kg de As,
respectivamente; en el maiz encontr6 0,03080 mg/kg y 0,02713 mg/kg de
As y en la leche se encontr6 0,03575 mg/L y 0,04467 mg/L de As,

respectivamente.

Prieto y cols., (2010), determinaron los niveles de bioacumulacion de
arsénico en érganos Yy tejidos de cebada maltera (Hordeum distichon L.)
bajo condiciones controladas, encontrando una elevada acumulaciéon de
arsénico en sus diferentes etapas de desarrollo, donde la raiz presento la
mas alta concentracién de arsénico acumulada (100 y 300 mg/kg), seguida
por las hojas (80 a 180 mg/kg) y el tallo (70 a 110 mg/kg); mientras que la
acumulacion de arsénico observado en granos (6rgano comestible) resultd

ser relativamente alto (40 - 90 mg/kg) de arsénico.

Ruiz y Armienta (2012) evaluaron la acumulacion del arsénico y efectos en
el desarrollo de plantas de maiz (Zea mays L.) crecidas en invernadero bajo
condiciones controladas (temperatura, humedad relativa y radiacion solar)
por 70 dias, encontrandose intervalos entre 0,1 a 0,8 mg/kg de As en la raiz
y parte aérea (tallo y hojas), pero que aun en concentraciones bajas se ha
observado que el As puede reducir el rendimiento de los cultivos. El As
presentd concentraciones en la parte aérea del maiz de 0,2 mg/kg y 0,8
mg/kg. Mientras que Kabata y Pendias (2001), reportaron para granos de

maiz dulce en el intervalo de 0,03 a 0,4 mg/kg As.
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Caballero, Carrillo, GOmez, y Jerez (2010), en Oaxaca, Mexico,
determinaron presencia arsénico en cultivos de tomate, difieren de otros
trabajos pues cultivos regados con pozos contaminados de 0,025 mg/L de
arsénico, no se detectd ningun valor, quienes descartaron la presencia As
en niveles que pudieran ser dafinos los frutos de jitomate, hojas de
lechuga, raices de zanahoria, granos de frijol y maiz, lo que sugiere que no
existe exposicion cronica. Lo que indica que a mayor concentracion de
arsénico mayor sera la acumulacion de éste en los vegetales y mayor sera
el riego de consumo en elevadas concentraciones de As en vegetales y

alimentos expuestos.

Teniendo en cuenta los reportes fisicoquimicos reportados por el ANA en
los dltimos afios (ANEXO 8) las concentraciones de arsénico en las fuentes
superficiales de las cuencas de Tacna, superan en gran medida los limites
establecidos por los ECA para la categoria 3 (ANEXO 9). Siendo motivo
de estudio e indicios de una posible acumulacion de As en vegetales
regadas por dichas aguas, en base a las otras investigaciones,

mencionadas.

Por otra parte, teniendo en cuenta que la CEso-96 del arsénico en la radicula
es de 0,96 mg/L, dicha concentracion no se encuentra alejado de los
altimos reportes dados por el ANA (ANEXO 8) dado que se han encontrado
en la cuencas Locumba y Sama hasta concentraciones de 0,7878 mg/L de
As, lo que determina que se esta produciendo un efecto toxico y posible

acumulacion del arsénico en los vegetales.

La Comisién Mixta FAO/WHO del Codex alimentarius ha fijado la maxima

ingesta tolerable de 2 pg/kg de peso corporal y segun la OMS el consumo
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humano diario no debe exceder los 0,025 - 0,040 mg/kg, pues una ingestion
mayor llevaria a la acumulacion de estos metales en érganos como el
higado y rifiones, que pueden afectar su funcionamiento (Barragan, 2008).
Mientras que para Diaz (1999), la dosis de arsénico que un ser humano
puede ingerir sin presentar un riesgo de cancer es 0,0105 mg/L por dia para
una persona de 70 kg (Prieto y cols., 2005).

Asi mismo, se demostré que la fitotoxicidad ocasionada por arsénico en la
germinacion, y el crecimiento de la radicula y el hipocétilo estan
relacionadas con la concentracion de arsénico administrada,
evidenciandose la reduccion del crecimiento (Grafico 2), como uno de los
sintomas visuales que se atribuye al arsenico, descrito por Moreno (2010),
asi como Gonzales (1994) quienes al buscar establecer niveles de As estos
podrian ser absorbidos y acumulados con concentraciones gradualmente
crecientes (0,1 ; 1,0 ; 10 mg/L) encontr6é que el rendimiento de hortalizas
(lechuga, pepino y zanahoria) disminuye con el aumento de la

concentracion de As, representando un impacto en los cultivos.

En el presente trabajo se ha establecido y observado sintomas de
fitotoxicidad, como reduccion de la elongacion radicular o del hipocoétilo,
falta de pelos absorbentes, reduccion de ensortijamiento, clorosis en hojas
y necrosis en distintas areas de la plantula, encontrandose en los
tratamientos (concentraciones de As). Asi en la Tabla 18 se describen estos
efectos fitotoxicos encontrados en las concentraciones respecto al control,
asi como los sintomas visibles en su desarrollo (ANEXO 10), sintomas que
concuerdan con los estudios realizados por (Ruiz y Armienta, 2012),
quienes al exponer As en el desarrollo de plantas de maiz (Zea mays L.)

mostraron sintomas visibles de afectaciéon: necrosis, clorosis,
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adelgazamiento de las hojas e inhibicion del crecimiento, asi mismo:
(Franco, Castillo, Gonzalez, y Santillan, 2012) al evaluar el efecto del riego
con aguas de diferentes concentraciones de As en cultivos de Eura sativa
aprecioé un crecimiento reducido en relacion a nivel de arsénico. Mientras
que (Prieto y cols., 2006) al evaluar el efecto genotéxico del arsénico en
raices de Vicia faba regadas con muestras de agua contaminadas,
demostraron que las altas concentraciones de arsénico puede provocar
efectos genotoxicos que se manifiestan por la induccion de micronucleos
en las células meristematicas de raices de tejidos vegetales sensible,
pudiéndose apreciar el rompimiento de un cromosoma anafasico y la
aparicion de micronucleos en las células meristematicas, encontrandose
una reduccién de 9,6 veces la division celular de las muestras de agua con
elevadas concentraciones de As respecto a las del control. A través de los
resultados obtenidos demostraron la toxicidad y efectos fitotoxicos que

arsénico genera en plantas.
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VI. CONCLUSIONES

Se determind la concentracién de inhibicion media del arsénico que
causa un efecto toxico al 50 % de la germinacion y crecimiento de
Lactuca sativa, mediante bioensayos en condiciones de laboratorio,
asi como los efectos fitotoxicos generados a elevadas
concentraciones de As en el desarrollo de Lactuca sativa.

Se determiné que la concentracion de inhibicion media (CEso-96) del
arseniato de sodio en la germinacion de semillas de Lactuca sativa,
es de 16,72 mg/L, produciendo una inhibicion en un 50 % de su

germinacion.

Se determind que la concentracion de inhibicion media (CEso-96) del
arseniato de sodio en el crecimiento de la radicula de Lactuca sativa

fue de 0,96 mg/L, afectando el 50 % del crecimiento radicular.
Se determiné que la concentracion de inhibicion media (CEso-96) del

arseniato de sodio en el crecimiento del hipocotilo de Lactuca sativa,

es de 4,1 mg/L, afectando el 50 % del crecimiento del hipocétilo.
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El arseniato de sodio afectd la germinacién y crecimiento de la
radicula e hipocétilo, afectando el desarrollo de la plantula,
produciendo sintomas de fitotoxicidad como la ausencia de pelos
absorbentes, reduccion de ensortijamiento, clorosis en hojas y
necrosis en distintas areas de la plantula, siendo que a mayor
concentracion mayor sera el efecto toxico del arsénico en la planta
(Tabla 18).
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar otros bioensayos de toxicidad con el
arsénico. Asi mismo, el estudio de diversos afluentes, aguas
residuales, aguas contaminadas u otros compuestos que generan
toxicidad en los organismos, para evaluar la importancia de su efecto

toxico y el impacto que este puede generar al medio ambiente.

Se recomienda la realizacién de estudios y trabajos que demuestren
la acumulacién de arsénico en diversos cultivos de la region de
Tacna, regadas con elevadas concentraciones de As, por ser la

vegetacion un medio de ingesta directa en el hombre.

Se recomienda dar a conocer a las autoridades, que las
concentraciones que sobrepasan los limites permisibles para la
categoria 3 en Tacna, también son de importancia por ser aguas sin
tratar y de las que se riegan a diversos cultivos, llegando a producir
efectos fitotdxicos aun sin ser visualizados, asi como una posible

acumulacion del As a cultivos.

Se recomienda la elaboracion de tratamientos y biorremediacion
para la reduccion del arsénico en el agua, verificando su efecto con
nuevos bioensayos, estableciendo en qué medida reduce el efecto

fitotoxico en plantas.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1.- Glosario

1. AGUA DESIONIZADA: Es aquella a la cual se le han quitado los
cationes, como los de sodio, calcio, hierro, cobre y otros, y aniones
como el carbonato, fluoruro, cloruro, etc., mediante un proceso de
intercambio catidnico; esto significa que el agua se le han quitado todos
los iones excepto H*, 0 mas rigurosamente H3O* y el OH", pero puede
contener pequefias cantidades de impurezas no ionicas como

compuestos organicos.

2. ANOVA: El analisis de varianza (ANOVA) sirve para comparar si los
valores de un conjunto de datos numéricos son significativamente
distintos a los valores de otro o mas conjuntos de datos, el
procedimiento para comparar estos valores esta basado en la varianza

global observa en los grupos de datos numéricos a comparar.

3. BIOENSAYO: Llamado también ensayo de toxicidad, se emplean como
herramientas para generar diagnésticos sobre los efectos que puede
generar un agente toxico sobre un organismo definido, bajo
condiciones experimentales especificas y controladas. Esta relacion se
puede determinar por muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacion,

cambios morfologicos, fisioldgicos o histoldgicos.
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. BIOENSAYO DEFINITIVO: Es una prueba disefiada para establecer la
concentracion a la cual se presenta el efecto final establecido, donde
los periodos de exposicidn son mayores que las pruebas preliminares
y las de intervalo, se utilizan multiples concentraciones a estrechos

intervalos y multiples replicas.

. BIOENSAYO PRELIMINAR (Screening): Prueba para determinar si se
produce un impacto, estas pruebas se disefian utilizando una

concentracion, multiples replicas y una exposicién de 24 a 96 horas.

. CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (CEso): Concentracion del
material en agua, suelo o sedimento que se estima afecta al 50 % de
los organismos de ensayo (por ejemplo inmovilidad) al 50 %. La CEso y
sus limites de confianza (95 %) son usualmente derivados de andlisis

estadistico. En un determinado periodo de exposicion.

. CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLso): Concentracion calculada
estadisticamente, de una sustancia en el medio, capaz de generar un
efecto mortal, al 50 % de los organismos, de una poblacion, utilizados
en pruebas de laboratorio, bajo condiciones determinadas, donde la
CLso y sus limites de confianza (95 %) son usualmente derivados de

analisis estadistico.

. CONTAMINANTE: Se determina como una sustancia extrana,
presente en un sistema natural en una concentracién mas elevada de
lo normal por causa de actividad antropica directa o indirecta. También
se le define como la presencia de cualquier agente fisico, quimico o

biolégico, en lugares, formas, concentraciones y con una duracion que
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sean nocivos para la salud, la seguridad o bienestar de la poblacion, o

perjudiciales para la vida animal y vegetal.

9. CONTROL: Es un tratamiento en una investigacion que duplica todos
los factores que puedan afectar el resultado, excepto la condicion que

esta siendo investigada (sinébnimo de control negativo).

10. COMPUESTO TOXICO: Es aquel capaz de dafiar un sistema bioldgico,

interfiriendo su funcionamiento normal o provocando su muerte.

11.EFECTO AGUDO: Efecto deletéreo causado por agentes quimicos a
organismos Vvivos, que se manifiesta rdpida y severamente;
generalmente, este efecto ocurre después de un corto periodo de

exposicion (0 a 90 horas).

12.EFECTO LETAL: Respuesta a un estimulo, en concentraciones de un

agente toxico, que causa la muerte por accion directa.

13.ENSAYO DE TOXICIDAD: Determinacion del efecto de un material o
mezcla sobre un grupo de organismos seleccionados bajo condiciones
definidas; mide las proporciones de organismos afectados (efecto
cuantal) o el grado de efecto (graduado) luego de la exposicion a la

muestra.

14.FITOTOXICIDAD: Se refiere a toxicos que afectan a los vegetales,
efectos de toxicidad en especies vegetales sensibles, donde diversos
factores edaficos pueden determinar la biodisponibilidad de un
compuesto quimico, y por lo tanto, la intensidad del efecto fitotdxico,
tales como el contenido de materia organica y el pH del suelo, ademas

del grado de solubilidad de la forma quimica.
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15.GERMINACION: Se genera por medio del crecimiento del embrién una
vez superado el periodo de latencia y cuando las condiciones de
temperatura, luz, disponibilidad de oxigeno y agua son las adecuadas
se desarrolla la plantula.

16.HIPOCOTILO: Porcion del tallo de un embrion o de la plantula situado

entre los cotiledones y la radicula.

17.Lactuca sativa (LECHUGA): Planta herbacea horticola, propia de las
regiones templadas, comestible que tiene una alta sensibilidad a la

presencia de agentes extrafios.

18.NECROSIS: Es la muerte patoldgica de un conjunto de células o de
cualquier tejido de la semilla, provocada por un agente nocivo que ha

provocado una lesion.

19.PROTOCOLO: Es un conjunto de procedimientos explicitos para un
ensayo o experimento, de acuerdo con lo establecido entre las partes

y descrito en un documento.

20.RADICULA: Extremo basal del eje embrionario, raiz originada en la

semilla y que dara la raiz primaria.

21.REPLICA: Unidad de ensayo de toxicidad en la que se busca conocer
la respuesta del organismo frente a un agente quimico. Deben ser

utilizadas concentraciones diferentes y un control.
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22. TOXICIDAD: La toxicidad es una medida usada para medir el grado
toxico o venenoso de algunos elementos. El estudio de los venenos se
conoce como toxicologia. La toxicidad puede referirse al efecto de esta
sobre un organismo completo, como un ser humano, una bacteria o
incluso una planta, 0 a una subestructura, como una célula

(citotoxicidad).

23. TOXICIDAD AGUDA: Efecto adverso (letal o subletal) inducido sobre
los organismos de ensayo en prueba durante un periodo de exposicion

del material de ensayo, usualmente de pocos dias.

24. TOXICIDAD CRONICA: Efectos téxicos a largo plazo relacionados con

cambios en el metabolismo, crecimiento o capacidad de supervivencia.

25.TOXICO: Sustancia quimica que dependiendo de la concentracion y
tiempo de exposicion produce alteraciones bioquimicas, fisiolégicas,

estructurales o la inhibicién del organismo expuesto.
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ANEXO 2.-

Principales especies arsenicales detectadas en

muestras bioldgicas y/o medioambientales.

Arsenito [As(l11)] AsO33
Arsénico | Oxido de arsénico (Il1) As203
inorganico | Arseniato [As(V)] AsO4+4
Oxido de arsénico (V) As205
Acido monometilarsénico [MMA(V)] | CH3AsO3 -2
Acido monometilarsenioso CH3As(OH)2
[IMMA(II)]
Acido dimetilarsinico [DMA(V)] (CH3)2As021
Acido dimetilarsenioso [DMA(III)] (CH3)2As(0OH)
Oxido de trimetilarsina (TMAO) (CH3)3AsO
lon tetrametilarsonio (TMA+) (CH3)4As*
Arsenocolina (AC) (CH3)3As*CH2CH20H
Arsenobetaina (AB) (CH3)3As*CH2COOH
Dimetilarsiniletanol (CH3)2As(O)CH2CH20H
Acido dimetilarsinilacético (CH3)2As(O)CH2COOH
Arsenico Arsenoazucares dimetilados
Organico OH

R:-OH

— OPO3sHCH2CH(OH)CH20H
— SOs3H

— OSOsH

(CH3)2As—CHa. 0. ,O—CH,CHCH:R

OH OH

Arsenoazucares trimetilados
R: — OSOs

Arsenolipidos

R:—H
(glicerofosforilarsenocolina)
R: — CO(CH2)nCHs

(fosfatidilarsenocolina)

(PH
(CH3)3As=CH>.. 0. ,O0—CH>CHCH:R
OH OH
CH,0R
|
CHOR

|
CH,-OPO,CH,CH,As (CH3);
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ANEXO 3.- Preparacion de la solucion patrén de arseniato de sodio

(NaH2As04.H20).

Tabla 19.- Peso molecular del NaH2AsO4.H20

Elemento Peso molar(gr)
Na 22,9898
Ha 1,00794
As 74,9216
Os 15,9994
Total 181,9402

Fuente: Tabla periddica de elementos

Se preparo una solucion de 500ml de 2000 mg/L (2000 ppm)

2000mg/l 1000 mg/l As

2000 ppm = — 000 ml — 500 mi

De tal manera que en:

181,9402 gr reactivo — 74,92 mg As

X — 1000 mgAs
P 1000 mg/1 As x 181,9402 gr NaH,As0,.H,0
B 74,92 gr As

X = 2428,4597 mg/l
Dado que el reactivo tiene una pureza del 99,9% NaH2AsO4.H20,

entonces:

100 gr reactivo - 99,9 gr NaH,AsO,.H,0
X - 2428,4597 mg/l
X =2430,8906 mg = 2,4308 gr
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ANEXO 4.- Preparacion de las diluciones con arseniato de sodio
(NaH2As04.H20).

PREPARACION DE LA
SOLUCION PATRON:
500 ml DE 2000 mg/L

Se llevo una luna de reloj
a un desecador, para su —»
uso

Se peso 2,7657 gr de
arseniato de sodio, sobre
una luna de reloj

Poco a poco se limpia la
luna de reloj con el
reactivo pesado, con
agua desionizada,
adicionando a la fiola de
500ml

Solucién patrén de

A 4

Agregar a una fiola |

A 4
Completar el

aforada de 500ml

A 4
Agitar
constantemente y

500ml de arsénico
de 2000 mg/L

y
Realizar
diluciones con
micropipetas
para
|

A

ponerla a un frasco
ambar

v

Bioe_ns_ayo Realizar diluciones
Preliminar con la ecuacion:
L V1ixCl=V2xC2

v

Bioensayo
Definitivo

!

Control; 0,01 mg/L; 0,1 mg/L;
1 mg/L; 10 mg/L; 100mg/L

Control; 0,1 mg/L; 5 mg/L; 10

mg/L; 50mg/l; 100 mg/L;
150 mg/L

volumen con agua
desionizada

Fuente: Elaboracion Propia
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ANEXO 5.- Protocolo de ensayo de toxicidad aguda con semillas

de Lactuca sativa (lechuga).

Control Negativo t— Diluclones de la muestra o compuesto _—
puro
Agua destiiada - Imbiblclén con 4-5 ml
- 20 semilllas por placa
1 - +
96 h de exposicion
Ensayo estatico = Oscuridad
-22% 2°C

DO OO

- Registro de semillas germinadas
- Medida de elongacién de la radicula y del hipocotilo

- Registro de signos de fitotoxicidad (necrosis, efecto
en pelos absorbentes, etc.)

Calculo del % de inhibicion
Calculo de la Clsg

|

[ Evaluacién de efectos fitotoxicos agudos ]

Fuente: Castillo (2004)
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ANEXO 6.- Esquema de plantula de L.sativa al finalizar el periodo

de exposicion y parametros a medir

cotiledones

hipocotilo

| S—

radicula

Fuente: Castillo (2004)

ANEXO 7.- Germinacion y estadios de desarrollo por los que
atraviesa la semilla y la plantula de Lactuca sativa

(lechuga) durante el ensayo de toxicidad.

Emergencia de la radicula
cotiledones

radicula

hipocétilo

Fuente: Sobrero (2010)
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ANEXO 8.- Promedio de concentraciones de arsénico de los

monitorios de calidad de aguas superficiales, emitido por
la Autoridad Nacional el Agua del 2011 al 2014 en
cuencas de la ciudad de Tacna.

Concentraciones de arsénico en cuencas (mg/L)
Ao Cuenca Cuenca Cuenca Cuenca
Uchusuma Caplina Sama Locumba
2011 0,1657 0,2975 0,6527 0,7978
2012 0,1176 0,1300 0,4991 0,4776
2013 0,0961 0,0660 0,4389 0,4277
2014 - - 0,5483 0,4912
Promedio 0,1265 0,1645 0,5348 0,5486
Total

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 9.- Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para el

agua en sus categorias en los dos ultimos Decretos

Supremos 2008 y 2015.

N° 002- | N°015-
Und. 2008- 2015-
ESTANDARES NACIONALES DE CALIDAD AMBIENTAL PARA | parael | MINAM | MINAM
AGUA (ECA) arsénico
(As) Valor Valor
Al Aguas que mg/L 0,01 0,01
pueden ser
potabilizadas
con
AGUAS desinfeccion
SUPERFICIALES A2 Aguas que mg/L 0,01 0,01
DESTINADAS A pueden ser
LA potabilizadas
CATEGORIA | prODUCCION con
I DE AGUA desinfeccion
“Poblacion y POTABLE A3 Aguas que | mg/L 0,05 0,15
Recreacion” pueden ser
potabilizadas
con
desinfeccién
AGUAS Bl Contacto mg/L 0,01 0,01
SUPERFICIALES primario
DESTINADAS
PARA B2 Contacto_ mg/L “ *k
RECREAC|ON secundario
Sub Extraccion y mg/L 0,05 0,05
Categoria | cultivo de
1 Moluscos
Sub Extraccion y mg/L 0,05 0,05
Categoria | cultivo de ostras
CATEI(ISORIA AGUA DE MAR 2 especies
WA an hidrobiolégicos
ACt'V_'dad Sub Otras mg/L 0,05 0,05
Marino Categoria | actividades
Costeras” 3
AGUA Sub Extraccién y mg/L - 0,05
CONTINENTAL | categoria | cultivo de
4 especies
hidrobiologicas
Continua...
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http://www.minam.gob.pe/wp-content/uploads/2015/12/Decreto-Supremo-N%C2%B0-015-2015-MINAM.pdf
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CATEGORIA ) Riego de mg/L 0,05 0,1
1l PARAMETROS PARA RIEGO | cultivos de tallo
“Riego de DE VEGETALES Alto y Bajo
Vegetales y ] _
Bebida de PARAMETROS PARA thda de mg/L 0,1 0,2
Animales” BEBIDA DE ANIMALES animales
CATEGORIA | LAGUNAS Y LAGOS mg/L 0,01 0,15
v Costa y sierra mg/L 0,05 0,15
“Conservacion RIOS Selva mg/L 0,05 0,15
del Ambiente Estuarios mg/L 0,05 0,036
Acuatico” ECOSISTEMAS MARINO Marinos mg/L 0,05 0,036

COSTERAS
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ANEXO 10.- Imagenes de semillas de Lactuca sativa (lechuga)
germinadas con concentraciones de arseniato de sodio,
observadas en Laboratorio.

Imagen 1.- Semillas germinadas en el control

Imagen 2.- Semillas germinadas a Imagen 3.- Semillas germinadas
una concentracion de 0,1 ppm o a una concentracion de 5 ppm o
mg/L mg/L
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Imagen 4.- Semillas germinadas Imagen 5.- Semillas germinadas
a una concentracion de 10 ppm o a una concentracion de 50 ppm o
mg/L mg/L

Imagen 6.- Semillas germinadas Imagen 7.- Semillas germinadas
a una concentracion de 100 ppm a una concentracion de 150 ppm
o mg/L o mg/L
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Imagen 8.- Crecimiento de radicula e hipocétilo de Lactuca sativa
(lechuga) sometida a seis concentraciones de arseniato

de sodio respecto al control.

uE zua
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] ! : 7“ ' s ‘.- 3
| 5mg/L | | 50mg/L || 100mg/L || 150mg/L |

Imagen 9.- Presencia de pelos absorbentes en la radicula del
control y las concentraciones de arsénico
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~ magensa imagen 9.b

Imagen 9.c Imagen 9.d

. 150 mg/L

Imagen 9.e Imagen 9.f
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Imagen 10.- Plantulas de Lactuca sativa (lechuga) con concentraciones de

5 mg/L de arsénico

Imagen 11.- Plantula de Lactuca sativa (lechuga) con concentraciones de

10 mg/L de arsénico

Imagen 11
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Imagen 11.a Imagen 11.b

Imagen 12.- Plantulas de Lactuca sativa (lechuga) con concentraciones

de 50 mg/L de arsénico

50 mg/L

Imagen 12.a Imagen 12.b
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Imagen 13.- Plantulas de Lactuca sativa (lechuga) con concentraciones
de 100 mg/L de arsénico

100 mg/L

100 mg/L
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Imagen 13.b

100 mg/L

Imagen 13.c Imagen 13.d

100 mg/L

~

Imagen 13.e
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Imagen 14.- Plantulas de Lactuca sativa (lechuga) con concentraciones

de 150 mg/L de arsénico

150 mg/L . 1s0mgl

»

Imagen 14.a Imagen 14.b

150 mg/L

Imagen 14.c Imagen 14.d
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ANEXO 11.- Observacion de la fitotoxicidad del arseniato de sodio
en L.sativa (lechuga).
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ANEXO 12.- Medicion de radicula e hipocétilo de Lactuca sativa

(lechuga).

a. Medicién de radicula

b. Medicion de hipocétilo
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ANEXO 13.- Resultado del porcentaje de germinacion de Lactuca
sativa (lechuga) en promedio, sometidas a tratamientos

(concentraciones de arseniato de sodio).

Tratamiento/ Concentracion de Porcentaje de
Repeticion | arseniato de sodio (mg/L) | Germinacidn (%)
Control/1 0 90
Control/2 0 90
Control/3 0 95
Control/4 0 90
Control/5 0 95
Control/6 0 85
T1/1 0,1 90
T1/2 0,1 90
T1/3 0,1 85
T1/4 0,1 80
T1/5 0,1 85
T1/6 0,1 90
T2/1 5 55
T2/2 5 60
T2/3 5 60
T2/4 5 55
T2/5 5 60
T2/6 5 60
T3/1 10 50
T3/2 10 50
T3/3 10 55
T3/4 10 55
T3/5 10 55
T3/6 10 55
T4/1 50 55
T4/2 50 60
T4/3 50 60
T4/4 50 30
T4/5 50 60
T4/6 50 45

Continua...
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Tratamiento/ Concentracion de Porcentaje de
Repeticién | arseniato de sodio (mg/L) | Germinacion (%)
T5/1 100 55
T5/2 100 35
T5/3 100 30
T5/4 100 20
T5/5 100 20
T5/6 100 25
T6/1 150 2
T6/2 150 25
T6/3 150 15
T6/4 150 30
T6/5 150 0
T6/6 150 15
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ANEXO 14.- Resultado del crecimiento de la radicula e hipocatilo
de Lactuca sativa (lechuga) en promedio, sometidas a

tratamientos (concentraciones de arseniato de sodio).

Concentracion
Tratamiento/ | de arseniato Crecimiento de Crecimiento de
Repeticion de sodio radicula hipocotilo
(mg/L) (mm) (mm)
Control/1 0 3,48 1,91
Control/2 0 2,83 2,02
Control/3 0 2,99 1,88
Control/4 0 3,59 1,80
Control/5 0 3,70 1,82
Control/6 0 3,14 1,87
T1/1 0,1 2,38 1,21
T1/2 0,1 3,41 1,62
T1/3 0,1 2,41 1,21
T1/4 0,1 2,31 1,47
T1/5 0,1 3,37 1,78
T1/6 0,1 3,21 1,54
T2/1 5 0,46 0,54
T2/2 5 0,73 0,96
T2/3 5 0,58 1,10
T2/4 5 0,61 0,90
T2/5 5 1,03 1,03
T2/6 5 1,02 1,17
T3/1 10 0,30 1,06
T3/2 10 0,69 0,93
T3/3 10 0,25 1,01
T3/4 10 0,88 0,61
T3/5 10 0,48 0,76
T3/6 10 0,69 1,01
Continda...
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Concentracion
Tratamiento/ | de arseniato | Crecimiento de | Crecimiento de
Repeticion de sodio radicula hipocaotilo

(mg/L) (mm) (mm)
T4/1 50 0,21 0,59
T4/2 50 0,17 0,71
T4/3 50 0,14 0,75
T4/4 50 0,01 0,71
T4/5 50 0,06 0,63
T4/6 50 0,02 0,32
T5/1 100 0,11 0,46
T5/2 100 0,14 0,51
T5/3 100 0,12 0,45
T5/4 100 0,60 0,25
T5/5 100 0,03 0,32
T5/6 100 0,16 0,38
T6/1 150 0,00 0,25
T6/2 150 0,03 0,40
T6/3 150 0,00 0,32
T6/4 150 0,03 0,30
T6/5 150 0,00 0,00
T6/6 150 0,00 0,35

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 15.- Interpolacion para determinar la concentracion de

inhibicién media (CEso-96).

1. Determinacion de la inhibicibn media para el porcentaje de
germinacion:
y = 6,7409 X
Reemplazando al 50% de inhibicion de germinacion
50 = 6,7409 X
Despejando X

X= 6.7409 =7,41740717

Para convertir a las unidades iniciales, se obtiene el antilogaritmo
2,73741740717 = 1672,53227

Se divide entre 100 para volver el valor a mg/L
1672,53227/100 = 16,72 mg/L

2. Determinacion de la inhibicién media para el crecimiento de
radicula:
y = 10,953 X
Reemplazando al 50% de inhibicién de germinacion
50 =10,953 X
Despejando X

. 50
"~ 10,953

Para convertir a las unidades iniciales, se obtiene el antilogaritmo
2,73%56495937 = 96,3361733

Se divide entre 100 para volver el valor a mg/L
96,3361733/100 = 0,96 mg/L

= 4,56495937
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3. Determinacion de la inhibicion media para el crecimiento del
hipocatilo:
y =8,3084 X
Reemplazando al 50% de inhibicion de germinacion
50 =8,3084 X
Despejando X

X= 83084 = 6,01800587

Para convertir a las unidades iniciales, se obtiene el antilogaritmo
2,73601800587 — 412 323623

Se divide entre 100 para volver el valor a mg/L
412,323623/100 = 4,1 mg/L
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ANEXO 16.- Formato de recolecciéon de datos de la medicidon
realizadas a la radicula e hipocotilo de Lactuca sativa

(lechuga).

RECOLECCION DE DATOS

Fecha de siembra:
Concentracion: Fecha de medicion :

N° de REPLICA | REPLICA I REPLICA I

semillas Radicula | Hipocétilo | Radicula | Hipocétilo | Radicula | Hipocétilo
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

OO (N |WIN(F

20

Promedio

% de
Germinacioén

Fuente: Elaboracion propia
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