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RESUMEN

Se realizaron dos ensayos de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa para evaluar la biotoxicidad
en sedimentos contaminados y dispuestos del rio Reconquista. Se aplicaron tres tratamientos: testigo arena (A);
sustrato compuesto por arena-sedimento al 50% (AS) y sustrato 100% sedimento (S). Se midié numero de
plantulas, longitud radical y se observaron indicadores de fitotoxicidad. Hubo diferencia entre tratamientos en el
numero de plantas que emergieron (P<0,02). Se observo necrosis en los cotiledones en AS y S. En el segundo
bioensayos, a partir del extracto sedimento:agua 1:2,5 se trabajé con cuatro diluciones (1:1, 1:5, 1:10y 1:25) y
testigo de agua destilada. La longitud radical entre los tratamientos y el testigo fue significativa (P<0,05):X:7,24
mm para el extracto mas concentrado, 11,91 mm para el més diluidoy 13,79 mm para el control. Se estim6 CE,|
paraunadiluciénde 1:13. Lasolucién mas concentrada se aproximaa la CE, , con crecimiento anormal de pelos
radicales y radiculas delgadas. Los efectos de fitotoxicidad identificados pueden ser atribuibles a la gran acidez
del sedimento, alto contenido de aluminio, presencia de metales pesados y de hidrocarburos. Se vincula la
necrosis observada en ambos bioensayos con un estrés oxidativo inducido por la deficiencia de calcio y el
exceso de cadmio.
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ACUTE TOXICITY BIOASSAYSIN DISPOSED CONTAMINATED RIVER SEDIMENTS

SUMMARY

Two acute toxicity tests were performed with seeds of Lactuca sativa to assess biotoxicity in disposed
contaminated Reconquista River sediments. Three treatments were applied: sand as control (A); substrate
composed of sand and sediment 50% (AS) and 100% of sediment substrate (S). Number of seedlings and root
length were measured and indicators of phytotoxicity were observed. There was a difference between
treatments in the number of plants emerged (P <0.02). Necrosis was observed in the cotyledons at AS and S.
In the second bioassay, four dilutions of the extract sediment:water 1:2.5 were tested with distilled water as
control. Root length between treatments and the control was significant (P <0.05): 7.24 mm for the most
concentrated extract, 11.91 mm for the most diluted and 13.79 mm for the control. EC, was estimated ata 1:13
dilution. The most concentrated solution was close to EC, , with abnormal growth of root hairs and thin rootlets.
Phytotoxicity effects identified can be attributed to the high acidity of the sediment, high aluminum content,
presence of heavy metals and of hydrocarbons. Necrosis observed in both bioassays could be attributed to
oxidative stress induced by calcium deficiency and cadmium excess.

Key words. Bioassays, contaminated sediment, Effective Concentration,.

INTRODUCCION l6gica que permita contar con informacion confiable

Para poder dar solucion a necesidades especifi-
cas sobre el manejo adecuado deresiduos, sustancias
toxicas y remediacion de suelos contaminados, es ne-
cesario desarrollar investigacion cientifica y tecno-

yoportuna, que permitarespaldar latoma de decisio-
nes de funcionarios de gobierno mediante una parti-
cipacién comprometida con la prevencion del dete-
rioro del ambiente y la mejora de la calidad de vida
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de la poblacion (Salomons etal., 1995). Los ensayos
ecotoxicoldgicos permiten conocer la respuesta de
seres vivos a sustancias potencialmente toxicas para
los mismos y brindan informacioén de gran utilidad
para evaluar situaciones de contaminacion en la que
pueda involucrarse a poblacion sensible o se permita
la entrada de compuestos toxicos a la cadena ali-
mentaria (Dutka, 1989).

Untema que preocupaalasociedad en suconjun-
to es el de los sedimentos que son removidos respon-
diendo a distintas motivaciones: navegacion, limpie-
za de canales, de contaminacion de cursos de agua,
tal el caso de los rios Matanza y Reconquista en los
alrededores de la ciudad de Buenos Aires, y que son
depositados con diferente grado de cuidados preven-
tivos para la salud de la poblacion (Salibian, 2006).
Es de suma importancia tener en cuenta que muchas
sustancias que se encuentran en concentraciones tra-
zas en el agua del Rio pueden acumularse en los se-
dimentos en concentraciones elevadas a través del
tiempo, como es el caso de los metales pesados que
tienden a acumularse en los barros del fondo (Defen-
sor del Pueblo, 2007). La remocién de sedimentos
contaminados puede producir efectos adversos en el
ambiente, debido a que se puede favorecer la libera-
cion de contaminantes. Es importante conocer la ca-
lidad de los sedimentos definiendo pardmetros co-
mo la granulometria, composicion, pH, presencia de
metales pesados y otros contaminantes. En la cuenca
del rio Reconquista se han realizado trabajos de dis-
posicion final de los sedimentos contaminados en
areas pobladas y ésta es una cuestion que debe ser
tratada cuidadosamente para atender a los riesgos
que puedan generar para la poblacion mas sensible.
La Unidad Coordinadora del Proyecto de Sanca-
miento Ambiental y Control de las inundaciones de
la Cuencadel rio Reconquista, (UNIREC), fue un or-
ganismo dependiente del Ministerio de Obras y Ser-
vicios Publicos de la provincia de Buenos Aires que
funciono durante algunos afios y se dedic6 al dragado
de sedimentos contaminados del rio Reconquista
ubicado en laprovincia de Buenos Aires. De acuerdo
ala informacion brindada por este organismo, el vo-
lumen total removido durante la gestion (afios 1997-
2001) fue de 800.000 m? pero solo se caracterizaron
como contaminados 200.000 m? de sedimentos. Los
atributos que se tuvieron en cuenta para la califica-
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cion de los sedimentos como contaminados o no,
fueron contenido de Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Plo-
mo (Pb), Cinc (Zn), Mercurio (Hg) e Hidrocarburos
Policiclicos Aromaticos (HPA) Las operaciones de
disposicion tuvieron en cuenta las concentraciones
finales de los contaminantes en cada una de las areas
de disposicion, de tal forma que permitieran ve-
rificar los criterios de uso de la tierra (UNIREC;
2000). El material dragado fue bombeado a las areas
de disposicion final. El Cry el Zn fueron los conta-
minantes mas abundantes (UNIREC, 1997) medidos
en esa instancia.

En la zona norte del Area Metropolitana de la
Ciudad de Buenos Aires existen sitios de disposicion
final con sedimentos contaminados resultantes de las
actividades de la UNIREC. De acuerdo con Saltiel y
Romano (1997) los sitios de relleno se destinarian a
instalaciones recreativas y parquizadas o habitat para
la conservacion de las especies, luego de ser cubier-
tas con un metro de sedimento limpio para impedir la
exposicion de las personas y de la fauna silvestre a
componentes quimicos eventualmente presentes en
el material dragado. Este ultimo paso no se ha cum-
plido permitiendo la exposicion de los sedimentos a
la fauna, flora y poblacion local con el consiguiente
riesgo para la salud. Se consider6 de importancia el
efectuar ensayos ecotoxicologicos a estos sedimen-
tos en uno de estos sitios de disposicion final en don-
de los sedimentos han sufrido, luego de varios afios
de exposicion a las condiciones atmosféricas, un
proceso de edafizacion incipiente.

Ladisposicion final de sedimentos contaminados
requiere de un control para no constituirse en un
problema ambiental. El bioensayo de toxicidad con
semillas de Lactuca sativa es una prueba estatica de
toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en la que
se pueden evaluar los efectos fitotoxicos de com-
puestos puros o de mezclas complejas en el proceso
de germinacion de las semillas y en el desarrollo de
las plantulas durante los primeros dias de crecimien-
to. Como puntos finales para la evaluacion de los
efectos fitotoxicos, se determina la inhibicion en la
germinacion y la inhibicion en la elongacion de ra-
dicula e hipocétilo (Sobrero y Ronco, 2004). Este
bioensayo es el mas utilizado en la actualidad y ha
sidorecomendado y aplicado por diferentes organis-
mosde proteccion ambiental (OECD, 1984; USEPA,
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1989) para la evaluacion ecotoxicologica de mues-
tras ambientales, cultivos puros, evaluacion del efec-
to fitotoxico de pesticidas, control de efluentes, eva-
luacion de lodos, lixiviados, calidad de aguas, toxi-
cidad de sustancias quimicas en suelos contaminados
y otros. Se trata de un método de bajo costo y de corta
duracion, que no requiere equipos sofisticados para
realizar mediciones.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxici-
dad de sedimentos contaminados y dispuestos del
Rio Reconquista, aplicando dos bioensayos con Lac-
tuca sativa como especie sensible a la presencia de
sustancias toxicas que pueden interferir alterando la
supervivencia y el desarrollo normal de la planta.

MATERIALESY METODOS

En sedimentos dragados al rio Reconquista y deposi-
tados sobre geomembrana, en un area que limita zona
residencial con barrio industrial, se tomaron muestras para
caracterizar la toxicidad potencial de los mismos. Se reco-
rrio el terreno, se efectud un reconocimiento de la vegeta-
cion y se tomaron muestras simples y compuestas. La des-
cripcion completa de los sedimentos fue presentada pre-
viamente (Ratto et al., 2008). Se resumen algunas de las
principales caracteristicas: textura medida por Bouyoucos:
arcillosa, densidad de particula por el método del picné-
metro (2,16 g cm™); densidad aparente por el método del
cilindro (1,01 g cm™); carbono total por el método de Wal-
kley y Black (9 g); conductividad eléctrica (0,6 dS m™);
pH en agua 1:2,5 (3,76-4,29) y fosforo disponible (13,3
mg kg). Se determind en solucion el contenido de alumi-
nio (Al) 10 pg L', cadmio (Cd) 0,2 pg L', niquel (Ni) 0,45
pgL'ycine (Zn) 1,17 pg L' en solucion. La saturacion de
bases fue inferior al 50% Yy el contenido de calcio (Ca) 0,3
cmol kg™

Bioensayos defitotoxicidad

Se aplicaron dos bioensayos de toxicidad aguda con
semillas de Lactucasativa. En el primer bioensayo se utili-
z6 como testigo arena lavada (A), un sustrato compuesto
porun 50% de arena y 50% de sedimento contaminado del
rio Reconquista en disposicion final (AS) y un sustrato
compuesto 100% por el sedimento mencionado (S). Los
tratamientos se efectuaron por triplicado. Se colocaron 20
semillas de Lactuca sativa en cada recipiente y se las cu-
bri6é con una delgada capa del sustrato. Luego los reci-
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pientes fueron tapados. Se trabajo con recipientes plasti-
cos sobre bandejas con un disefio completamente aleatorio
(DCA). Durante las primeras 48 horas se mantuvieron los
recipientes en oscuridad. Luego se continu6 el ensayo con
horas de luz y horas de oscuridad. Al cumplirse las 120 h
de ensayo (5 dias) se procedio a extraer, con ayuda de una
pinza, las plantulas y semillas germinadas. Se determino el
numero de plantulas emergidas para cada uno de los trata-
mientos. Se procedié a congelar las plantulas extraidas,
para facilitar la medicion de la radicula e hipocotilo. Este
procedimiento reduce la variabilidad en las medidas, prin-
cipalmente cuando el crecimiento de las radiculas es en-
sortijado o no es parejo (Sobrero y Ronco, 2004).
Elsegundo bioensayo se realiz6 utilizando un extracto
acuoso 1:2,5 de los sedimentos contaminados (concentra-
cion que mejor representa la solucion del suelo), a partir
del cual se prepararon cuatro diluciones con agua destilada
segn las siguientes concentraciones: 1:1, 1:5, 1:10, 1:25 en
alicuotas de 20 ml. El testigo fue agua destilada. Se uti-
lizaron bandejas coniguales caracteristicas a las del primer
bioensayo colocando un papel de filtro y 4 ml de cada di-
lucion. Al concluir las 120 horas, se procedid a observar
los indicadores de fitotoxicidad detallados para el primer
ensayo, luego se contabilizd el nlimero de semillas germi-
nadas y se midi6 la elongacion radical de las plantulas.

RESULTADOSY DISCUSION

Las mediciones y observaciones del bioensayo
fueron: numero de plantulas emergidas, longitud de
la radicula, longitud del hipocoétilo (Cuadrol); pre-
senciade cotiledones, desarrollo de hongos, necrosis
de cotiledones y presencia de pelos absorbentes
(Cuadro 2).

Hubo diferencia estadisticamente significativa en
el nimero de plantas que emergieron (P<0,02) en el
sustrato A con respecto a los tratamientos AS y S,
siendo menor y semejante en los dos tltimos casos
(Cuadro 1). La elongacion de la radicula fue seme-
jante para los tres tratamientos, mostrando tendencia
decreciente. El hipocotilo no mostr6 diferencias entre
tratamientos. Se observo necrosis en los cotiledones
del tratamiento arena-sedimento. Al finalizar el ensa-
yo se observaron los siguientes indicadores de fito-
toxicidad: pelos absorbentes poco desarrollados, ra-
diculas con crecimiento ensortijado, necrosis en los
cotiledones y desarrollo de hongos sobre el material.
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CUADRO 1. Numero de plantulas emergidas, longitud delaradicula (mm) y elongacién del hi-

pocétilo en el bioensayo sobr e sedimento.

Tratamientos

Caracteristicas medidas A DE AS DE S DE
Numero de plantulas emergidas 17,7 a 3,2 8,7 b 3 97 b 3
Elongacion de la radicula (mm) 84la 1,14 7,47 a 0,8 6,81a 0,71
Elongacion del hipocotilo (mm) 2,48 a 1,58 3,72 a 0,75 3,56a 0,75

Letras diferentes en sentido horizontal indican diferencias estadisticamente significativas P< 0,05.
A: arena, AS: arena y sedimento 50%, S: sedimento 100%, DE: desvio estandar.

CUADRO 2. Indicadores de fitotoxicidad.

Indicadores observados A AS S
Necrosis en los cotiledones no si si
Desarrollo de hongos en el sustrato no no si
Pelos absorbentes poco desarrollados no no no

A: arena, AS: arena y sedimento 50%, S: sedimento 100% .

En los tratamientos S y AS, en la mayoria de las
plantulas que emergieron, se observo necrosis en los
cotiledones y presencia de hongos en el sustrato tanto
en S como en AS. Conreferencia a las observaciones
en las anomalias radicales se tuvo en cuenta que los
efectos de toxicidad que el AI** produce en las raices
son conocidos y se estudia las estrategias de la raiz
paraprotegerse (Uren, 2007). Algunos de los efectos
observados son un acortamiento y engrosamiento de
las raices. El AI** absorbido por las plantas tiende a
acumularse en las raices y no se transloca facilmente
a la parte aérea (Wild; Russell y Wild, 1992) Esto
coincide con las mediciones realizadas en el presente
trabajo donde la elongacion de laradicula disminuye
en los tratamientos (AS) y (S). Atn no se comprende
bien el mecanismo a través del cual actia negativa-
mente el AI** en las plantas pero parece que el mayor
dafio ocurre en las puntas de lasraices. E1 A13 reduce
tanto ladivision celular de laraiz como su crecimien-
to, lo queresulta enraices cortas y gruesas (Berkelaar,
2001). Asimismo, el AI** puede influir negativamen-
te sobre el crecimiento de la planta interfiriendo en la
absorcion de los macronutrientes necesarios como
Calcio (Ca) y magnesio (Mg). Con referencia a las
observaciones de necrosisy falta de crecimiento, son
causales posibles las medidas de gran acidez y la pe-
quefa dotacion de Ca. Las raices dafiadas por la de-
ficiencia de Ca son mas susceptibles alainfeccion de
bacterias y hongos. La presencia del Cd y otros me-
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tales pesados inducen estrés oxidativo por estar in-
volucrado en diferentes tipos de mecanismos de ge-
neracion de especies reactivas del oxigeno y contri-
buyen a explicar la observacion de necrosis en los
tratamientos AS y S (Stohs y Bagchi, 1995).

En los dias subsiguientes a la duracion estandar
del ensayo emergieron algunas plantulas en los trata-
mientos AS y S, sin alcanzar el numero obtenido en
el tratamiento A. Esto se puede vincular no sélo a un
problema de toxicidad, sino también a la gran acidez
del sedimento que puede haber dilatado la germina-
cion de las semillas ya que el sedimento presenta un
pH 3,8 y el pH 6ptimo para el crecimiento de la le-
chugaesta entre 6,8 y 7,2. Este desfasaje entre las se-
millas que germinaron durante el ensayo de toxici-
dad realizado en 120 horas, y las que germinaron va-
rios dias después, también pudo haberse debido a la
falta de nitrato (NO,) en el sustrato. Se conoce que la
presenciade nitratos en el suelo es un estimulante pa-
ra la germinacion. Su ausencia en el sedimento bajo
estudio, pudo haber contribuido a prolongar la dor-
micion secundaria de las semillas. Este tipo de dor-
micion esta fundamentalmente asociada con las con-
diciones medioambientales (Azcon-Bieto, 2000). De
todas formas, cabe aclarar que el efecto de inhibicion
en la germinacion al finalizar las 120 horas del bio-
ensayo se considera fitotoxicidad, aunque el efecto
en la germinacion sea reversible (Sobrero y Ronco,
2004).
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I nter pretacion de los datos obtenidos

Parala evaluacion de los datos se calculo el por-
centaje de germinacion de los tratamientos (ASy S)
en relacion al testigo (A). Se consideraron no toxi-
cos los valores entre 90 y 100%, toxicos los valores
que estaban entre 75%y 90% y muy toxicos por de-
bajo del 75% (Poi de Neiff y Ramos, 2001). Los re-
sultados para las muestras del tratamiento AS die-
ron un valor de 50% (P<0,05) y las del tratamiento
S un valor de 55% (P<0,05), de donde se infiere que
en ambos casos el sedimento se comporté como un
sustrato muy toxico traduciéndose en un bajo por-
centaje de germinacion.

Para evaluar la inhibicion de elongacion de raiz
se calculala elongacion promedio en las muestras, se
le descuenta el valor del testigo y se divide por el va-
lor del testigo. Cuando la diferencia tiene signo ne-
gativo se entiende que hay inhibicién a la elonga-
cion. En el caso de estudio los valores fueron: AS -
0,11 y S -0,19, indicando una inhibicién creciente
que se adjudica a los factores acidez y presencia de
Al soluble principalmente.

En el segundo bioensayo donde se trabajo con
diluciones del extracto del sedimento, al finalizar las
120 horas de exposicion se realizaron las mediciones
obteniéndose los resultados (Cuadro 3).

En las replicas de cada tratamiento se observo la
misma tendencia en cuanto a los resultados.

Para calcular la desviacion estandar se utilizo la
siguiente formula:

sy . (83X

S = n
n- 1

Dutka, 1989

Como las desviaciones estandar calculadas son
menores a 2 veces la desviacion estandar del control,
se consideran validos los resultados y no es necesario
la repeticion del test para confirmar la variabilidad.

En la Figura 1 se muestran los resultados obteni-
dos con el bioensayo aplicado al extracto obtenido a
partir de los sedimentos contaminados (Dutka, 1989).

La Figura 1 permite conocer la concentracion
efectiva que generauna disminuciondelaelongacion
radical del 20% (EC,=1:13), acercandose ala dismi-
nucion del 50% (EC, ), para la relacion de dilucion
1:1 (IRAM, 2007). Estos resultados indican que hay
efecto de fitotoxicidad, cuya magnitud puede afectar
de manera variable a las especies vegetales, generan-
do cambios en la flora de la zona, favoreciendo a
aquellas especies mas tolerantes a los contaminantes
presentes.

En el Cuadro 4 se senalan efectos cualitativos de
fitotoxicidad sobre la germinacion y el desarrollo que
fueron identificados en las diluciones mas concentra-
das.

Con una concentracion de 100% del extracto se
observo escaso desarrollo de pelos radicales y una
radicula delgada, y se considera que esto puede ser
unindicador de crecimiento anormal. En las solucio-
nes mas concentradas se observo un gran numero de
radiculas con crecimiento ensortijado. En el trata-
miento control se observd un buen desarrollo de pe-
los radicales, mientras que en los otros tratamientos
el desarrollo fue mas escaso. Estas observaciones
pueden ser consideradas como un indicador de cre-
cimiento anormal.

CUADRO 3. Elongacion radical medida en cada una de las diluciones a partir del

extracto acuoso.

Dilucién Concentracion Elongacion media DE
1:1 20 ml de extracto 7,24 a 2,73
1:5 4 ml extracto 8,82 ab 1,98
1:10 2 ml extracto 10,47 be 2,1
1:25 0,8 ml de extracto 1191 ¢ 2,2

Control 20 ml de agua destilada 13,79 ¢ 1,49

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas P< 0,05.

DE: desvio estandar.
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CUADRO 4. Indicadores de fitotoxicidad en €l ensayo realizado con €l extracto de los sedimentos.

1:1 1:5 1:10 1:25 control
Apices radiculares con necrosis Si Si No No No
Necrosis en hipocotilo Si No No No No
Necrosis en los cotiledones Si Si Si Si No
Cotiledones visibles 26 % 28 % 29 % 46% 90 %

CONCLUSIONES

Los resultados del primer bioensayo permiten
presumir que las diferencias en la tasa de germina-
cion se pueden vincular auna multiplicidad de facto-
res: la gran acidez del sedimento que puede haber
dilatado la germinacion de las semillas, la falta de Ca
en el sedimento y el contenido de metales como el
Cd, explicando estos dos ultimos factores la necrosis
a través del estrés oxidativo.
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Losresultados del segundo ensayo permiten iden-
tificar la concentracion efectiva en la cual la elonga-
cién de radicula disminuye en un 20% y muestran
como el extracto control se acerca a la concentracion
efectiva donde la elongacion disminuye en un 50%.
A esto se suman las observaciones realizadas sobre
las plantulas, que dan cuenta de un desarrollo anor-
mal. Los resultados de ensayos confirman el riesgo
ecotoxicoldgico del sedimento.
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