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RESUMEN

Los estudios dirigidos al desarrollo de evaluaciones ecotoxicol6gicas deben llevar a cabo
los testes necesariamente en el mismo valor de pH. Ensayos para ser confiable deben ser
realizado en medio de cultivo con valores de pH iguales, incluso después de la adicién de los
agentes estresores. Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar una técnica de ensayos
ecotoxicolégicos utilizando semillas como organismos testes en medio de cultivo usando gel
como camada soporte. La preparacion del gel fue desarrollado por una Agua de Dilucion que
contenia concentraciones optimizadas de nutrientes cuyo valor de pH se ha preseleccionado y
fijado por una solucién tampon que contenia parte de los nutrientes deseados. Para las
evaluaciones ecotoxicoldgicos fueran afiadidas concentraciones del agente estresor en la
preparacion de la Agua de Dilucion (una para cada concentracion del agente estresor), se
afiadieron AGAR (17 g L™) calentandose a 85°C para la disolucién completa. Volimenes de
la solucion, todavia caliente (20 mL), se colocaron en recipientes de vidrio (250 mL)
dejandola enfriar hasta temperatura ambiente para formar una camada de gel firme. Cerca de
50 semillas se afiadieron en la camada de gel cerrando herméticamente el recipiente y
colocandolo en un lugar con luz ambiente (sin incidencia directa de la luz solar). La
metodologia se presentd6 como una técnica de operacién sencilla que no requiere
manipulaciones durante el desarrollo de los embriones, lo que permite a costo analitico muy
bajo (0,04 ddlares EE.UU.), evaluaciones eficaces de los ensayos ecotoxicoldgicos con
analisis seguras de la germinacion de semillas y desarrollo de las estructuras esenciales de las
plantulas con los valores de pH idénticos.

Palabras clave: testes, toxicidad, semillas, agar.
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Metodologia de avaliagio ecotoxicologica usando germinacao de
sementes em gel nutriente como meio de cultura

RESUMO

Os estudos que visam desenvolver avaliagdes ecotoxicoldgicas devem realizar 0s
ensaios, necessariamente, em um mesmo valor de pH. Ensaios para serem confiaveis devem
ser realizados em meio de cultura com valores de pH idénticos, mesmo ap0s adi¢do do agente
estressor. Este trabalho visou desenvolver uma técnica de ensaios ecotoxicoldgicos usando
sementes como organismos teste, em meio de cultura empregando um gel como camada
suporte. A preparacdo do gel desenvolveu-se por meio de uma Agua de Diluicdo contendo
concentragdes otimizadas de nutrientes cujo valor de pH foi predefinido e fixado por solugéo
tampdo contendo parte dos nutrientes desejados. Para avaliacbes ecotoxicologicas foram
adicionadas concentracbes de agente estressor na preparacdo das Aguas de Diluicdo (uma
para cada concentragdo de estressor), acrescentando-se AGAR (17 g L™) e aquecendo-se a
85°C para completa dissolucdo. Volumes da solucéo, ainda quente (20 mL), foram colocados
em recipientes de vidro (250 mL) deixando esfriar até temperatura ambiente para formar uma
camada de gel firme. Sobre o gel foram adicionadas 50 sementes lacrando-se o recipiente e
colocando-o em local com luz ambiente (sem incidéncia direta da luz solar). A metodologia
apresentou-se de simples operacdo, ndo requerendo manipulacbes no periodo de
desenvolvimento dos embrides. Apresentou custo muito baixo (U$ 0,04), permitindo realizar
avaliacOes eficazes dos ensaios ecotoxicolégicos com analises seguras da germinacdo das
sementes e estruturas essenciais das plantulas em valores de pH idénticos.

Palavras-chave: testes, toxicidade, sementes, agar.

Ecotoxicological evaluation methodology using seeds germination in
nutrient gel as culture medium

ABSTRACT

Tests in studies aimed at developing ecotoxicological assessments should necessarily be
conducted at the same pH value. In order for trials to be trusted, they should be performed in
culture medium with identical pH values, even after addition of the stressors. This work
aimed to develop a technique of ecotoxicological tests using seeds as test organisms in culture
medium using gel as a support layer. The gel preparation was developed by a Dilution Water
containing optimal concentrations of nutrients whose pH value had been preset and fixed by a
buffer solution containing part of the desired nutrients. For ecotoxicological assessments, we
added stressor concentrations in the preparation of dilution water (one for each concentration
of the stressor) and we added also Agar (17 g L™) and heated at 85 °C for complete
dissolution. Volumes of solution (20 mL), still hot, were placed in glass containers (250 mL)
and allowed to cool to room temperature to form a firm gel layer. About 50 seeds were placed
on the top of the gel layer and the container was sealed and placed in a location with ambient
light (no direct sunlight). The methodology involves simple techniques and does not require
manipulation during embryo development, allowing for effective assessment of
ecotoxicological tests with secure analysis of seed germination and development of the
essential structures of seedlings with equal pH values, and has very low analytical cost
(US $0.04).

Keywords: tests, toxicity, seeds, agar.
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1. INTRODUCCION

1.1. Uso de vegetal como organismos testes en evaluacidn ecotoxicologica

Los ensayos ecotoxicoldgicos utilizando semillas representan una herramienta importante
para evaluar las caracteristicas de los compuestos quimicos agresivos presentes en el medio
ambiente. Esto andlisis es muy importante porque la activacion de pro-mutégenos en las
plantas hay alta relevancia para los seres humanos que consumen las plantas tratadas con
productos quimicos, y ademas, existen similitudes entre las etapas de la division celular entre
las plantas y los animales, a pesar de la diferencia metabdlica (Fiskesjo, 1985).

Las respuestas fisioldgicas de las plantas al estrés ambiental son multiplo facetadas:
diferentes tipos de estrés pueden invocar respuestas sensibles y por lo tanto, la exposicion al
estrés confiere respuestas aumentadas e inmediatas. Las funciones metabdlicas y bioquimicas
de los elementos quimicos se unen a la nutricion de las plantas en los aspectos nutricionales
de la fisiologia vegetal, de la bioguimica vegetal y de la biologia molecular. Las funciones
metabolicas y bioquimicas de los elementos quimicos se unen en los aspectos nutricionales en
favor de la fisiologia de la planta, de la bioquimica y de la biologia molecular favoreciendo su
crecimiento (Epstein y Bloom, 2006).

Un elemento es esencial se cumplir uno o ambos criterios: (1) el elemento es parte de una
molécula que es un compuesto intrinseco de la estructura o del metabolismo de la planta; (2)
la planta puede ser tan severamente privada del elemento, que exhibe alteraciones en su
crecimiento, desarrollo y reproduccién - es decir, su "performance™ - en comparacion con las
plantas menos desfavorecidas (Epstein y Bloom, 2006).

Si la concentracion en el tejido de la planta de un elemento nutriente esencial cae abajo
del nivel requerido para un crecimiento 6ptimo, la planta es dicha deficiente del elemento.
Cuando el tejido es deficiente en algun elemento esencial, se producen alteraciones en
grandes proporciones en el metabolismo y crecimiento. Primeramente los procesos
metabolicos en lo que el elemento normalmente participa son retardados. Como cada reaccion
metabdlica es parte de un todo complejo, una red interconectada de metabolismo, otros
procesos distintos de los implicados, inmediatamente se ven afectados sucesivamente hasta
que en condiciones de discapacidad prolongada o severa deficiencia, el estandar de todo el
metabolismo se vuelve trastornado (Epstein y Bloom, 2006).

Asi, mediante el uso de las plantas como organismos teste en los ensayos
ecotoxicoldgicos es necesario desarrollar un medio de cultivo con condiciones nutricionales
optimizado para el desarrollo éptimo de las plantulas. La falta de cualquier nutriente puede
proporcionar respuestas que pueden ser confundidas con estrés por contaminante y/o la
especie puede utilizar del contaminante como alimento y esto no presentar la respuesta real
del efecto causado al medio ambiente.

Todavia, varios estudios que utilizan las plantas como organismo testes no lo hacen
correctamente. Muchos no utilizan un medio de cultivo y emplean agua destilada en lo control
y se comparan las respuestas a una solucion con agentes estresores. Otros estudios utilizan
papel como medio soporte y afiaden agua de dilucién con medio cultivo en valores de pH fijos
con tampon (Rebessi et al., 2011), sin embargo, no puede garantizar que no hay cambios en el
pH, ya que la agua se evapora y hay concentraciones de reactivos quimicos,
consecuentemente variaciones del pH. El pH es un pardmetro de control muy importante. Hay
especies quimicas que son tdxicas para los mismos organismos de prueba a un pH y en otro
pH no hay ninguna toxicidad.

1.2. Ensayos Ecotoxicoldgicos con Semillas
La germinacion de las semillas en los testes de laboratorio es el surgimiento y desarrollo
de las estructuras esenciales del embrién, lo que demuestra su capacidad para producir una
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plantula normal en condiciones favorable de campo. Para que esto ocurra, una planta debe
tener las siguientes estructuras fundamentales: el sistema radicular (raiz principal y raices
seminales en ciertos casos), lanzamiento (hipocotileo, epicotileo en ciertas hierbas,
mesocotileo y brotes terminales), cotiledones (uno o mas) y coleoptileo (todas las gramineas),
(Brasil, 1992).

En el caso de ensayos ecotoxicoldogicos con semillas sera necesario estandarizar una
solucion nutriente que contiene compuestos esenciales para el correcto desarrollo de las
estructuras del embridn y que esta solucion nutriente también participen de los ensayos con
los agentes estresores. Especialmente, serd necesaria una evaluacion de los impactos quimicos
en comparacion con los ensayos que no contienen cualquier de las especies agresivas.

1.3. La solucion de nutrientes

Tres macronutrientes deben estar presentes en la forma de cationes en solucion de
nutrientes: potasio, calcio y magnesio. Dos aniones macronutrientes deben estar presentes:
fosfato y sulfato. Soluciones de nutrientes proporcionan nitrégeno como catién y en la forma
de amonio, como aniones en la forma de nitrato, 0 ambos, pero el nitrato es la principal fuente
en la mayoria. En consecuencia, tres sales: nitrato de potasio, fosfato de calcio y sulfato de
magnesio pueden proporcionar todos los macronutrientes necesarios, pero se prefiere tener
cuatro sales porque eso proporciona una mayor flexibilidad para variar las concentraciones y
proporciones de iones. Ademas, la solucién nutriente debe proporcionar micronutrientes en
niveles bajos, pero adecuado y debe presentar valores de pH dentro de un nivelo apropiado
para el embrion desarrollarse (Epstein y Bloom, 2006).

Esta tecnologia de uso de nutrientes se emplea mucho en la propagacion de plantas en
testes in vitro (Tambosi y Rogge-Renner, 2010; Barreto Cid, 2001). Se utiliza un medio de
cultivo con Agar para formar una camada firme donde los nutrientes permanecen
biodisponible facilitando la adsorcién por las plantulas. Ademas, lo Agar crear una camada
gelatinosa que sirve de soporte para la germinacion y establecimiento de semillas.

El objetivo de este estudio fue desarrollar una metodologia de ensayos ecotoxicolégicos
utilizando semillas como organismos de prueba, en medio de cultivo con concentraciones de
macro y micro nutrientes esenciales para el desarrollo de la plantula, fijando los valores de pH
a través de sustancias tampones presentes en el medio de cultivo y el uso de un gel a base de
Agar para formar una camada destinada a apoyar el crecimiento de las plantas.

Este estudio parte de los principios de que: los ensayos de toxicidad sin medio de cultivo
y en diferentes valores de pH no hay validez analitica.

2. METODOLOGIA

Esta metodologia consiste en la preparacion del medio de cultivo a partir de la
elaboracion de una Agua de Dilucidn en concentraciones optimizadas de nutrientes esenciales
a los desarrollo de las semillas en un valor de pH predefinidos y fijado por una solucion
Tampon contiendo, preferiblemente, partes de los nutrientes deseados, conforme método
propuesto por Pelegrini et al. (2012).

2.1. Elaboracion de la solucion de nutrientes

La elaboracion de una solucion de nutriente (en esto trabajo llamada de Agua de
Dilucién) se debe iniciar a partir de una solucién Tampén de concentracién 0,01 mol L™, por
ejemplo, en uno valor de pH en que hay intencion de desarrollar los experimentos.

Otras sustancias nutrientes deben ser afiadidas a partir de soluciones de concentracién
1000 mg L™ en volimenes equivalentes las concentraciones pretendidas para el mejor
desarrollo de los embriones. Después de las adiciones de todos los compuestos nutrientes en
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las concentraciones optimizadas, el volumen es llevado hasta 1000 mL con agua destilada
para completar la preparacion de la Agua de Dilucidn utilizada como controle (Figura 1).

Para las evaluaciones ecotoxicoldgicas se afiaden concentraciones del agente estresor
durante la preparacion de otras Aguas de Dilucion (una Agua de Dilucion para cada
concentracion del agente estresor). En el caso de éste estudio todos los célculos fueran
realizados para el valores de pH 7,0 (Figura 1).

N

i%?ﬂfg;::t'ﬁ:;‘;” % 95,15 mL Sol. Tampon
10,9 mL de (NH,);PO,
20,3 mL de Ca(NOy), AGUAS DE
38,0 mL de MgSO, DILUCION
60,0 mL (NH,)sM0;0,7.4H,0 T
Agua de dilucion / (1000 4g L de Mo)
CONTROLE 0,3 mL H3;BO,

(A)

Completar voI_umen % 95,15 mL Sol. Tampdn
con H,O destilada 10,9 mL de (NH,)sPO,

20,3 mL de Ca(NO3),
(B) 38,0 mL de MgSO,

/ 60,0 mL (NH,)sM070,7.4H,0
(1000 w9 L™ de Mo)
Agua de dilucion con 0,3 mL HyBO,

ESTRESOR

+ Agente Estresor

Figura 1. Indica la preparacion de 1000 mL de las Aguas de Dilucions: (A) controle con las
concentraciones nutricionales exigidas; (B) controle mas agente estresor.

2.2. Elaboracion del medio de cultivo

Después de la preparacion de las Aguas de Dilucidn se separa un volumen de interese
para afladir el AGAR a concentracién de 17 g L™ calentando a 85°C para disolucion y
formacion de una camada soporte de gel nutriente. Volumen en torno de 20 mL de las
soluciones con AGAR, aun caliente, son colocados en recipientes de vidrio transparente
(250 mL) previamente lavados y secos, hasta enfriar a temperatura ambiente para formacion
de un gel firme (medio de cultivo). Sobre la camada suporte son afiadidas 50 semillas de
forma espaciada cerrando herméticamente y colocando los recipientes en lugar con luz
ambiente (sin incidencia directa de la luz solar).

Las camadas suportes con gel deben contener los macro y micro nutrientes en las
concentraciones optimizadas. Un medio de cultivo con valores de concentraciones medias
para los desarrollos de las semillas fuera presentado por Pelegrini et al. (2012), en la Tabla 1,
presentase las concentraciones de los principales nutrientes esenciales a los desarrollos de la
mayoria de las plantulas principalmente las hortalizas y leguminosas.
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Tabla 1. Medias de las concentraciones optimizadas de macro y micro nutrientes para la germinacion
de las simillas.

Nutrientes K P N Ca Mg B Mo

(mg L™ 61,00 41,00 35,00 30,00 38,00 0,30 0,06

Para preparar las concentraciones de los compuestos estresores en el medio de cultivo se
elabora soluciones estoque de 1000 mg L™. Asi, la adicién de los volimenes coincide con las
concentraciones deseadas (cada 1,0 mL contiene 1,0 mg del compuesto estresor). Para los
estudios de las concentraciones de las substancias estresoras se prepara Agua de Dilucion en
las mismas concentraciones de los nutrientes del control y afadiendo las substancias
estresoras (parte B del Figura 1).

Los ensayos ecotoxicologicos utilizando semillas constitui un recurso practico, asequible
y de razonable sensibilidad de indicacion cualitativa y cuantitativa de la presencia de
sustancias toxicas en el medio ambiente (Greve et al., 2012; Medina et al., 2012; Molena et
al., 2012; Pelegrini et al., 2012). Para llevar a cabo una supervision segura debe hacer al
menos ensayos por triplicados para cada amuestra y diversas diluciones del agente estresor
para evaluar adecuadamente su interferencia en la tasa de germinacion de las semillas.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los estudios que hay como objetivo desarrollar una evaluacion ecotoxicolégica en
cualquier medio de cultivo se deben llevar a cabo los testes, obligatoriamente, en el mismo
valor de pH. Comparaciones ecotoxicoldgicas entre el control y las muestras con diferentes
valores de pH no tendra validez analitica. Por lo tanto, para las comparaciones ser fiable los
experimentos deben ser desarrollado en valores de pH idénticos.

Asi, un medio de cultivo debe utilizar una solucion tampén para fijar el pH incluso
cuando se afiaden las concentraciones de las especies estresoras el valor de pH no puede
cambiar.

La solucion tampén debe contener preferiblemente especies nutrientes del medio de
cultivo para evitar cualquier toxicidad causada por el exceso de electrolitos.

3.1. Elaboracion de las posibilidades de preparo de la solucién tampo6n

En una forma muy préactica se debe preparar las soluciones estoques de las especies
precursoras del Tampén (soluciones 4cidas y bésicas) de concentraciones 0,01 mols L™. En
seguida separar un volumen de la solucion &cida y titular con la solucién basica para
establecer las proporciones y respectivos valores de pH do tampdn.

En este estudio se prepar6 una tabla con diferentes proporciones de las soluciones acidas
y basicas con sus respectivos valores de pH (Tabla 2). Se utiliz6 un medidor de pH para
realizar las valoraciones potenciométricas.

En suma, se debe establecer primero una tabla del valores de pH para abrir las
posibilidades de trabajos e iniciar la preparacion del medio de cultivo a partir de la solucién
tampon en lo valor de pH deseado.
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Tabla 2. Volumenes para preparacion de 1000 mL de solucion Tampdn de Fosfato
monobasico y bibasico de Potasio y sus respectivos valores de pH.

A B A B

(mL) (mL) Valor de pH (mL) (mL) Valor de pH
935 65 57 450 550 6,9
920 80 5,8 390 610 7,0
900 100 59 330 670 7,1
877 123 6,0 280 720 7,2
850 150 6,1 230 770 7,3
815 185 6,2 190 810 7,4
775 225 6,3 160 840 7,5
735 265 6,4 130 870 7,6
685 315 6,5 105 895 7,7
625 375 6,6 85 915 7,8
565 435 6,7 70 930 7,9
510 490 6,8 53 947 8,0

Nota: Soluciones precursoras: A: Solucién 0,01 mols L™ de fosfato de potasio monobasico
(KH,PO,); B: Solucién 0,01 mols L™ de fosfato de potasio bibasico (K,HPO,).

3.2. Calculo de las masas de los nutrientes en la solucion tampdn

Después de elegir el valor de pH se debe calcular las concentraciones de los nutrientes.
Se trabajar con tampén fosfatado de potasio se debe calcular las masas de potasio y fosforo
presente para obtener los volimenes correspondientes a las concentraciones que se indican en
el tampdn preferido.

Por lo tanto, para calcular la masa total de potasio en el tampon se debe cuantificar las
cantidades de potasio presente en las soluciones A y B, de acuerdo con los volimenes
afiadidos para preparar el tamp6n en el valor de pH elegido. Asi, para un tampén de KH,PO,
y K;HPO,4 como de éste trabajo, se puede calcular las masas de potasio de acuerdo con la
Ecuacidn 1, donde Mkt corresponde la masa de potasio total en el tampdn y Va el volumen de
la solucion A (solucion acida) y Vg el volumen de la solucion B (solucidn basica) que fueran
utilizadas para preparar el tampon. La Ecuacion 1, proporcionara la cuantidad de masa en
miligramos (mg).

MKT = O,39VA + 0,78VB (mg) (1)

De manera similar se puede calcular la masa total del fésforo en el tampén. También se
debe afadir las cuantidades de fosforo presentes en las soluciones precursoras A y B. Como
las soluciones son de fosfato y existe solamente la presencia de un mol de fésforo en cada
anion. Esto facto facilita los céalculos puedendo hacer la multiplicacion del valor de un mol de
fosforo por la molaridad y el resultado se multiplica por la soma de los volimenes de las
soluciones acidas y béasicas (Ecuacion 2).
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Mpr = 0,31(Va + V) (mg) 2)

Utilizando las Ecuaciones 1 y 2 se puede elaborar los dados de las masas de Potasio y
Fosforo presentes en 1000 mL de tampdn fosfatado en los valores de pH deseado (Tabla 3).
Esto facilitara los estudios futuros cuyos los datos son disponibles.

Tabla 3. Cuantidad de masas de Potasio y Fosforo en 1000 mL de Solucion
Tampon de Fosfato monobasico y bibasico de Potasio en sus respectivos valores

de pH.

K P Valor de K P Valor de
(mg) (mg) pH (mg) (mg) pH
415,3 310 57 604,5 310 6,9
412,2 310 58 627,9 310 7,0
429,0 310 59 651,3 310 7,1
437,9 310 6,0 670,8 310 7,2
4485 310 6,1 690,3 310 7,3
462,1 310 6,2 705,9 310 7,4
4717 310 6,3 717,6 310 7,5
493,3 310 6,4 729,3 310 7,6
512,8 310 6,5 739,0 310 7,7
536,2 310 6,6 746,8 310 7,8
559,6 310 6,7 752,7 310 7,9
581,1 310 6,8 759,3 310 8,0

Nota: Soluciones precursoras: A: Soluciéon 0,01 mols L™ de fosfato de potasio
monobasico (KH,PO,); B: Solucién 0,01 mols L™ de fosfato de potasio bibasico (K,HPO,).

Asi, para calcular las concentraciones de los nutrientes presentados en la Tabla 1, sélo
hacer una simple operacién aritmética para determinar el volumen del tampon que
corresponde la masa del potasio necesaria para preparar el Agua de Dilucién. Se, se optd por
trabajar con valor de pH 6,8 por ejemplo, que volumen del tampo6n se debe utilizar?

Se en 1000 mL de solucion tampén fosfatada (KH,PO4 y K;HPO,) contiene 581,1 mg de
potasio y se necesita de 61 mg (Tabla 1), basta medir 105 mL de la solucién tampon para
contener la masa de potasio necesaria. En esto caso se tomo también una cuantidad de fosforo
presente en 105 mL (se en 1000 mL de tampo6n hay 310 mg de fosforo, en 105 mL hay
32,55 mg).

Como los dados de la Tabla 1 indica que se necesita de 41 mg de fosforo como nutriente,
la masa restante debe provenir de otra solucion. Se indica que la masa de fosforo que aun falta
(8,45 mg) debe provenir de una solucién diferente de las utilizadas en el tampon. Se debe
preparar, por ejemplo, una solucién de (NH4)sPO, en concentracién de 1000 mg L* de
fosforo. De ésta forma a lo medir 8,45 mL de la solucion estoque de P estara cuantificando
8,45 mg de P.
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Se propone que todos los deméas macronutrientes se deben provenir de soluciones estoque
de concentracién 1000 mg L™ del elemento necesario. Utilizando esta concentracién la
preparacion del Agua de Dilucion se vera facilitada.

3.3. Elaboracion de una tabla de solucion Tampoén - volimenes x valores pH

Este trabajo propone que las preparaciones de los ensayos ecotoxicoldgicos con plantas
deben iniciar con la elaboracion de una tabla con los dados de las cuantidades de volumenes
de las soluciones acidas y basicas de una solucion tampon que mejor se adapte a los estudios.

Se propone que la construccién de una tabla se lleva a cabo de una manera practica a
partir de la preparacion de soluciones acidas y bésicas a concentraciones 0,01 mols L™ que es
mas adecuada a los estudios ecotoxicoldgicos, debido la demanda nutricionales requeridas por
las semillas. Para construccion de la tabla de solucion tampon si debe iniciar, por ejemplo, a
partir de 50 mL de la solucion &cida e ir realizando una titulacion potenciométrica fijando los
valores de pH deseado y haciendo la medicion de los voliumenes de la solucion bésica. De esta
manera se obtendra una tabla con resultados propios y diferentes de los valores tedricos por
que los calculos se realizan a partir de los valores ideales.

En la Tabla 4, presenta los dados construidos a partir de una titulacion potenciométrica
para elaboracion de una solucion tampdn de acido citrico y fosfato bibasico de potasio.

Tabla 4. Volumenes y valores de pH obtenido mediante
titulacion de 50 mL de écido citrico 0,01 mol L™ por K,HPO,

0,01 mol L™
So(lrt:]cli()ﬁn A SO'(Lr‘nCIi_C;n B Valores de pH
50,0 20,2 3,0
50,0 42,2 3,5
50,0 60,8 4,0
50,0 79,8 4,5
50,0 99,5 5,0
50,0 119,9 55
50,0 150,3 6,0
50,0 209,0 6,5
50,0 363,5 7,0

Nota: Soluciones precursoras: A: 0,01 mols L™ Solucién Acido
Citrico; B: 0,01 mols L™ Fosfato Bibasico de Potasio.

A partir de los dados presentados en la Tabla 4, se puede convertir los resultados a
volumen total de 1000 mL por medio de una simple operacion aritmética. Por ejemplo, a un
valor de pH 7,0 (Tabla 4), donde era necesario un volumen de 363,5 mL de solucion de
K,HPO, 0,01 mol L™ para titular 50,0 mL de solucién de &cido citrico 0,01 mol L™ el
volumen total de la solucidén tampon es la suma de los volimenes de las soluciones éacidas y
basicas, siendo equivalente a 413,5 mL. Convirtiendo este volumen total (413,5 mL) para
1000 mL se puede calcular las proporciones de cada solucion acida y basica (Tabla 5).

En lo caso de esto tampdn las masas de potasio y fosforo refieren solamente a la especie
basica K,HPO, (Tabla 5). Para realizacion de los calculos de las masas de éstos
macronutrientes basta tomar o volumen de la solucion bésica en lo valor de pH de interese.
Las Ecuaciones 3 y 4 facilitan los calculos.
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Mgr = 0,78(Vg) (mg) 3)

Mpr = 0,31(Vp) (mg) 4)

Tabla 5. Valores convertidos para volumen total de 1000 mL de la
solucion Tampon de Acido Citrico y Fosfato Bibasico de Potasio.

(n?L) (n?L) Valores de pH
712 288 3,0
542 458 35
451 549 4,0
385 615 45
334 666 5,0
294 706 9,5
250 750 6,0
193 807 6,5
121 879 7,0

Nota: Soluciones precursoras: A: 0,01 mols L™ Solucién Acido
Citrico; B: 0,01 mols L™ Fosfato Bibésico de Potasio.

3.4. Eficiencia para fijar los valores pH

Para comprobacion de ésta técnica se preparé un medio de cultivo de acuerdo con las
concentraciones nutricionales presentadas en la Tabla 1. A partir de los dados de la Tabla 2,
se elaboré una solucion tampon en valor de pH 7,0. El proposito del experimento era
demostrar la resistencia a los cambios de los valores de pH del medio de cultivo durante los
ensayos en tiempos de prueba prologados (200 horas).

En este experimento el valor del pH en el medio de cultivo se permanecio practicamente
constante durante 125 dias (3.000 horas) sin mostrar cambios significativos y no se
observaron cambios de pH en el periodo de 7 dias que se llevan a cabo los ensayos
ecotoxicologicos (Figura 2).

Figura 2. Estudio del valor de pH del medio de cultivo en Gel nutriente: (A) gel
recién preparado (pH 7,00); (B) gel después de 3000 horas de la preparacion
(pH 6,81).
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3.5. Ejemplificacion de los estudios ecotoxicoldgicos

Diversos estudios de ensayos ecotoxicoldgicos fueran realizados para lo desarrollado de
esta metodologia. Los testes se realizaron en triplicados para las evaluaciones y se observo la
germinacioén de las semillas con su capacidad para presentar los desarrollos de las estructuras
para convertirse en plantula normal. La camada en gel nutritivo se mostro eficiente para la
identificacion del sistemas de raices (raices principales y raices secundarias), dispara (yemas
terminales), cotiledones (uno o0 mas) y la toxicidad del compuesto estresor fueran observados
cuando se presentd cierto efecto significativo sobre las plantulas que modificd su sistema
completo de formacion, o anomalias en su desarrollo.

Dos estudios son presentados como ejemplo de la aplicacion de esta metodologia. En los
ensayos fue usado como agente estresor el herbicida Glifosato que es conocido como un
compuesto quimico muy téxico (Bralbante y Zappe 2012; Amarante Jr. et al., 2002). Como
organismos testes fueran utilizadas la especie Crambe abyssinica (Crambe), una leguminosa
nativa de Africa y Salvia hispana comercializada en Brasil con nombre de Chia.

Lo medio de cultivo fue preparado con Agar a 17 g L™ y elaborado en las
concentraciones nutrientes de acuerdo con la Tabla 1. Los compuestos quimicos utilizados
fueran los presentados en la Figura 1, y los ensayos se llevaron a cabo en valor de pH 7,0
fijados por lo tampdn elaborado en la Tabla 2.

La especie Crambe abyssinica mostré un crecimiento muy rapido alcanzando 20 cm de
tamafio (el control) en 15 dias de ensayos (Figura 3), siendo que en 7 dias la Crambe mostro
contrastes visuales muy significativos para evaluacién de los estudios.
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Figura 3. Organismo teste: Crambe abyssinica — Control y
medio de cultivo con agente estresor (herbicida Glifosato
5,0mg LY.

Los ensayos realizados con la especie Salvia hispana (Chia), como organismo teste,
mostraron una excelente sensibilidad toxicoldgica puedendo detectar la toxicidad del glifosato
(agente toxico) en concentraciones de 1,0 mg L™ (Figura 4).
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Figura 4. Organismo teste: Salvia hispanica (Chia) —
Control y medio de cultivo con agente estresor (herbicida
Glifosato 1,0 mg L™).

Todavia, se espera que esta especie planta (Salvia hispanica) pueda detectar efecto toxico
de las concentraciones del Glifosato en el nivel de ppb. Esta metodologia de ensayos
ecotoxicologicos en gel nutritivo y en valores de pH fijo se mostr6 muy eficaz en la
identificacion de los impactos ambientales en testes realizados con herbicida Glifosato cuando
utilizadas las plantas Crambe y Chia.

4. CONCLUSIONES

Este trabajo propone una nueva tecnologia para ensayos ecotoxicoldgicos con plantas a
partir de la germinacion de las semillas en un medio de cultivo utilizando un gel como
camada suporte para los desarrollos de los embriones.

Los estudios que visaren emplear esta técnica deban establecer primero el valor de pH
que se desea trabajar e iniciar la preparacion del medio de cultivo a partir de la solucion
tampon en lo valor de pH deseado. Preferentemente, el tampdn debe contener parte de los
nutrientes para evitar la presencia excesiva de electrolitos no nutrientes. Hay que sumar todas
las concentraciones de la sustancia de formacion del Agua de Dilucion y por ultimo el AGAR
para construir una camada suporte de gel nutritivo para el desarrollo de los embriones.

La realizacién de los ensayos ecotoxicolégicos en el medio de cultivo en Gel favorece el
enraizamiento de las plantulas que hacen con mas firmeza mejorando la adsorcion de los
nutrientes y el crecimiento se acelera, ademas, proporciona una analisis segura del sistema
radicular. Para los estudios ecotoxicologicos este es un factor importante debido al corto
tiempo de analisis que es deseable. Los beneficios del crecimiento rapido de las plantulas
favorece la comparacion entre el control y las muestras que estan siendo investigadas. Sin
embargo, el medio de cultivo no debe variar el pH con la adicion del agente estresor. Las
comparaciones entre el control y las muestras con diferentes valores de pH no tendran validad
analitica.

Esta metodologia se presenta muy versatil y se puede preparar medios de cultivo
empleando diversas substancias quimicas como nutrientes y se puede elegir los valores de pH
que se desea para desarrollar los estudios. Puede reproducir las condiciones nutricionales
idénticas de campo para ser estudiados en laboratorio y los ensayos pueden ser manejados con
seguridad el que permite una mejor observacién de los resultados.
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La técnica de operacion de los ensayos es muy simple, s6lo hay que poner el gel con los
nutrientes en un recipiente limpio y seco, afiadir las semillas, tapar el frasco, poner en un local
con luz natural y esperar el tiempo necesario para las respuestas de los estudios.

Los resultados del anlisis pueden proporcionar dados muy eficientes. Algunas especies
de plantulas poden presentar sensibilidad en nivel de ppb para muchas sustancias
contaminantes.

Esta tecnologia es de muy bajo costo, cada ensayo hay un costo calculado alrededor de
U$ 0,04 significando que con U$ 1.00 se puede realizar hasta 25 pruebas.

Dada la versatilidad de preparacion del medio de cultivo, lo método permite las
investigaciones ecotoxicologicas con matrices de solidos y liquidos y también hacer
variaciones de los estudios como: ensayos de germinacion de semillas, estudios de las
capacidades cultivares de los suelos, clonacién de especies de intereses (con la adicion del
hormona del enraizamiento en la elaboracion del medio de cultivo).
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