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RESUMEN

El pantano de Santa Alejandrina, érea de 76 km¥ aproximadamente, ubicado al
sureste de la refineria General Lazaro Cardenas en Minatitlan Veracruz, se encuentra
afectado por la disposicion de hidrocarburos y algunos derivados. En este trabajo se
. evaluo el potencial fitotoxico de muestras de suelo def area a través de bioensayos de
germinacion, elongacion radicular, crecimiento y contenido de clorofila en plantulas de
Cyperus elegans, especie autociona de ese lugar. Las plantulas se expusieron a
diferentes concentraciones de Hidrocarburos Totales del Peltrdleo (HTP) en un intervalo
de 25 a 97,376 ppm, observandose efectos poco significativos en los parametros
fisioldgicos mencionados. De la informacion derivada de fos resultados referentes a la
elongacion radicular y el contenido de clorofila se apreciaron diferencias estadisticas en
los fratamientos con HTP, aunque no es concluyente respecto al grado de efecto de los
mismos. La aparente tolerancia de esta ciperdcea a dichos compuestos organicos,
aunado a su gran adaptabilidad inherente a condiciones de perturbacion, por un fado,
limita considerablemente su pofencialidad para ser utilizada como bioindicador sensible,
por el otro, representa una ventaja que puede considerarse para su aprovechamiento en
la fitorremediacion del pantano. La reduccion de la biodisponibilidad de los hidrocarburos
en funcién del tiempo es un factor que puede influir sustancialmente en la foxicidad de un
suelo contaminado. '
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1. INTRODUCCION
1.1 Aspectos Generales de Contaminacién Ambiental.

Los contaminantes ambientales estan representados por una amplia variedad de
sustancias gque se encuentran en el ambiente como resultado de las multiples
actividades de la sociedad.

Los ecosistemas estan continuamente expuestos a factores o fuerzas naturales de
perturbacion tales como incendios, heladas, inundaciones, huracanes, etc., lo cual
les ha conferido un caracter dinamico, cambiante, acorde con las condiciones
imperantes. Sin embargo, cuando la frecuencia o la naturaleza de dichos
disturbios es alterada, o bien, cuando llegan a introducirse factores de estrés
antropogénicos , xenobidticos quimicos (del griego Xenon, extrafio o ajeno, y bios,
vida)} y exceso de nutrientes por ejemplo, los ecosistemas pueden experimentar
cambios que en ocasiones resultan irreversibles.

En ofras palabras, los sistemas ecologicos mantienen capacidades de carga
Imitadas para asimilar sustancias, las cuales, muy a menudo son sobreestimadas
por el hombre.

Contrariamente a lo que ocurre en la naturaleza, en la cual no se generan residuos
puesto que tos remanentes de un proceso biologico se aprovechan en otro, la
"~ humanidad, desde sus inicios, ha consumido y utilizado recursos para satisfacer
sus necesidades de los cuales no utiliza el 100%. Esto ha dado lugar a que
siempre se produzcan residuos.

En un principio, la velocidad moderada de produccion de desechos
antropogénicos permitia que estos se desintegraran e incorporaran al ambiente sin
modificarlo de manera apreciable. No obstante, en la actualidad, debido a la
sobrepoblacion y a la evolucién cultural y tecnolégica, se desarrollan actividades y
procesos productivos ineficientes que demandan grandes cantidades de energia,
agua y/o materias primas que, de manera concomitante, producen volumenes
importantes de materiales 0 sustancias que son emitidas al aire, al agua o al suelo
'y cuya desintegracion o estabilizacidén natural es nula o limitada, originandose asi
alteraciones en el equilibrio del entorno y presentandose un proceso de
contaminacion (Cairns et a/,1992).

La persistencia ambiental de una sustancia quimica se relaciona con su tendencia
o0 capacidad para permanecer en el medio debido a su resistencia a la
degradacién fisica, quimica o bioldgica asociada a los procesos naturales.

En nuestros dias, todos los sectores de las sociedades, desde las labores
domeésticas hasta los diversos procesos industriales y de servicios, generan
residuos (Arcos ef al, 1994).
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Al respecto, la legislacion mexicana a través de la Ley General el Equilibrio
Ecologico y la Proteccion al Ambiente, define en su articulo primero a un residuo
como, cualquier material generado en los procesos de extraccion, beneficio,
transformacion, produccion, consumo, utilizacion, control o tratamiento, cuya
calidad no permita utilizarlo nuevamente en el proceso que fo generd (Fernandez,
1998; Fuad,1995).

Ahora bien, se considera peligroso a un residuo (sea sdlido, liquido 0 gaseoso),
cuando sus propiedades fisicas, quimicas o infecciosas ocasionan o contribuyen
significativamente a incrementar la mortalidad o las enfermedades serias,
irreversibles o que produzcan incapacidad y, por tanto, represente una amenaza
sustancial o potencial para la salud humana y/o al ambiente cuando es tratado,
almacenado, transportado o dispuesto inadecuadamente (Arcos et al ,11994). -

De acuerdo con la Norma Técnica Ecoldgica 001/88, un residuo considerado
peligroso presenta una o mas de ias siguientes caracteristicas:

. Inflamabilidad
. Corrosividad
. Reactividad

. Explosividad
. Toxicidad

Sin embargo, es evidente que toda sustancia gquimica puede encerrar peligros
para la salud y los ecosistemas si alcanza una concentracion determinada y la
exposicion se prolonga el tiempo suficiente para que ejerza sus efectos.

Cabe sefialar también, que los terminos téxico y peligroso no son intercambiables.
Las sustancias peligrosas pueden tener propiedades intrinsecas y extrinsecas. Por
ejemplo, las propiedades extrinsecas de explosividad, inflamabilidad y reactividad
no estan referidas a la toxicidad quimica. En suma, la "toxicidad" denota la
capacidad de una sustancia para producir alguna alteraciéon o dafio, mientras que
"peligroso™ alude a la probabilidad de que el dafio resulte por el uso o contacto con
la sustancia (Espindola,1994). Algunos autores se refieren a la probabilidad de
que ocurra un daio como Riesgo (Cairns et a/,1992, Rodriguez,1998).

En el comercio mundial existen mas de 100,000 sustancias y paraddjicamente
para un numero reducido de ellas se cuenta con informacion referente a su
peligrosidad y requerimientos para su manejo apropiado (Arcos,1994).

1.2 Contaminacion del Suelo: Causas y Principales Contaminantes.

Como ocurre de manera similar con el agua y el aire, la contaminacién del suelo
puede ser o no deliberada. No obstante, el utilizar a un suelo como vertedero de
desechos resulta ser una practica muy comun (Walker et al/,1996). Al respecto,
Ibarraran, y col. (1996) han sefalado que las causas de la presencia de
contaminantes o sustancias toxicas en los suelos obedecen principalmente a:
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. La disposicidon masiva de materiales o residuos en él, usualmente de
origen industrial y que no tuvieron un tratamiento adecuado previo
o Derrames accidentales de productos

De igual manera, Van Straalen et al (1998) consideran también como fuentes de
contaminacién del suelo:

. Humo vy polvo (ricos en sustancias organicas e inorganicas) que son
transportados por el aire y posteriormente depositado en areas
circundantes a los sitios de emision (una industria, una carretera, por

ejemplo)

. Agua contaminada proveniente de rios 0 mares que eventualmente
inunde areas terrestres marginales

. Aplicacidn intensiva y extensiva de plaguicidas en suelos agricolas

Por otro lado, existe una amplia variedad de sustancias que contaminan los
suelos. Fernandez y colegas (1998) presentan los principales agentes quimicos
identificados en una muestra de 1035 suelos contaminados en Estados Unidos, de
acuerdo al estudio que realizd la Agencia de Proteccion Ambiental de ese pais
(US EPA) en 1991. Las- sustancias encontradas en orden decreciente de
incidencia, se indican en el cuadro 1.

Cuadro1. Principales contaminantes localizados en 1035 suelos en Estados Unidos segln
estudios de la Agencia de Proteccion Ambiental (USEPA), junio 1991.

SUSTANCIA HINCIDENCIA
Tricloroetileno. 246
Plomo 230
Cromo 173
Bifenilos Policlorados 156
Metales Pesados 147
Tetracloroetileno 138
Benceno 137
Tolueno 131
Compuestos Organicos Volatiles 129
Arsénico 119
Cadmio . 100
Tricloroetano 86
Cobre 74
Zinc 71
Cloruro de Vinilo 68
Xiteno 67
Cloroformo 65
Fenoles 64
Dicloroetano 60
Solventes 57
Cianuros 53
Niquel 43
Dicloroetilenc 45
Ftilbenceno ) ) 45

Fuente: Fernandez, G. et al, 1998. Residuos peligrosos, CENAFPRED, fasciculo 6, Mexico, pp. 15
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Cabe sefialar que, por lo general, los compuestos antes sefalados se encuentran
en el suelo mezclados e interactuando, lo que dificulta o complica la evaluacion y
las estrategias de restauracion del dafio o riesgo producido: De hecho, existen
residuos que intrinsecamente representan una mezcla. El petrdleo, por ejemplo,
es un conjunto complejo de una amplia variedad de hidrocarburos y otros
elementos en menores proporciones como el azufre, nitrégeno y oxigeno.

1.2.1 El Caso de México.

Ibarraran y col. (1996}, comentan que el problema de los suelos contaminados en
nuestro pais representa un aspecto al que no se le ha dado la suficiente
importancia. Muestra de lo anterior -- argumentan-- se apoya en el hecho de que
actualmente no se tienen identificados los lugares con mayor indice de
contaminacion, mencionandose unicamente los sitios con mayor probabilidad de
estarlo en funcién del tipo de industria o proceso que se lleva cabo en ese lugar.
Las areas en las cuales es muy probable encontrar importantes problemas de
contaminacion, son las zonas donde se ubica la Industria del Petroleo vy sus
derivados, constituyendo asi uno de los principales focos de atencion (Fernandez
et al, 1998).

Al parecer, el marco legal correspondiente no proporciona la normatividad
necesarna para calificar si un suelo estd o no contaminado, ni los procedimientos
de evaluacion, limpieza y restauracion, por lo que resulta necesario que las
normas que se expidan at respecto aseguren el adecuado manejo y control de los
suelos contaminados y que sean técnica y econdmicamente viables, ademas. de
verificables (Fuad et a/,1995).

La Ley Generai del Equilibrio Ecolégico y la Proteccién al Ambiente que entrd en
vigor el 1 de marzo de 1988, en los articulos 134 al 144 del Capitulo Cuarto,
incluye ahora lo referente a la prevencidn y control de la contaminacion del suelo
en las nuevas modificaciones a la Ley en diciembre de 1996 (Fernandez, et al,
1998). En este sentido, la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
(PROFEPA) junto con el Instituto Nacional de Ecologia (INE) y algunas
Instituciones de Educacion Superior (IES) recientemente conformaron un grupo de
trabajo enfocado a la normatividad de restauraciéon de suelos contaminados,
dentro de este marco se generaron y propusieron criterios interinos para la
restauracion de suelos contaminados con  hidrocarburos asi como las
especificaciones de andlisis de laboratorio (metodologias) aplicables a cada caso.

Ademas de lo anteriormente planteado, se puede comentar que los programas de
rehabilitacion de los ecosistemas contaminados se dirigen principalmente a rios,
lagunas, costas y atmasfera (lbarraran,1996), que si bien es cierto son los mas
dahados o mas facilmente identificados, los esfuerzos que se hagan seran

insuficientes si se descuida la prevencién y/o tratamiento de los suelos
contaminados.
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1.3 Principales Procesos Naturales de Movilidad de los Contaminantes en el
Suelo.

Existen principalmente tres rutas o vias a través de las cuales los xenobioticos
ingresan a los ecosistemas (Walker ef a/,1996):

e - Porsudescarga en cuerpos de agua.
. Por contaminacion del suelo.
. Por su liberacién a la atmosfera.

Particularmente en el caso del suelo (y aplicable en cierta medida también a los
otros dos medios), algunos de los procesos naturales que poseen una
participacion importante en la movilidad de los contaminantes son
(INE/'SEMARNAP, 1996} '

. La lixiviacion.

. La adsorcidn-desorcion.
. La volatilizacién.

. La bioacumulacion.

1.3.1 La lixiviacion consiste en la transferencia o separacion de un componente
soluble de un sélido a un disolvente. Las sustancias o xenobiodticos hidrosolubles
contenidas en un suelo pueden ser transferidas con rapidez a los cuerpos de agua
naturales subterraneos por este proceso (Duffus,1983).

1.3.2 La adsorcion es el proceso mediante el cual una sustancia se transfiere o

incorpora de un fluido (liquido o gas) a un liquido 0 solido, quedando disuelta en
él. La desorcion es el proceso inverso.

1.3.3 La volatilizacion consiste en la evaporacion parcial de un componente el cual
genera o se incorpora a una fase gaseosa. Los compuestos con punto de
ebullicién cercano a la temperatura ambiente se vaporizan faciimente y se les
denomina, por tanto, volatiles (Fermmandez et al, 1998). Muchos xenobioticos

ingresan al aire de esta manera y pueden ser depositados en otra area o ser
inhalados posteriormente.

1.3.4 La bicacumulacién es el proceso de almacenamiento o retenciéon (por
cualquier mecanismo o via) de contaminantes existentes en el ambiente por parte -
de los organismos. En este estado, la sustancia no se encuentra disponible, en el
sentido de que no interactta (no se biotransforma) con el metabolismo del
individuo. Por lo anterior, generalmente no se observan efectos a corto plazo
(Phillips, 1998) sino hasta que el xenobidtico es liberado de los sitios de
almacenamiento en el individuo (pudiéndole ocasionar toxicidad) o bien, cuando

se transfiere o dispersa a través de las cadenas y redes troficas
(biomagnificacion).

Es claro que el estudio de los procesos mencionados refleja y permite comprender
la dinamica de los contaminantes en el ambiente. En el caso particular de los

10
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hidrocarburos que estan presentes en un suelo contaminado, se puede comentar
que, en general :

+ Las fracciones o mezclas ligeras (de bajo peso molecular, como los
constituyentes de la gasolina) se caracterizan por poseer una alta
solubilidad en agua, un potencial de sorcion bajo y ser volatiles (Bossert et
al, 1986). Por tanto, se ha visto que este tipo de hidrocarburos virtualmente
no es adsorbido por las particulas de suelo y migran (se lixivian) faciimente
hacia los cuerpos de agua subterraneos, contaminandolos, ¢ bien pasan a
formar parte del aire atmosférico. Los hidrocarburos ligeros no presentan
una tendencia considerable a bioacumularse debido a su bajo Coeficiente
de Particion (Kow). :

» Las fracciones o mezclas pesadas (de alto peso molecular, como los
constituyentes del Diesel) tienden a ser mas persistentes en el suelo
puesto que tienen una solubilidad y volatilidad limitada ademas de una
gran capacidad de adsorcion (principalmente en suelos arcillosos y limosos
con elevado contenido de materia organica y mineral, Kesley et al,1997).
Por tanto, los hidrocarburos con estos atributos tienen poca movilidad en el
suelo. Su potencial de bioacumulacién es mayor, el cual cominmente esta
relacionado de manera proporcional a su coeficiente de particion que
tambien guarda cierto vinculo con el peso molecular.

En Mexico, existen pocas experiencias de estudios sistematicos sobre el efecto al
ambiente causado por residuos peligrosos, su tiempo de residencia en los
ecosistemas, su flujo, destino final y sus posibles impactos sobre la biota y la salud
humana (INE/SEMARNAP, 1996).

Por todo lo anterior, resulta evidente que la dinamica de cualquier proceso de
contaminacion siempre plantea cierto grado de complejidad y en ocasiones su
evolucidn revela dimensiones poco exploradas, impredecibles e incluso
desconocidas, provocando efectos en la salud tan preocupantes como los
originados en los ecosistemas. De ahi también se hace evidente que el control y
evaluacion de la contaminacion sea un ejercicio costoso y muchas veces no todo
lo exitoso o efectivo que se desea.

1.4 El Suelo, su Papel en los Ecosistemas.

Sin duda, es claro que un mismo término posee diferente significado segln el
contexto o el area del conocimiento en que se aborde o aplique, por tanto, una
definicion generalmente refleja o denota un punto de vista acotado y especifico,

dirigido a las caracteristicas que se quieren distinguir, resaltar o atribuir a la
entidad en cuestion.

En este trabajo, se considera al suelo como un sistema abierto complejo, en el
cual ocurre un continuo intercambio y flujo de materia y energia, resultado de la
interaccion conjunta y reciproca de las particulas minerales, materia organica,
organismos vivos y el clima. Si se compara con los cuerpos de agua y el aire

11
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atmosférico, el suelo tiene una movilidad relativamente menor y es espacialmente
mas heterogeneo. La vida en el suelo es muy diversa en terminos taxonomicos y
de nichos ecologicos (Krebs,1985; Salisbury, 1994; Walker et a/,1996)

De acuerdo con Van Straalén y col.(1998), las principales funciones del suelo,
consideradas desde un punto de vista ecolodgico, son las siguientes:

. Descomposicion de ia materia organica
. Mineralizacion de nutrientes )
. Sintesis de compuestos humicos

Asimismo, las fases o etapas esenciales de los ciclos del nitrégeno, fésforo y
azufre tienen lugar en el suelo (Odum, 1978), independientemente del papel del
" mismo en el ciclo de nutrientes. Cabe sefalar también que el proceso de
formacion del suelo es crucial para el soporte de la vida vegetal y |la estabilizacién
de las particulas minerales (Van Straalen ef a/,1998).

Ahora bien, generalmente resuita dificil discernir o separar las causas y los efectos
que determinan un tipo de suelo en un area determinada (Krebs,1985). Por
ejemplo, el suelo resulta afectado por la vegetacion que crece en él y a su vez,
ejerce influencia en ella.

1.5 Algunas Propiedades Principales de los Suelos.

Los suelos presentan una amplia variedad de propiedades susceptibles de ser
evaluadas y determinadas, lo cual ha posibilitado caracterizaros y clasificarlos de
manera sistematica. A continuacién se mencionan aigunas de sus propiedades
principales:

1.5.1 Textura: Es una propiedad fisica que permite evaluar y caracterizar a los
suelos desde la perspectiva de la proporcion relativa de los diferentes tamarfios de
particulas minerales que los conforman, sin importar su origen, composicion
quimica o estructura. Existen alrededor de 12 clases texturales (Chapman,1979).
La textura determina la capacidad de filtracién y permeabilidad, absorcién de
agua, aire y nutrientes. Suelos de textura fina (arcillosos o limosos) tienen elevada
capacidad de retener hidrocarburos y otros contaminantes debido a que ofrecen
una mayor superficie de adsorcion.

1.5.2 Densidad: Se refiere a la relacion que existe entre el peso de un suelo y el
volumen que ocupa. La porosidad estd relacionada de manera inversamente
proporcional con la densidad, asimismo ocurre con la permeabilidad y filtracion

(Ibarraran et al,(1996).En este sentido, un suelo poco denso (mas poroso) retiene
mas contaminantes.

1.5.3 Captacién de Agua: Esta capacidad se encuentra relacionada de manera
inversamente proporcional a la densidad y textura. Es decir, suelos de textura fina
o alta densidad generalmente no mantienen una humedad elevada
(Chapman,1979).
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1.5.4 pH: Ei pH es una propiedad quimica del suelo. Se refiere a la concentracion
de iones hidrégeno (hidrogeniones, H') que esta presente en la interfase liquida
del suelo, dentro de la interaccién de los componentes sdlidos y liquidos. La
concentracion de hidrogeniones es fundamental en los procesos fisicos, quimicos -
y biolégicos del suelo. El rango de pH que comprende a la mayoria de ellos esta
entre 4 y 10, sin embargo se han reportado valores tan bajos como 2 y tan altos
como 12 (Chapman,et al1979). Por lo general tienden a estar en el rango acido
(Bossert,1984). El pH del suelo influye en la biodisponibilidad y solubilidad de los
contaminantes contenidos en él.

1.5.5 Contenido de Materia Organica: La materia organica presente en un suelo
esta relacionada muy estrechamente con el tipo de vida que soporta, puesto que
esta compuesta de los restos de plantas, animales y microorganismos muertos.
Este factor es importante ya que interviene directamente en la capacidad de
retencion de agua y nutrientes (Krebs,1985). Asimismo, por su naturaleza
predominantemente  hidréfoba, los contaminantes organicos como los
hidrocarburos generalmente quedan adsorbidos a las particulas organicas del
suelo, por lo que, un suelo con gran proporcion de materia organica retiene
mayores cantidades de xencobioticos organicos. '

1.5.6 Color: El color del suelo refleja algunas de las propiedades fisicas, quimicas
y biologicas del mismo. Esta influido por el contenido de materia organica, el -
material parental, el clima, el drenaje y la aireacion. El color afecta directamente |a
temperatura, el grado de humedad y estructura de éste, e indirectamente, al
crecimiento de las plantas y a la actividad microbiana (Chapman,1979).

1. 5. 7. Capacidad de Intercambio l6nico: En el suelo se lleva a cabo una gran
cantidad de reacciones que involucran intercambios idnicos, principalmente
catiénicos. El pH es un factor importante a tomarse en cuenta: a un pH alto, los
iones hidrogeno localizados en arenas y material himico se separan y pueden ser
. reemplazados por otros cationes que a su vez muy posiblemente también se
sustituyan por otros. Entre los cationes mas comunes que se encuentran en el
suelo estan: Ca®*, Mg®",K* ,A** H*. En especial el calcio, es uno de los cationes
mas abundantes en la naturaleza (lbarraran ef al,(1996).

También tienen lugar los intercambios de aniones, aunque su frecuencia es
relativamente menor con respecto a los catiénicos y se llevan a cabo involucrando
mecanismos mas complejos que en los primeros es decir, no Unicamente por
atraccion electrostatica (Ibarraran et al,1996; Chapman et a/,1979).
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1.6 Ecotoxicologia de los Suelos Contaminados.

Una vez comentadas las funciones que desempefia el suelo en los ecosistemas
resulta mas evidente el vislumbrar su ecotoxicologia.

Primeramente puede comentarse que la Ecotoxicologia es una disciplina
relativamente contemporanea, como su nombre lo indica, representa una
integracion del conocimiento generado por la Ecologia y la Toxicologia, enfocado
hacia el estudio de la dinamica ambiental (movilidad, transporte y destino final) de
los diferentes xenobidticos que existen y sus impactos € interacciones potenciales
y/o sustanciales con los sistemas biologicos o ecosistemas, a cualquier nivel. El
obtener y aportar tal informacion permite construir un panorama o escenario en el
que pueda valorarse y estimarse de una manera objetiva los riesgos que suponen
la presencia de estas sustancias en el ambiente. El término ecotoxicologia fue
introducido por Truhaut en 1969 (Walker et al, 1996), lo cual reflejé un floreciente
interés y preocupacion por los efectos de los contaminantes ambientales en otras
especies diferentes al hombre.

Dado que una gran variedad de los constituyentes del suelo posee una capacidad
considerable para retener contaminantes del ambiente, especialmente aquellos
suelos que contienen moléculas no polares o bien, iones divalentes o trivalentes
con carga positiva (Van Staalen et a/,1998),es posible inferir que la cantidad de
elementos © componentes presentes en el suelo con las caracteristicas
mencionadas necesariamente guardan relacion estrecha con el contenido de
particulas minerales, materia organica y el pH. Asimismo, la textura interviene
también en forma significativa en la retencion. En general, cuando mas pegquefias
sean las particulas del suelo (textura fina) tanto mas tiempo persistiran la
sustancias toxicas, ya que existe una mayor area superficial para la adsorcion de
los productos quimicos, proceso que de ordinario ejerce un efecto estabilizador
(Duffus, 1983). ' :

Consecuentemente, el suelo actia como un gran vertedero para muchos
xenobidticos y, por ende, no es de dificii comprension el hecho de encontrar

mayores concentraciones de sustancias en él que en ningln otro compartimiento
ambiental. '

Por otra parte, el agua del subsuelo depende directamente de la superficie, dado
que la fuente principal de agua de los acuiferos proviene de la lluvia que se
percola a través de la capa de suelo adyacente (Lett,1993). Este proceso, por
tanto, representa un mecanismo de lixiviacion y transferencia de los xenobidticos
contenidos en el suelo a los cuerpos de agua. De las diversas sustancias quimicas
encontradas en las aguas subterraneas, los compuestos organicos son {os que
representan el mayor riesgo por sus efectos en el ambiente y en la salud humana.
Dentro de este grupo, los disolventes industriales y los hidrocarburos son los mas
comunes (INE/SEMARNAP, 1996). Esto ultimo, se explica por el hecho de que los
derrames de disolventes, hidrocarburos y otros compuestos organicos, son una
fuente importante de contaminacion de los suelos y.que generalmente no se tratan
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de recuperar o no se aplica un tratamiento de restauracion de los mismos
(Ibarraran,1996). La cinética de desorcién de contaminantes a la fase acuosa del
suelo, ha sido objeto de intensa investigacion (Williamson, 1898).

Si bien, un contaminante del suelo puede permanecer en él o lixiviarse, también
puede volatilizarse® y ser transportado por el aire en ocasiones a distancias
considerables, pudiéndose depositar en el suelo nuevamente, en el follaje,
alcanzar superficies de agua, o ser inhalado.

Ahora bien, durante el transporte, movilidad y destino final de los xenobitticos en
ios diferentes compartimientos ambientales, puede ocurrir, a traves de procesos
fisicos y quimicos, su degradacién (a compuestos mas inertes y sencillos), o bien,
ser modificados de manera tal que su toxicidad - se active o aumente
sustancialmente'. Asimismo, es factible que el contaminante se transfiera a los
organismos, en donde puede tener lugar, por un lado, 1) la detoxificacion del
elemento (pérdida o disminucién de su potencialidad toxica) 6 2) |a intoxicacion del
individuo (por la bioactivacion del compuesto, es decir, la produccidon de
metabolitos activos)’. Por el otro lado, es plausible ademas la bioacumulacién del
compuesto con la probabilidad inherente de biomagnificarse en las cadenas y
redes tréficas mediante las relaciones presa-predador, de lo cual no esta excluido
el hombre (entre muchos otros ejemplos, se ha visto que algunos cereales de
consumo generalizado -como lo es la avena v el trigo- provenientes de campos de
cultivo cercanos a zonas urbanas o industriales, contienen Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (Tuominen,1988; Wagrowsky, 1996).

Asimismo, se puede comentar, que de la inmensa variedad de plantas, hongos,
animales, virus, bacterias, etc., que existen en el suelo, algunos desarrollan
unicamente en €l una parte de su ciclo de vida, mientras que otros son habitantes
permanentes. ‘

Los resultados de todo lo anteriormente planteado pueden manifestarse (a corto,
mediano o largo plazo) en un desequilibrio o alteracién en la diversidad y riqueza
de los ecosistemas asi como en sus flujos de materia y energia. Lo cual también
permite evidenciar que, el entender o determinar la ecotoxicologia de un sueio
resulta una tarea bastante complicada, puesto que ademas, el conocimiento actual
que se tiene de los ecosistemas, su diversidad, estructura y funcion, resulta

" la volatilizacidn de una sustancia a partir del suelo estd en funcién de su presidn de vapor correspondiente, Ja cuai esta
determinada principalmente por la temperatura, su solubilidad y las propiedades fisicoquimicas del suelo (Schwarts, ef ai.,
1997}

Se sabe, por ejemplo, que las conocidas propicdades tdxicas y mutagénicas de algunos hidrocarburos aromaticos
policicticos (HAP) se intensiftcan cuando sufren modificaciones en su estructura (oxidacion) inducidas por la exposicion a
la radiacion solar. De ahi que se considere que la folomodificacion de los HAPs mas que ser un proceso de degradacion,
es un mecanismo de activacion el cual incrementa, cn lugar de disminuir, ¢l ricsgo ambiental (Huang, et af., 1995).

= El Benzo(a)pireno por ciemplo, uno de los HAP mds conocidos y estudiados, es inocuo de manera intrinseca, sin

embargo, cuando es bioactivado (enzimaticamenic) se forman cpoxidos que son considerablemente carcindgenos v
mutagénicos (Kalf, er af., 1997).
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insuficiente para predecir las consecuencias de su afectacion parcial o total. Por
consiguiente, aunque por necesidades practicas es esencial definir limites de
seguridad en relacion con los organismos, dichos parametros deben ser
susceptibles de modificarse a medida que se obtiene o0 genera mayor informacion.

1.7 Generalidades de las Tecnologias de Tratamiento para Suelos
Contaminados. :

Como se ha mencionado, existe una gran variedad de xenobidticos que
contaminan fos suelos y que generalmente se encuentran en él en forma de
mezcla interactuando mutuamente. Esta condicion, por lo general, dificulta las
labores de tratamiento y restauracion (Lee,1993). Asimismo, para la aplicacién
exifosa de alguna tecnologia orientada a ese fin, es preciso realizar previamente
analisis cuantitativos y cualitativos para determinar la sustancias presentes y sus
concentraciones. En este sentido, la adecuada seleccion y éxito de las técnicas de
tratamiento depende de la consideracidén premeditada de ciertos factores
intrinsecos y extrinsecos del problema al que van dirigidos, entre los cuales se
puede mencionar:

La naturaleza del residuo

El equipo basico necesario

El equipo auxiliar

El pre o pos tratamiento requerido

La efectividad y el costo

Actualmente, existe una gran diversidad de tecnologias disponibles para la
limpieza de sitios contaminados con residuos peligrosos. Basicamente, estas
tecnologias pueden agruparse en dos categorias principales (Chen, 1997):

1)Técnicas de Aislamiento y Confinamiento
2) Técnicas de Limpieza

Las Técnicas de Aislamiento y Confinamiento se fundamentan en la utilizacion de
barreras fisicas y quimicas para aislar el o los contaminantes y prevenir su
dispersion o fuga. Este tipo de estrategia de remediacion no reduce la cantidad del

contaminante en el ambiente aunque si el riesgo potencial de dafic que impone su
presencia.

Las Técnicas de Limpieza, como su nombre lo sugiere, estan orientadas a
disminuir la cantidad de los contaminantes presentes, dando oportunidad,
consecuentemente, a la restauracion del sitio. Las tecnologias para el tratamiento
de suelos contaminados, en su mayoria, pueden catalogarse dentro de este grupo.

Si bien, la descripcion detallada y exhaustiva de las tecnologias de tratamiento de

suelos contaminados esta fuera de los objetivos y alcances de este trabajo, puede

comentarse que su clasificacion esta basada en tres grupos principales, en funcion
del tipo de proceso que utilicen (ibarraran et al, 1996; Fernandez et al,1998):
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1) Tecnicas de Inyeccioén Directa
2) Técnicas de Extraccion por Solventes
3) Técnicas Biolégicas

1) Técnicas de Inyeccidn Directa: E principio basico que utilizan es el acarreo de

sustancias volatiles alojadas en el suelo mediante la inyeccion de fluidos gaseosos

(aire o vapor) a una temperatura elevada para facilitar de esta manera, que los

contaminantes se evaporen y emigren a la superficie, acompanados del agente

acarreador, para su posterior recuperacién y confinamiento (figura I). Esta técnica

esta restringida a suelos de una gran porosidad que contengan contaminantes
volatiles.

Figura |. Esquema del Proceso Crow para descontaminacion del suelo. Site Tech. Profile.
Research Institute, James Speight. Nov. 1991.
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Fuente: Femandez, G. et é»‘., 1998, Residuos peligrosos, Fasciculo 9, CENAPRED, México, pp. 10,

En ocasiones, la instalacion del sistema de myecmon en algunos terrenos es
problematica. (lbarraran et al,1996).

2} Técnicas de Extraccion por Solventes: Estas técnicas, como su nombre lo
indica, se basan en la propiedad de solubilidad que es caracteristica para
cualquier sustancia. Por ejemplo, los contaminantes organicos son solubles en
mayor grado en solventes organicos, debido a la similitud de polaridades entre
ellos. De esta manera, lo mas importante en el éxito de esta técnica es conocer el
tipo o naturaleza de contaminantes presentes en el suelo en cuestién para poder
determinar el solvente mas adecuado. Una vez hecho esto, se realiza la extraccion
y posteriormente la separacion de la fase solida (suelo limpio) y acuosa (solvente
con los contaminantes). El solvente utilizado se recupera (recicla) y puede
emplearse nuevamente (Figura 2).



La aplicacién de esta tecnica, sin embargo, puede representar grandes costos
dependiendo del volumen y tipo de solvente a ocupar, asi como de la sustancias
quimicas implicadas para la estabilizacion del extracto.

Figura 2: Planteamiento para realizar una técnica de descontaminacion de suelos por
Extraccion. Lanny D. Weimer. Compaiiia de Conservacién de Recursos, Ellicot, junio, 1991.
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Fuente: ibarraran, C. et al., 1996. Tecnologias de Tratamiento para Ia Dascontaminacion de Suelos. Cuaderno
de Investigacion 29, CENAPRED, México, pp. 26.

3) Técnicas Biologicas: La biorremediacion es un tratamiento -desarrollado en la
decada de los 80 - que utiliza como herramienta el dirigir o inducir el metabolismo
de organismos (bacterias y hongos microscopicos principalmente) para degradar
ylo transformar en biomasa y compuestos mas sencilios (H-O, CO;, CHj, y sales

inorganicas), las sustancias organicas existentes en los suelos contaminados
{Calabrese et a/,1992). :

Si bien, casi todos los contaminantes organicos son biodegradables, se presentan
algunas dificultades y detalles que requieren solucionarse para poder utilizar y
obtener eficiencias adecuadas de biorremediacion (buen desempefio
microbiologico). Por esta razon, en la mayoria de los casos se modifica el
ambiente en donde actuan os microorganismos, propiciando un habitat adecuado

para la mejor adaptabilidad y funcidon de éste, aunque en ocasiones resulta
compiicado.

Rogers y col. (1993) esbozan un protocolo para la biorremediacion de un suelo en
donde contemplan la mayoria de los factores fisicos y quimicos que en un

momento dado juegan un papel determinante para la viabilidad y eficiencia de esta
técnica.

En México, actualmente se esta aplicando la biorremediacion para el tratamiento
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de suelos contaminados con hidrocarburos (Fernandez et af, 1998), que si bien
esta tecnologia ha demostrado ser prometedora para un nimerc de compuestos
semi volatiles y no volatiles, no lo ha sido tanto para los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos {(HAP) que son algunos de los compuestos mas recalcitrantes y toxicos
(Chen,1997). -

Ahora bien una variante de la biorremediacion, es la Fiforremediacion. En términos
amplios, es definida como el uso de plantas para remover, contener o reducir la
toxicidad de contaminantes ambientales (Chen,1997; Lee,1993).

Observaciones recientes, han shgerido que la vegetacion juega un papel
preponderante en la biorremediacion de las superficies de suelos contaminados a
través de diferentes mecanismos (Hedge, 1996; Fletcher,1995; Chen, 1997, Lee,
1993). '

. Mejorando las propiedades fisicas y quimicas de los suelos alterados

. Incrementando la poblacidon microbiana edafica de interés por la
liberacion radicular de exudados, excreciones y mucitlago ricos en
nutrientes. Proceso que tipicamente tiene lugar en los casos de
contaminacion dei suelo con hidrocarburos

. Favoreciendo la aireacion por medio de la liberacion de oxigeno en
la zona de las raices ‘

‘. Interceptando, retardando o transfiriendo el movimiento de quimicos
organicos y algunos metales

. Estimulando transformaciones cometabdlicas de compuestos

recaicitrantes (Bencenos halogenados, Bifenilos Policlorados e
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, por ejemplo) a metabolitos de
menor toxicidad

. Reduccion en la migracion vertical de xenobiodticos hacia los cuerpos
acuiferos subterraneos por medio de la absorcién del exceso de
agua e invirtiendo el gradiente hidraulico vertical

Cabe sefialar, que la capacidad para realizar estas funciones puede variar segun
la especie vegetal en cuestion y la fase de desarrollo en la que se encuentre.

Las técnicas biologicas, al igual que los dos tipos de tecn'blogia anteriores,
presentan ventajas y desventajas. Entre las primeras se pueden mencionar su
bajo costo de operacion, mantenimiento y monitorec, es aplicable a grandes
extensiones y es ambientalmente compatible. Sin embargo, los resultados de las
tecnologias bioldgicas no son inmediatos y pueden ser alterados por las
condiciones climaticas y estacionales. La toxicidad de algunos de los compuestos
biotransformados en ocasiones es incierta. :

La Fitorremediacion no es muy efectiva para sitios altamente contaminados puesto
que las plantas pueden resultar intoxicadas. Al parecer, esta resuitando ser una
opcion adecuada en terminos técnicos y econdémicos para el tratamiento de suelos
contaminados con hidrocarburos (Chen, 1997).
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1.7 Fitotoxicidad, Aspectos Generales.

La Fitotoxicidad generalmente se refiere a la manifestacién o aparicion de una o
mas respuestas adversas o desfavorables en las piantas, resultado de la
exposicion (por una o varias vias) a una sustancia o mezcla de ellas
- (Kapustka,1998).

La Fitotoxicidad de un xenobibtico, por tanto, es evaluada a través del analisis
cualitativo y cuantitativo del efecto provocado en uno o mas parametros
fisiolégicos que se consideran relevantes o representativos. En este sentido, es
comun que las pruebas de fitotoxicidad estén orientadas a la valoracion de: 1) la
mortalidad (toxicidad aguda), 2) el indice de germinacion, 3) la elongacidn
radicular, 4) el crecimiento o produccion de biomasa, 5) el contenido de clorofila y
6) la tasa fotosintética, principalmente.

E! conocer los efectos fitotOxicos que provoca un compuesto, permite valorar y
determinar los factores de riesgo asociados a su exposicion asi como el grado de
tolerancia o sensibilidad de la planta examinada, lo cual, en conjunto puede
aportar mayor certeza, aunque no contundente, para vislumbrar el impacto
ambiental y, en un momento dado, poder también atribuirle a una especie el papel
de bioindicador ambiental para un xenaobidtico o conjunto de ellos en particular.

Cabe mencionar que, pese al nicho ecoldgico tan importante que poseen las
plantas (productores primarios), existe un numero relativamente reducido de
trabajos de fitotoxicologia {(Wang,1995) y de los cuales, las algas ha sido el grupo
mas comunmente empleado (Wang,1997) al parecer por su aplicacion en estudios
de calidad de! agua (Kapustka, 1998). A este respecto, un ejemplo claro es el que
presenta Wang y col. (1997) donde sefala que, en la base de datos de
PHYTOTOX, existen un total de 3500 articulos publicados entre 1929 y 1984 en
mas de 200 revistas de 30 paises aproximadamente, mientras que documentos
referentes a pruebas de toxicidad en animales se reportan mas de 500 por afio,
tan so6lo en el Annual Revew Series del Journal of Water Environment Research.

1.8 Bicindicadores.

Un bioindicador puede estar representado por cualquier organismo que, por su
respuesta ante la presencia o exposicion de alguna sustancia o mezcla, permita
realizar una evaluacion cuantitativa de la calidad ambiental que prevalece en una
ocasion espacio-temporal determinada (Bierkens,1998). En otras palabras, un
bioindicador constituye una herramienta que permite cuantificar e interpretar, en
terminos biolégicos, los efectos relacionados con la existencia de concentraciones
o niveles de contaminacion particulares.Algunos ejemplos de bioindicadores son:

Liqguenes: el crecimiento de los liquenes se ha utlizado como indicador de
contaminacion atmosférica principalmente en lo que se refiere al didxido de azufre.
La aparicién de liquenes en un area previamente contaminada es indicio de un
descenso en la concentracion de toxicos en el aire (Krebs, 1985).
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Protozoarios: algunos de ellos como los representantes del género Bodo son
indicadores de aguas contaminadas por un excesivo aporte de materia organica,
ya que son bacteriofagos (Barnes,1939).

Se pueden mencionar muchos mas como, fas coniferas {lluvia acida), lirio acuatico
(agua eutrofizada), arrecifes coralinos {turbidez anormal, contaminantes diversos).
Desde luego, el basarse Unicamente en una sola respuesta bioldgica o
bioindicador no aportaria un escenario completo ni preciso de la calidad del
ambiente, puesto que no se contaria con la suficiente base discriminatoria ni una
incertidumbre reducida.

1.8.1 Las Plantas como Bioindicadores de Contaminacion.

El uso de las plantas como indicadores de la calidad ambiental no es nuevo, ya los
primeros trabajos documentados al respecto se registran en los principios del siglo
XX (Powell,1987). A pesar de ello, las plantas no han tenido una participacion
preponderante en la tarea de evaluacion y monitoreo ambiental tradicionalmente
debido a la subestimacion de su sensibilidad con respecto a la de los animales.
Esta idea ya se demostro que es errdnea e incluso, se ha visto que en algunos
casos la sensibilidad de las plantas es mayor. Estudios a nivel celular, utilizando
inhibicion de crecimiento y muerte como respuestas finales de toxicidad, han
producido resuitados similares, lo cual ha sugerido en ocasiones la sustitucion de
algunas pruebas en animales por la utilizacion de plantas (Kristen,1997).

Muchas Agencias Regulatorias (OCDE, US EPA, ASTM, FDA, etc.) ya incluyen
pruebas de fitotoxicidad en los trabajos de ecotoxicologia que realizan. Sin
embargo, estan presentes dos problemas: por un lado, la limitada cantidad de
estudios fitotoxicos existentes dificulta las comparaciones entre los resultados, por
el otro, dichas agencias, de manera independiente, han disefiado, estructurado y
publicado protocolos de prueba de toxicidad para plantas terrestres, lo cual ha
dado lugar a la existencia de diferencias entre los procedimientos y criterios que
aplican, y por tanto, la informacion generada a traves de ellos no es muy
comparable. En general, las especies de interés econdmico (lechuga, broccoli y
avena) tienen cierta preferencia para utilizarse en estos protocolos (Wang,1995).

Resulta peculiar la observacion de Kapustka y col. {1998) en el sentido de que
ninguna agencia contempla en sus protocolos la utilizacion de especies lefiosas
(unicamente herbaceas), dado el nivel de atencion que se concede a los bosques
del mundo. Quiza un factor a considerar es que este tipo de plantas no son

facilmente manipulables en condiciones de laboratorio (crecimiento lento, gran
tamafio, ciclo de vida largo, etc.).
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1.9 Algunos Aspectos de la Fisiologia Vegetal Considerados en la
Evaluacion de la Fitotoxicidad de un Contaminante.

Asi como ocurre con los animales, existen diferentes aspectos de la fisiologia de
una planta mas vulnerables que otros, que permiten identificar, determinar y
correlacionar los efectos y modos de accidn de diversas sustancias. Resuita
comprensible entonces que los parametros o  procesos fisiologicos que
representen de una manera mas tangible y expedita un estado alterado o de
estrés (sea inducido o no) seran los mas adecuados para ser valorados.

1.9.1 En este sentido, /a germinacion representa un estado sensible y crucial en el
ciclo de vida de una planta puesto que representa la reanudacion del crecimiento
activo del embrion, lo cual, en términos generales, conlleva a establecer un
intercambio de materia y energia con el medio externo. Si una sustancia altera o
inhibe esta fase puede resuitar afectada la reproduccién y por ende, el tamafio
poblacional de esa especie. Sin embargo, desde una perspectiva ecolégica, la
germinacion puede tener un significado poco o muy importante dependiendo de la
especie vegetal implicada. Cabe sefialar que la evaluacion de la germinacion es
un objetivo muy generalizado en las pruebas de fitotoxicidad con plantas
vasculares, de hecho, es un parametro utilizado ampliamente desde que los
protocolos estandarizados fueron introducidos (Walker, et al., 1996, Wang, et al.,
1995).

1.9.2 Elongacion radicular. Se sabe que las raices son 6rganos esenciales para la
planta puesto que se utilizan como estructura de fijacion y absorcién de agua y
nutrientes. Si bien el crecimiento es un término bastante empleado y conocido,
refiere un fenomeno complejo que conlleva al menos tres procesos diferentes.
Primeramente un incremento en el nimero de células (divisién celular). Sin
embargo, el aumentar la cantidad de células sin acrecentar proporcionalmente el
tamario de las mismas contribuiria muy poco el crecimiento general de la planta,
de ahi que la elongacion celular se considera el segundo proceso asociado al
crecimiento (Salisbury, et al,, 1994). Por ultimo, ocurre la diferenciacion de las
células para realizar y conformar diferentes funciones y érganos.

De lo anterior, se desprende que el crecimiento de las raices es el producto de
muchos procesos conjuntos (proliferacion, elongacion y diferenciacion celular
activa) lo cual le confiere cierta vulnerabilidad ante la exposicién a xenobibticos.
Es de suponerse que este parAmetro sea mas sensible que la germinacion, debido
entre otros factores a que la via de exposicidén a un contaminante puede ser mas

directa puesto que la testa de las semillas, en cierta manera, representa una
barrera fisica y quimica. '

lLa longitud de las raices, al igual que la germinacidn, es un parametro
frecuentemente considerado en la evaluacion fitotdxica de una sustancia.

1.9.3 El crecimiento en las plantas, al igual que en los animales, esta influenciado
y regulado por la interaccion de muchos factores fisicos y quimicos intrinsecos y

22



Introduccion

extrinsecos. Por lo tanto, el estrés provocado por una variedad de sustancias
puede manifestarse en un aumento o reduccion anormal del crecimiento, siendo
susceptible de evaluarse. El crecimiento es también un parametro comunmente
considerado en las pruebas de fitotoxicidad de los protocolos de las agencias
regulatorias, determinandose generalmente como produccion de biomasa (en
peso fresco 0 seco). Algunos autores argumentan que un 50% en la inhibicion de
la biomasa o en el crecimiento observado en laboratorio no necesariamente tiene
un efecto ecologico significativo, especialmente si se reestablece cuando el estrés
toxico es eliminado (Wang,1995).

1.9.4 Contenido de clorofifa y fotosintesis. Se ha asumido que el contenido de
clorofila y la eficiencia de la fotosintesis, por su papel tan importante en los
vegetales, conceptuaimente representan un parametro de referencia que puede
evidenciar adecuadamente el estado fisiologico de una planta frente a distintos
factores de estrés por exposicién a diferentes condiciones y contaminantes
ambientales (Salvetat et al., 1998). No obstante, el establecimiento practico de una
relacion entre fotosintesis y productividad vegetal ha sido dificil, no siendo
diferente al querer aplicarlo al estrés ambiental (Kapustka, et al., 1998), puesto
que, ecologicamente, las plantas exhiben amplias diferencias en su eficiencia
fotosintetica, contenido de clorofila, tasa de asimilaciéon de carbono, adaptacién a
las condiciones de luz, y temperatura, humedad, salinidad, fotoperiodo, etc.
(Ascon-Bieto, ef al., 1993). Pese a lo anterior, es plausible utilizar el contenido de
clorofila y la eficiencia fotosintética como indicadores bioquimicos de estrés
cuando pueden acotarse o delimitarse razonablemente las demas fuentes de
variacion. Cabe sefalar también, que estos dos parédmetros no necesariamente
estan correlacionados entre si. '

Resulta interesante la observacion de Kapustka y col. (1998) al denotar que la
mayoria de las pruebas fitotoxicas emitidas por las agencias regulatorias
generalmente no contemplan la realizacion de evaluamones fisiolégicas a nivel
bioquimico del efecto de los xenobidticos.

1.10 Pruebas para Determinar la Toxicidad de una Sustancia.

Para la toxicologia y la toxicologia ambiental {ecotoxicologia) es de primordial
importancia la relacién que existe entre la cantidad del agente quimico al cual esta
expuesto un organismo y la naturaleza y grado de los efectos adversos
ocasionados por el mismo (Calow, 1998;Walker, et al.,1996; Duffus,1983).

1.10.1 Existen muchas maneras por las cuales la toxicidad puede ser
determinada, una de las mas comunes es la medida de la letalidad a corto plazo y
se le denomina Toxicidad Aguda. Las pruebas de toxicidad aguda o /letales
permiten conocer los efectos adversos totales producidos por una sustancia
administrada en forma de dosis unica. Dichos efectos generalmente son de
caracter discreto y binario, es décir, vivo/muerto o activo/inactivo, por ejemplo. Al
utilizar varias concentraciones suministradas en una sola dosis y cuantificando sus
efectos, se puede construir estadisticamente una curva doésis-respuesta e
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identificar ia concentracion letal para el 50% (CLsg) de la poblacion experimental
con respecto al control. La CLsg es un parametro de referencia muy utilizado en
toxicologia, su valor es inversamente proporcional a la toxicidad de la sustancia en
cuestion. El indice de germinacion observado en semillas expuestas a una
determinada dosis de un xenobiotico, constituye un ejemplo de prueba d
toxicidad aguda. :

Sin duda, puede ocurrir también que una sustancia sea letal Unicamente cuando ia
dosis sea muy alta, pero produzca efectos adversos, significativos a
concentraciones relativamente bajas o por largos tiempos de exposicion. En este
caso, la evaluacion de la toxicidad aguda no aportaria suficiente resolucion en el
sentido de que no ofrece un indicio de las concentraciones que pueden determinar
dafios subletales, unicamente proporciona una base, aunque aproximada ( el valor
de la CLsp no es constante’), para la evaluacion inicial del peligro por riesgo
potencial de una sustancia.

1.10.2 Una Prueba Subcronica ¢ Cronica, tiene como proposito evaluar los
posibles efectos dafinos que se originen antes de que sobrevenga la letalidad del
organismo prueba, es decir, su objetivo es valorar la toxicidad a mediano y largo
plazo respectivamente, lo cual implica un exposicion continua por un periodo mas
prolongado. Como es de suponerse, una prueba de esta naturaleza abarca una
mayor proporcion de fases del ciclo de vida de los individuos experimentales,
teniendo mayor duracion. Por lo anterior, resulta evidente entonces que la
determinacion subcronica o cronica de la toxicidad de una sustancia supone
mucho mas esfuerzo de laboratorio, sin embargo, ofrece generalmente
informacion mas completa y util, aunque también presenta ciertos inconvenientes:

. En ocasiones, los efectos o la letalidad a largo plazo atribuible a la
sustancia de prueba es dificil establecerlo puesto que pueden
presentarse otros factores que propicien o aceleren un estado
debilitado del organismo, no necesariamente .inducidos por aguella

. Por lo general, se requiere mantener organismos en condiciones
constantes de laboratorio durante periodos prolongados, lo que
puede resultar complicado o costoso

o Comunmente la exposicion continua a un xenobidtico a
concentraciones fijas y en condiciones constantes, es una situacion
poco comun en la naturaleza, lo cual puede dar lugar a una sobre o
subestimacion de los efectos observados (Cairns,1992)

Por lo anterior, algunos autores como Ramanathan y Burks (1996), consideran,
por un lado, que las pruebas de toxicidad aguda son probablemente el mejor
medio para realizar una rapida evaluacion preliminar del grado y distribucion de ta

" La CLsy 0 ECsy representan una estimacion experimental de la wlerancia de una poblacidn determinada frente a un
xenobidtico, por lo que el valor dec estos parametros estd determinado e influenciade necesariamente por una scrie de
interacciones complejas entre las tolerancias individuales, |a estructura genética de la poblacién v ¢l medio, es decir, estd
compuesto por la suma de las respucstas de cada uno de tos individuos de la poblacion experimental.
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contaminacién en un lugar determinado y, por el otro, no representan indicadores
adecuados de los efectos potenciales en ciertos pericdos criticos del ciclo de vida
de los individuos. Asimismo, las pruebas cronicas de toxicidad tienen mayor
sensibitidad que las pruebas agudas y pueden representar una herramienta util
para predecir niveles de "no efecto” y "seguros” de contaminacion, ademas de
simular mas fielmente las condiciones de exposicion real comparado con aquellas.

1.11 Protocolos Estandarizados para Evaluar Efectos Fitotéxicos.

- Si bien anteriormente ya se hizo referencia a la existencia de protocolos disefados
por las diferentes agencias regulatorias para evaluar efectos fitotoxicos, no se ha
dado una definicion de ellos.

Primeramente, de acuerdo con Willard y col. (1988), se puede definir al
procedimiento como un conjunto de instrucciones escritas para aplicar un método.
Los métodos estandarizados desarrollados por la ASTM (American Society for
Testing and Materials) por ejemplo, son en realidad procedimientos normalizados
o estandarizados. Un procedimiento esboza sin demasiado detalle los pasos a
seguir, es decir, se asume que el usuario tiene o cuenta con cierto conocimiento
previo de la metodologia analitica.

Un protocolo, siguiendo a Willard, es la descripcion mas especifica de un método
en el cual deben seguirse -sin excepcidn- las directrices detalladas y
recomendaciones si es que los resultados deben ser aceptados para un propdsito
particular, tal como un analisis ambiental para satisfacer los requisitos de la US
EPA (United States Environmental Protection Agency).

Por otro lado, los protocolos estandarizados para pruebas fitotdxicas han sido
disefiados para utilizarse con algas, plantas vasculares acuaticas y terrestres por
diversas autoridades, principalmente durante los dltimos quince afios. Los
protocolos para plantas terrestres que han tenido mayor desarrollo en su disefo,
son aquellos que estan orientados a realizar pruebas de germinacion, elongacion
radicular y crecimiento vegetativo a nivel laboratorio, aunque todavia no han sido
utilizados ni evaluados ampliamente. Como ya se habia comentado, la mayoria de
las plantas experimentales sugeridas por estos protocolos son de interés
economico {agricultura), en especial la lechuga {Lactuca sativa), bréccoli {Brassica

oleracea), avena (Avena sativa) y la graminea Lolium perenne (Kapustka, et al,,
1998).
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De las agencias internacionales mas importantes que han disefiado por lo menos
un protocolo fitotoxicoldgico para plantas terrestres son:

La Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (US EPA)
La Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA)

La Sociedad Americana para Pruebas y Materiales de Estados
Unidos (ASTM)

La Organizacidon para la Cooperacion y Desarrolio Econoémico
(OCDE)
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2. ANTECEDENTES.
2.1 Los hidrocarburos, aspectos generales.

El carbono tiene la capacidad de formar y constituir una gran diversidad de
moléculas, muchas de los cuales representan la base de los organismos vivos. La
gran mayoria de los compuestos que contienen carbono se denominan organicos”
siendo excepcion algunas moléculas sencillas como el CO; y el CO (Morrison et
al, 1990). ‘ ‘

Los hidrocarburos son compuestos organicos constituidos por carbono e
hidrogeno. Algunos de ellos son de bajo peso molecular {metano, etano, etileno,
por ejemplo) y existen como gases en condiciones estandar de temperatura y
presién. Sin embargo, una mayor proporcion de hidrocarburos son liquidos y
solidos, ambos de mayor peso molecular. Por lo general, los hidrocarburos tienen
baja polaridad (carga eléctrica) y por consiguiente poca solubilidad en agua.
Pueden dividirse en dos clases principales:

1) Hidrocarburos alifaticos
2) Hidrocarburos aromaticos

Los hidrocarburos agrupados en la primera clase pueden ser saturados (como el
metano, figura 3a) o insaturados. Estos Ultimos pueden tener enlaces carbono-
carbono dobles (como el etileno, figura 3b) o triples (como el acetileno, figura 3c).
Los hidrocarburos saturados se denominan alcanos, los insaturados con doble
enlace son los alquenos y alquinos aquelios con triple enlace carbono-carbono.
Todos pueden existir como cadenas sencillas, ramificadas o cerradas (anillos). Los
alguenos y alquinos son quimicamente mas reactivos debido a que son
insaturados ( tienen electrones de valencia disponibles) y también pueden existir
como gases, liquidos o sdélidos segun el numero de carbonos que contengan.

Figura 3. Ejemplos de hidrocarburos alifaticos (a, b, ¢) y aromaéticos (d, e).

a b c d
i Wl H—C=m(C—H @
Metano Etileno Acetileno Benceno Benzo(a)pireno

" lo cual no significa necesariamente atribuir un caricier biogénico a estos compuestos.
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e

La caracteristica principal que distingue al segundo grupo es la presencia de uno o
mas anillos de benceno (Figura 3d) en su estructura. Los anillos de benceno son
moléculas constituidas por seis atomos de carbono (unidas en cadena cerrada,
ciclica) insaturados, en el sentido de que las valencias (cuatro) del carbono no
estan completamente utilizadas en el enlace con el hidrogeno, por lo cual siempre
existen electrones deslocalizados (desapareados) moviéndose (resonando) en el
sistema del anillo.

Los hidrocarburos aromaticos existen como liquidos o solidos Gnicamente, con
puntos de ebullicion por debajo de los 80 ° C a una atmdsfera de presion.
Presentan menor reactividad, siendo poco susceptibles a transformaciones
quimicas y bioguimicas. Cuando un hidrocarburo aromatico esta constituido por
tres o mas anillos de benceno unidos directamente (figura 3e), se dice que es un
Hidrocarburo Aromatico Policiclico (HAP), muchos de los cuales son potentes
carcinogenos y mutagenos (Edwards, 1983; Neilson,1998).

Las fuentes naturales principales de hidrocarburos son los depoésitos de petroleo y
de gas ubicados en los estratos superiores de la corteza terrestre en los cuales
predominan los hidrocarburos no-aromaticos aunque pueden contener cantidades
significativas de HAP. Una fuente importante de estos ultimos esta representada
por la combustion incompleta de otros compuestos organicos, por ejemplo, quema
de carbdn, madera (incendios forestales), combustion de gasolina en los motores,
humo del cigarro, etc.

El petrdleo.

Como ya se ha comentado, el petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos
principaimente (cuadro 2), pudiendo contener ademas derivados del azufre,
compuestos nitrogenados y metales como el fierro, niquel, cromo, vanadio y
cobalto, aunque en menores proporciones. El petréleo crudo, varia mucho en su
composicion dependiendo del tipo de yacimiento proveniente, sin embargo, en
promedio se puede considerar que contiene entre 83 y 86% de carbono y entre 11
y el 13% de nitrdgeno. Tanto mayor sea la proporcidn de carbon en relacion con el
hidrégeno, asi también sera la cantidad de productos pesados que contenga. Esto
depende de la antigliedad y de las caracteristicas de yacimiento, no obstante, se
ha comprobado que a medida que se incrementa la antigliedad del crudo posee
mas hidrocarburos gaseosos y solidos y menos liquidos entran en su composicion
(Chow, 1998). '

Ahora bien, sin duda, la Industria del Petrdlec es una industria de riesgo, puesto
que las labores y maniobras de exploracion, produccion, tratamiento,
transportacion y almacenamiento del crudo necesariamente fienen una
probabilidad asociada de sufrir fallas o accidentes técnicos y/o humanos, lo cual
es posible minimizar mas no efiminar completamente. La contaminacién del
ambiente por petroleo se ha incrementado considerablemente en la ultima década
{Chen, 1997), situacion que obedece a la gran demanda energética y tecnolégica
de este recurso.
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Cuadro 2. Constituyentes principales dei petréleo. El petréleo es una mezcla de
hidrocarburos principalmente, la cual se puede separar por destilacién en varias fracciones.
Nétese que cada fraccién continda siende una mezcla de hidrocarburos aunque dentro de
un intervalo mas definido. '

TEMPERATURA de

FRACCION DESTILACION (20 °C) NUMERO de CARBONOS
Gas Bajo 20 Ci-Cy
Eter de Petroleo ' 20 - 60 Cs—Cs
Ligroina (nafta ligera) 60 - 100 Co—C7
Gasofina Natural 40— 205 Cs— Cyo y cicloalcanos
Queroseno 175—- 325 C,2— Cyy y aromaticos
Gasdleo Sobre 275 C2 y superiores
Aceite Lubricante L:;quidos no volatiles Pzz?::;e;n:‘:;i;ifggi?cﬂ?ég:s
Asfalto o Coque de Petréleo Sdlidos no vofétﬂes . Estructuras policiclicas

Fuente: Morrison, R. & R. Boyd. (1990). Quimica organica, Addison-Wesley iberoamericana, E. U. A, 5°
edicién. :

2.2 Estudios de Fitotoxicidad de los Hidrocarburos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la cantidad de trabajos de Fitotoxicidad
que existen en la literatura comparada con la relativa a la evaluacion de la
toxicidad en animales por ejemplo, es relativamente menor aunque no
necesariamente escasa.

Dentro del marco de estudios de toxicologia vegetal, se puede apreciar que las
interacciones y efectos que tienen los hidrocarburos en las plantas han sido
estudiados de manera cualitativa y cuantitativa, abordandose desde diversos
angulos y técnicas. Entre los principales objetivos sobre los que han versado las
investigaciones realizadas con hidrocarburos y plantas se pueden mencionar:

. Evaluacion de efectos fisiolégicos, como la germinacion, crecimiento
(produccion de biomasa), elongacion radicular, contenido de clorofila,
tasa fotosintética y caracteristicas anatémicas

. Principales rutas de ingreso de los hidrocarburos (raices, tallo y
hojas) y sus mecanismos de movilidad, translocacion vy
bicacumulacion

. Identificacidon de metabolitos secundarios de degradacion: de
hidrocarburos
. Comparacion de la fitotoxicidad entre algunos hidrocarburos

"intactos" y fotomodificados por radiacion solar simulada o natural
Establecimiento de asociaciones 0O correlaciones entre
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intemperizacion-biodisponibilidad-toxicidad-biodegradacion

. Valoracion de la calidad de un suelo contaminado antes y después
de la aplicacién de algin proceso de remediacion '
. Estudio de factibilidad de la fitorremediacion y ecotoxicologia de

suelos contaminados con hidrocarburos

Resulta interesante sefalar que una mayoria significativa de dichos estudios se ha
realizado con Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP), entre ellos Naftaleno,
Pireno, Benzo(a)pireno, Antraceno, Fenantreno, Fluoranteno, Benzo(a)antraceno y
Criseno. Esto se puede explicar a la luz de la alta toxicidad, mutagenicidad y
carcinogenicidad potencial que presentan una amplia variedad de ellos y su
movilidad, persistencia y omnipresencia en el ambiente. No obstante, lo anterior
no deberia justificar la escasez de trabajos de laboratorio realizados con mezclas
de hidrocarburos (como lo es la gasolina, diesel, petroleo crudo, etc.), puesto que
por lo general no ocurre la contaminacion del suelo con un solo hidrocarburo o
fraccidn de ellos.

Un razonamiento bastante logico y comun es evaluar individual o conjuntamente -
algunos de los constituyentes mas representativos de una mezcla y en funcion de
esto asumir o extrapolar el o los efectos a la mezcla entera (Heath,1993), sin
embargo, dicho ejercicio proporciona dnicamente un estimacion aproximada
(cualitativa) y no cuantitativa de los efectos potenciales reales. Se puede ver
entonces que, la evaluacion global de la toxicidad de una mezcla no es una tarea
sencilla puesto que, entre otras cosas, en una mezcla de hidrocarburos:

. Pueden ocurrir interacciones entre los constituyentes que den lugar a
un sinergismo o antagonismo en la toxicidad total

. La volatilidad, biodisponibilidad y la biodegradabilidad diferencial de
los constituyentes, supone un cambio en el tiempo de la composicion
original y por ende, de ia toxicidad en conjunto

Algunos trabajos realizados con mezclas de hidrocarburos son los de: Dom, et al.,
2000:; Dorn,et al., 1998; Ramanathan, et al., 1996; Salanitro, et al., 1997, Bossert,
ef al.,1985., en los cuales se reportan efectos inhibitorios y en otros estimulatorios
en la germinacion, elongacion radicular y crecimiento dependiendo de la
concentracion y tipo de petroleo utilizado por cada investigador. Algunos de estos
autores también informan anormalidades anatomicas y alteraciones en la
orientacion (geotropismo) de las raices y tallos.

2.2.1 Especies Vegetales que se han Utilizado en Estudios de Fitotoxicidad
con Hidrocarburos. ' '

En la literatura revisada correspondiente a estudios de toxicidad vegetal con
hidrocarburos se puede observar una amplia variedad de plantas que se han
utilizado (cuadro 3), mostrando una sensibilidad diferencial frente a la exposicion.
Esto ha permitido, por un lado, que algunas de ellas sean susceptibles de
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utilizarse como indicadores de contaminacion por hidrocarburos, por ejemplo, la
leguminosa Vicia faba (haba) al parecer es un buen candidato (Malallah, et al,
1996). Por el otro, ha evidenciado que los procesos y factores implicados en el
ingreso vy transtocacion de los hidrocarburos (y otros xenobidticos) en las plantas
son similares, solo siendo especifico de cada especie, el metabolismo y la
fitotoxicidad (Topp, et al., 1986; Briggs et al., 1982).

Algunas de las especies (inciuyendo la anterior) que se han utilizado en pruebas
de fitotoxicidad con hidrocarburos son:

Cuadro 3. Algunas especies vegetales utilizadas ‘en pruebas de toxicidad con
Hidrocarburos.

Alliun cepa {cebolla) Lolium perenne

Anetum graveolens (eneldo) Lupinus polyphyllus (antraluz)
Avena sativa {avena) Mendicago sativa (alfalfa)
Brassica oleracea (broccoli) Nicotiana tabacum (tabaco)
Brassica napus (colza) Oryza sativa (arroz)
Capsicum annum (chile) Pisum sativum (chicharo)
Cucumbis sativus (pepino) Raphanus sativus (rabano)
Daucus carota (zanahoria) Secate cereale (ballico)
Festuca arundinacea (tall fescue) Trifolium repens (trebol)
Glycine max (soya) Triticum aestivum (trigo)
Lactuca sativa (lechuga) . Zea mays (maiz)

Lemna gibba (lenteja de agua)

Lemna minor (lenteja de agua)

De las especies que se mencionaron, algunas también corresponden a las
recomendadas por los protocolos de pruebas de fitotoxicidad emitidos por las
agencias regulatorias. Principalmente los criterios considerados en la seleccion de
-plantas-prueba estan relacionados con:

. Su importancia econdmica

. Su crecimiento rapido y ciclo de vida relativamente corto (como es el
caso de la lechuga, rabano, las leguminosas en general, etc.)

. La identificacion de sintomas o efectos de estrés muy especificos y

expeditos, de sencilla valoracion (el niumero de hojas, como indicador
de crecimiento en Lemna gibba, se considera un procedimiento -
altamente confiable y representativo para evaluar toxicidad por HAP.
Mallakin, et al., 1999)

. La existencia de una metodologia de evaluacidn especifica ya
estructurada para una planta determinada. La guia estandar para
conducir pruebas de toxicidad con Lemna gibba de la ASTM, es un
ejemplo (Wang, et al., 1995). '

En ofras palabras, la seleccion de un especie o de otra, estd orientada

principalmente en funcién de su adaptahilidad a las condiciones de laboratorio
(Kristen, et al., 1997), en un contexto ecotoxicolégico, esta prioridad ha dado lugar
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a que en ocasiones las especies evaluadas sean ajenas al ecosistema real de
interés y por tanto no sean representativas de él, pudiendo dar a interpretaciones
o estimaciones ambientales poco objetivas (Cairns, et al., 1992).

2.3 Biologia del Género Cyperus.

Se ha sefialado que en los suelos contaminados del pantano de Santa Alejandrina
Veracruz, se observa la presencia dominante de plantas que se identificaron como
especies miembros de los géneros Cyperus y Echinocloa. Algunos ejemplares de
Cyperus, como planta de estudio de este trabajo, se identificaron como Cyperus
elegans L., de acuerdo con la especialista en ciperaceas Nelly Diego-Pérez de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autonoma de México. La
taxonomia de esta especie es la siguiente: ‘

Reino Plantae
Division  Magnoliophyta
Clase Liliopsida

Orden Cyperales
Familia Cyperaceae
Género Cyperus
‘Especie C. elegans

La famitia Cyperaceae cuenta con aproximadamente 115 géneros, distribuidos en
todo el mundo y en diferentes condiciones ecologicas. Tan sélo en el Estado de
Guerrero-México, se tienen registradas 14 de ellos y 124 especies (Diego-Pérez et
al., 1997). Por lo general, los miembros de esta familia son hierbas perennes o
anuales y recuerdan por su aspecto a las gramineas. Presentan flores poco
vistosas reunidas en inflorescencias, a menudo carecen de cubiertas florales o
éstas son rudimentarias, el fruto es seco y monospermo, tallo trigono. Una
descripcion mas detallada de la familia Cyperaceae se encuentra en el trabajo de
Diego-Férez y Fonseca(1997). :

Estos mismos autores describen a Cyperus elegans como:

Hierbas perennes, cespitosas, verde glauco, de 20 a 75 cm. de alfura, viscosas. Tallos trigonos o
subcilindricos, de 1.5 a 3.5 mm de ancho en la base, estriados, glabros. Hojas de 3 a 6, septado
nodulosas, de 20 a 70 cm. de largo y 1 a 4 mm. de ancho. Subcoridceas, margenes escabridos, e
involutos, vainas color verdoso a pardo rojizo de 1.5 a 18 cm de largo, algunas veces infladas en
la base. Bracteas 3 a 5, desiguales, de 2.5 a 46 cm de largo y 1 a 4.5 ¢cm de ancho, margenes
escabridos. Inflorescencias en umbelas de espigas capitadas, de 25 a 22cmde largoy Sa 14 cm
de ancho; radios primarios 4 a10, desiguales de 1 a 12 cm de largo o ausentes, radios secundarios
2 a4 de 0.5a3cmdelargo o ausentes ; espigas de 1 a 1.8 cm de largo y ancho con 8 a 22
espiguillas. Espiguillas oblongas a lanceoladas, de 3 a 15 mm de largo y 2.5 a 4 mm de ancho, con
6 a 20 glumas; raquillas rectas , sin alas; glumas verde con manchas pardo rojizas, ovadas,
mucronadas, cuspinadas, de 2.5 a 3 mm de largo y ancho, cartilaginosas, con 7 a 9 nervios |
denticuladas hacia ef gpice; mucron de 0.2 a 0.3 mm de largo; estambres 3, filamentos de 1.5a 2.2
mm de largo, anteras de 0.5 a T mm de largo, conectivo pardo rojizo; ovario tricarpelar, estilo de
1.5 a 2 mm de largo, estigmas 3, de 1 a 1.5 mm de largo. Aquenios negros, anchamente
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obovoides, trigonos, apiculados, angulos redondeados, lados concavos, estipitados, de 1.4 a 1.8
mm de fargo y 0.7 a 1 mm de ancho, viscos0s, Hsos.

Distribucién: Sur de Estados Unidos, México (Baja California, Baja California Sur,
Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Leon,
Qaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan), América Central, Antillas y America del
Sur.

Alftitud: 0 a 100 msnm.

Tipos de vegetacién: acuatica y subacuética, zonas humedas de las siguientes
comunidades: bosque tropical caducifolio, vegetacién haléfila costera y cultivos.

Habitat: pantanos salobres abiertos, potreros estacionalmente inundables, en su
mayor parte acerca del mar (Adams,1994).

Fenologia: florece y fructifica de febrero a noviembre.
Reproduccion: principalmente por tuberculos.

El género Cyperus incluye aproximadamente 700 especies ampliamente
distribuidas en todo el mundo, tanto en habitat himedos como secos de regiones
tropicales y templadas. E! género es taxondmicamente complejo agrupando
especies con metabolismo Cz y C4 aunque predominando principalmente este
Gltimo. La apropiada clasificacion del género en subgéneros todavia es un tema
debatido (Li, ef al., 1999).

La utilizacién de caracteres anatomicos y bioquimicos para ayudar a comprender
la filogenia de las plantas es una tendencia cada vez mas acentuada en los
estudios taxonomicos, la diferenciacion del metabolismo C; y Cs ha sido
ampliamente aplicado en las gramineas y entre las Ciperaceas (Liet al., 1999,
Medina,et al., 1976)

2.4 Cyperus y el Metabolismo Cg.

Como se sabe, las plantas C4 reciben ese nombre porque el producto primario de
ja fotosintesis que realizan consta de cuatro carbonos (oxaloacetato). Este grupo
de plantas se caracteriza por una alta eficiencia fotosintética e hidrica, por su bajo
punto de compensacion de CO, y minima fotorrespiracion 1o que también se
traduce en una gran capacidad productiva (maiz, sorgo, cafia de azucar, por
ejemplo). Esto ademas les ha conferido una gran adaptacion y competitividad en
habitat secos, calidos con alta irradiacidn e inclusive pobres en nutrientes
(Salisbury, et al., 1994). Existe amplia literatura en fisiologia vegetal que se ocupa
de la explicaciéon y el analisis detallado referente a esta ruta fotosintética.
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Cabe sefalar que el metabolismo C, al parecer ha evolucionado en multiples
ocasiones y se encuentra en un amplio rango de familias de plantas vasculares.
Aproximadamente existen 8000 especies Cq comprendidas en 20 familias de
dicotileddéneas y 5 de monocotileddneas.

Ei género Cyperus (perteneciente a la clase Liliopsida, monocotiledoneas) agrupa
predominantemente especies con via Cs (> 70%), a pesar de esta dominancia, la
ruta C; se presume ser ancestral en este género . Asimismo, dado que casi el total
de las especies C3 y la gran mayoria de las C4 se encuentran en areas inundables
o muy himedas, se concluye que el metabolismo C4 evoluciond en un habitat de
estas caracteristicas dentro del género Cyperus (Li et al., 1999). Este mismo autor
plantea que la via C, junto con la alta eficiencia del uso del nitrogeno, son los
principales factores asociados a la exitosa evolucion y ecologia de las especies de
este género, por lo que no resulta sorprendente que algunas ciperaceas
comunmente sean consideradas malezas o malas hierbas de los cultivos puesto
que se trata de plantas con una gran adaptabilidad a las condiciones adversas,
tienen altas tasas de propagacién (por tubérculos con una viabilidad de hasta tres
afios) y por tanto, compiten exitosamente con las especies de interés economico.
Su control con herbicidas generalmente no es efectivo debido a que su principal
estrategia de propagacion es por tubérculos y su periodo de reproduccion dura
varios meses, por lo que la persistencia de los quimicos aplicados al suelo resulta
insuficiente para abatir la viabilidad de las dltimas plantas de la
temporada(Jansen,1971). La defoliacion tampoco es eficaz puesto que los
tubérculos quedan intactos en el suelo. Se ha visto que una medida eficiente es el
reducir temporalmente la luz disponible (ensombrecer) en los cultivos (Wills,1975).
Desde luego, esta estrategia es muy logica puesto que se trata de plantas C,, €l
costo energético de este metabolismo en comparacion con el Cs, lo excluye de los
habitat sombreados (Li et al., 1999).

Por otro lado, resulta muy razonable la idea de Grime (1982) en el sentido de que
conciuye que la mayoria de las malas hierbas que acomparian a los cultivos ya
habian evolucionado en habitat sometidos a formas "naturales” de perturbacion, lo
cual esta apoyado en el hecho de que muchas de estas malezas son comunes en
habitat alterados, en pantanos y en la orilla del mar (es decir, en ambitos con
cambios frecuentes y severos). Esta situacién, sin duda, esta representada en el
genero Cyperus y por tanto, no resulta tan sorprendente el hecho de encontrar a
Cyperus elegans, entre otras ciperaceas, en los suelos contaminados con
hidrocarburos del pantano de Santa Alejandrina, Io mismo ocurre para algunas
especies de gramineas (figura 4).
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Figura 4. Ciperaceas y gramineas en el Pantano de Santa AIejandri_na.

Foto cortesia Juan A. Zermefio

2.5 Cyperus en el Pantano de Santa Alejandrina y las Plantas Ruderales.

De acuerdo con Grime (1982), los factores externos que influyen y regulan la
cantidad de materia vegetal viva y muerta presente en. cualquier habitat,
practicamente pueden clasificarse en dos categorias:

. Las restricciones, representadas por aquellos fendmenos que limitan
la produccion fotosintética, como la deficiencia de agua, luz,
nutrientes minerales o bien la ausencia de temperatura 6ptima

. Las perturbaciones, ejemplificadas por las actividades o procesos
que ocasionan la destruccion parcial o total de la biomasa vegetal,
como los efectos de la herbivoria, la aparicion de agentes patdgenos,
condiciones  meteorologicas  extremas  (heladas, sequias,
inundaciones, huracanes, incendios, etc.), el pisoteo, sesgado, arado
y contaminacion por parte del hombre, etc.

Cémo puede verse, los limites existentes entre estas dos categorias no son
discretos ni excluyentes puesto que un mismo factor o condicion puede producir
restricciones y perturbacion, lo cual esta determinado por la severidad y/o
frecuencia con que ocurra. -
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Ahora bien, en respuesta a estas contingencias o circunstancias las plantas han
evolucionado, adoptando principalmente tres estrategias™ lo cual implico, desde
luego, cierta especializacion. Por un lado, existen las plantas con alffa capacidad
competitiva, adaptadas a explotar eficientemente condiciones de pocas
restricciones y baja perturbacion (maximizan la obtencién de recursos). Otras
plantas son tolerantes a las restricciones, es decir, son capaces de sobrevivir con
éxito en ambientes con muchas limitaciones pero reducida perturbacion
(maximizan la conservacion de los recursos). Finalmente otro tipo de piantas son
las ruderales, cuyas adaptaciones estan dirigidas hacia la sobrevivencia en
situaciones donde imperan escasos factores limitantes aunque alfa perturbacion
(maximizan su capacidad reproductiva, porque existe un alta mortatidad).
Planteado lo anterior, no resulta dificil inferir que Cyperus elegans presenta
caracteristicas de una planta ruderal.

Si bien, las plantas pertenecientes a cada especializacidn presentan respuestas y
caracteristicas particulares, unicamente se comentaran aqui aguéllas comunmente
atribuidas a las ruderales, en el cuadro 4.

" Desde luego, estas tres estrategias representan los ires extremos de especializacidn evolutiva pudiendo existir entonces

estrategras secundarias que evolucionaron en habitai con intensidades intermedias dc competencia, alteracion y
restricciones.
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Cuadro 4: Ailgunas caracteristicas de las plantas ruderales. Cyperus elegans comparte

caracteristicas de este tipo de plantas.

a) Tonnadévufa herbacea.

b)Morfologia def wvistago:  pequeiia
estatura, expansion iateral limitada.
C)Forma de la hoja: variada (a menudo
mesomorfica).

a)Longewﬁd' & la fase establecida: muy
corta.

b)Longevidad de fas fojas y raices: corta
(figura 5.)

C)Fenologia de fa fhoja: corta fase de
produccion foliar en un periodo de alta
productividad potencial.

d) Tenologia de la floracion: |as flores se
producen tempranamente en el ciclo de
vida (figura 6).

) Frecuencia de a floracion: alta.
f)®roporcion de la produccion anual destinada a
{as semiflas: grande, a expensas de una
considerable reduccion del desarrollo
vegetativo.

Q) Condicion de perenne: semillas latentes.
h)Estrategias regenerativas: banco
persistente de semillas, numerosas
semillas pequefias o] esporas,
dispersadas por el viento. Una falla en la
produccion rapida de semillas reduce la

posibilidad de rehabilitacion después de
alteracién.

I Eisiofc

a)ﬂftama tasa potencial  relativa  de
crecimiento: rapido.

b)Respuesta a  restricciones:  rapido
acortamiento del crecimiento vegetativo,
desvio de los recursos para utilizarlos en
la floracién.

C)Totosﬁztesis y obtencion de nutrientes
mierales: oportunista, coincide con el
crecimiento vegetativo.

d)Adaptaciones en  fotosintesis, nuiricion
mineral y robustez de los tefidos ante los
cambios estacionales en temperatura, luz y
suministro de humedad: desarrollo débil.

" @) Afmacenamiento de los nutrientes minerales

para la fotosintesis: confinado a las
semilla

s

Ivi
a)Grado de safor agradable para herbivoros no
especializados: variado, a menudo bajo.

Fuente: Grime, et al,, (1982). Estrategias de
adaptacion de las plantas y procesos que
controlan la vegetacién, LIMUSA, México, pp.
19-77.
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Resulta evidente entonces que, las caracteristicas de las plantas ruderales estan
asociadas a un ciclo de vida corto y con alta produccion de semilias como una
estrategia adaptativa a los ambientes rigurosamente alterados pero
potencialmente con cierta productividad, atributos que comparte Cyperus elegans
y que le confieren una capacidad de respuesta rapida y plastica, sumamente
ventajosa en circunstancias especificas asociadas a condiciones de perturbacion.

2.6 Pantano de Santa Alejandrina. Descripcion general del area.

El pantano de Santa Alejandrina representa un area de aproximadamente 76 kms?
localizada en el municipio de Minatitlan, Veracruz, al sureste de la refineria Lazaro
Cardenas.

De acuerdo con la Sintesis Geografica del Estado de Veracruz (1986) éste ultimo
se localiza en la porcion oriental del pais, entre los 17° 03" 56" y los 22° 27' 18" de
latitud Norte y entre los 93° 36’ 13" y 98° 36' 00" de longitud Oeste. Por e! Norte
limita con Tamauiipas, al Este con el Golfo de México, al Oeste con San Luis
Potosi, Hidalgo y Puebla, al Sur y Suroeste con Oaxaca y al Sureste con Chiapas
y Tabasco. La extension que comprende es de 72,410. 05 Kms?, 4rea que lo situa
en el décimo lugar con respecto a las demas entidades de la Republica Mexicana.

La division municipal del estado de Veracruz desde 1940 hasta nuestros dias ha
experimentado pocas variaciones ya que en mas de cuatro décadas se han
creado solo seis municipios adicionales y ninguno ha desaparecido. EI municipio
108 corresponde a Minatitlan, cuya superficie es de 3092. 64 Km®. Los climas
calidos humedos y los subhtimedos son los que comprenden una mayor area,
aproximadamente un 80% del territorio veracruzano. La temperatura del mes mas
frio es superior de los 18 °C y la media anual es mayor de 22 °C.

De los climas calidos humedos se distinguen dos tipos: fos abundantemente
lfuviosos en verano y los lluviosos todo el afio. El municipio de Minatitlan esta
comprendido en la region del primer tipo.

Dentro. de los tipos de vegetacién que se desarrollan en el estado, en orden
decreciente de abundancia se encuentran: selva alta perenifotia, baja caducifolia y
- mediana subperenifolia; bosque mesdfilo, manglar, sabana, bosques de pino-
encino, de encino-pino y de pino; tular, palmar, popal, vegetacion de dunas
costeras y matorral con izotes.
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Figura 5. Pantano de Santa Alejandrina. Obsérvese la gran produccién de materia seca,
caracteristica muy coman entre las plantas ruderales, rasgo que parece facilitar la
conclusion rapida del ciclo de vida y maximizar la produccion de semillas (Grime, 1982).
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Figura 6. Ejemplar de Cyperus elegans (a partir de semilla} de aproximadamente 90 dias de
edad. Noétese la cantidad considerable de inflorescencias producidas. En las plantas
ruderales la floracion ocurre tempranamente.
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Al sur de MinatittAn se encuentran comunidades secundarias principalmente
arboreas, en su mayoria forman un mosaico con pastizales cultivados y agricultura
temporal o némada. La precipitacion pluvial varia entre tos 1500 y los 4500 mm
anuales y la temperatura anual entre 24 y 26 °C. La estacion climatoldgica 51
ubicada en Minatitlan aporta los siguientes datos (véase también anexo 1):

Cuadro 5. Datos climaticos registrados en la Estacion Climatolégica 51, ubicada en Minatitlan,
Veracruz .Dependencia: Servicio Meteoroldgico Nacional, clave DGGTENAL 30-066. Clave Estado: 30
{Veracruz}.

TEMPERATUR SN . PRECIPITACION
e o mm
Media Media | N . M Ao, T
Mensual | Mensual %ﬁgﬁ Nf::’r:,o Ao | Aﬁg:g? Afo ’ng:;
més.alfa | mas baja | ' £ .
28.72 23.02 2610 | 385470 | 1933 | 15245 | 1950 | 2409. 43

Fuente: Carta Hidrologica de Aguas Supefficiales. (1988). Hoja Villahermosa, escala 1. 1,000,000, INEGI,
México.

El area de interés se ubica en el margen derecho del rio Coatzacoalcos, con una
elevacion aproximada de 5 metros sobre el nivel medio del mar. Sus coordenadas
geograficas son: 17° 59" 50" latitud Norte y 94° 30" 00" longitud Oeste (véase
anexo 3). El periodo del afio en el que se registran las mayores lluvias comprende
los meses de julio a septiembre, la precipitacién pluvial media anual es de 2000 a
2500 mm. El rio Coatzacoalcos es la principal corriente que drena el area de
estudio, moldea la planicie costera con infinidad de meandros, transporta los
materiales de las lomas y crea llanuras de inundacion y zonas pantanosas.

El pantano de Santa Alejandrina se encuentra afectado por la disposiciéon de
hidrocarburos y algunos derivados de éstos, en este sentido, Petroleos Mexicanos
(PEMEX) ha realizado esfuerzos importantes para la mitigacion y saneamiento del
mismo. Los resultados analiticos obtenidos abarcan el 71% del total de pantano en
donde el 85% de las muestras colectadas contienen menos del 35% de
Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP). Se reporta que no existe un grado
significativo de contaminacion por metales en el area y por tanto la contaminacién
es solo debido a la presencia de hidrocarburos.

El tipo de suelo de esta zona se clasifico como "migajon arcillo-limoso”, por lo cual
existe una tendencia a compactarse conforme aumenta el grado de
contaminacion, eso explica el predominio de los hidrocarburos en la superficie.
Considerando la distribucion de la concentracion de hidrocarburos por
profundidades, se observa que no existe infiltracion significativa de éstos ya que

aproximadamente el 90% de los mismos se encuentra dentro de los primeros 25
centimetros de profundidad.
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3. Justificacion
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3. JUSTIFICACION.

La utilizacion de plantas y microorganismos para degradar o disminuir la
concentracion de hidrocarburos en suelos contaminados se ha considerado como
un procedimiento de menor riesgo para e! ambiente y econdmicamente mas
competitivo, comparado con ofros tratamientos. '

Se han realizado estudios experimentales aunque no suficientes, cuyos objetivos
fundamentales han versado en torno a los impactos que presentan los
hidrocarburos en las piantas y el suelo, paralelamente también, a la busqueda,
determinacién y comparaciéon del potencial que poseen diferentes especies de
plantas para degradar y/o metabolizar hidrocarburos, pudiendose establecer de
esta manera criterios de eficiencia que permitan en un momento dado seleccionar
las especies que sean optimas para la fitorremediacion de suelos contaminados.
Los ejemplares vegetales estudiados para ambos casos han sido de amplia gama
de caracteristicas: anuales, perennes, monocotileddoneas, dicotiledoneas, de
sistema radicular primario o fibroso, estacionales, cultivadas o malezas.

El paniano de Santa Alejandrina, area de 76 Km? aproximadamente localizada al
sureste de la refineria Lazaro Cardenas en Minatitldn Veracruz, ha sido afectada
por la disposicion de hidrocarburos y algunos derivados. Petroleos Mexicanos
(PEMEX) ha realizado esfuerzos importantes para la mitigacion y saneamiento del
mismo conjuntamente con la participacion del instituto Mexicano del Petroleo (1. M.
P.) e Instituciones de Educacion Superior como la Universidad Autonoma
Metropolitana, Unidad Iztapalapa (UAM-|).

Dentro del marco del proyecto del pantano de Santa Alejandrina se contempla la
utilizacion de tecnologias combinadas entre las que destaca ia Fitorremediacion.
Esta Gltima se considera plausible de aplicar debido al hecho de que se han
encontrado e identificado especies vegetales locales (entre ellas las ciperaceas y
las gramineas) resistentes a las condiciones actuales que imperan en el pantano y
se ha evidenciado que tienen un efecto estimulante sobre las comunidades
microbianas del suelo, principalmente aquellas involucradas en la degradacion de
hidrocarburos y en los ciclos del carbono. En este sentido, el conocimiento y
determinacién de la fitotoxicidad potencial de los hidrocarburos resulta
indispensable para obtener un panorama predictivo y un parametro de referencia
cuantitativo para orientar y aplicar eficientemente la fitorremediacién del suelo,
proceso cuyo éxito’ depende prioritariamente de que los contaminantes estén
presentes en el sitio a niveles no fitotoxicos.

Por otro lado, la informacion generada a través de la realizacion de bioensayos de
fitotoxicidad con hidrocarburos contribuye, dentro de un contexto ecotoxicologico,
al establecimiento de ciertos criterios analiticos dirigidos y aplicados a vislumbrar
los posibles impactos, peligros o riesgos potenciales al ambiente (bidtico y
abidtico) originados por la contaminacidon del sueilo con estos compuestos
organicos y, en esa medida también, puedan ser considerados en una legislacion
ambiental de vanguardia la cual permita prevenir que dichas sustancias alcancen
niveles toxicos o dafiinos o bien, minimizar sus efectos.
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3. Objetivos.

General.

. Evaluar el potencial fitotoxico que presenta el suelo contaminado con
hidrocarburos del pantanc de Santa Alejandrina, a través de bioensayos de
germinacion, elongacion radicular, crecimiento y contenido de clorofila, en
la especie Cyperus elegans, nativa de ese lugar.

Especificos.

) Realizar la caracterizacion basica de las propiedades fisicas y quimicas de
las muestras de suelo del area de estudio, asi como la cuantificacién y el
fraccionamiento de los hidrocarburos contenidos en las mismas.

o Comparar el grado de toxicidad que generan los hidrocarburos a diferentes
concentraciones en los parametros fisiolégicos mencionados de Cyperus
elegans. '

o Determinar la curva doésis-respuesta correspondiente a cada parametro,

calculando la concentracion que indujo un 50% de efecto (ECsp), asi como
el Valor Minimo con Efecto y el Valor Maximo sin Efecto.

. Valorar la respuesta de Cyperus elegans a los hidrocarburos y su
factibilidad de uso para la fitorremediacion del pantano, asimismo indagar
su posible potencial como bicindicador de contaminacidn por hidrocarburos.
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5. Hipétesis.

Si bien la susceptibilidad .frente a las sustancias toxicas varia con la fase del
desarrollo en la que se encuentra un organismo, siendo maxima en la fase
embrionaria, larval y senil, en las plantas se ha observado que la etapa
germinativa no resulta ser considerablemente vulnerable o susceptible a las
sustancias toxicas:

a) muchas sustancias quimicas no logran atravesar la testa de la semilia.

b) durante la’ germinacién, el embrién reanuda su desarrollo y crecimiento por
asimilacion de reservas almacenadas internamente en la semilla, por tanto, se
encuentra aislado, en cierto sentido’, del medio externo.

Con base en lo anterior puede suponerse que, por un lado, la naturaleza hidrofoba
de la mayoria de los componentes del petrdleo no lograran atravesar la testa
(hidrofilica) de la semilla y por tanto no afectaran al embrion ni a la germinacion,
por el otro, no podria descartarse la posibilidad de que las propiedades hidrofilicas
y de permeabilidad de la testa pueden resultar afectadas y consecuentemente
reflejarse en una hidratacion incompleta de la semilla (lo cual no activaria la
germinacion}, o bien, un intercambio de gases ineficiente (situacion que impediria -
la respiracion adecuada del embridon), efectos que estarian relacionados de
manera directamente proporcional a la concentracion de los hidrocarburos en el
suelo. ‘

Ahora bien, se sabe- que el desarrollo y crecimiento del sistema radicular y aéreo
(tallos y hojas) de una planta necesariamente es el resultado de procesos
conjuntos de proliferacion, elongacion y diferenciacion celular, ademas de estar
regulados hormonalmente. Asimismo, las raices, tallos y hojas de una planta
representan Grganos expuestos, mas vulnerables por ende, a la influencia de las
sustancias quimicas externas. En este sentido, puede inferir entonces que el
efecto de los hidrocarburos en estos dos parametros (crecimiento y elongacion
radicular) estara relacionado proporcionalmente a su concentracion en el suelo
puesto que: :

. A mayor concentracion de ellos, por su naturaleza hidrofoba e
impermeabilidad al oxigeno, pueden agudizarse condiciones de
hipooxigenacion en el suelo lo cual se reflejaria adversamente en el
crecimiento generalizado de la planta (incluyendo a las raices, desde
luego)

. Las hormonas de! crecimiento (como las auxinas) generan efectos

" En respuesta a la hidratacion (Imbibicién) de 1a semilla ¢! embridn se activa, su metabolismo (reducide hasta cste
momento) se modifica y no continda siendo anaerobio puesto que ya se detectan reacciones del ciclo de Krebs y cadena
respitatoria. Por lo cual 1 testa debe ser caracteristicamente permeable al agua y gases como el O,, CO,, cte. (Salisbury.
1994).
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antagonicos  dependiendo de su  concentracion: bajas
concentraciones estimulan el crecimiento, altas concentraciones lo
inhiben (Salisbury, 1994). Se ha observado que algunos de los
componentes del petrdleo o sus productos de degradacion exhiben
estructuras quimicas y efectos similares a estas hormonas (Bossert,
et al. 1985; Salanitro, 1997) por lo cual, a concentraciones mayores
de HTP posiblemente se incrementara la probabilidad de que dichos
compuestos ejerzan efectos analogos a estos fitorreguladores.

El contenido de clorofila, por su papel tan importante en la fotosintesis,
conceptualmente representa un parametro de referencia sensible que puede
evidenciar el estado fisiologico de la planta frente a una condicion de estrés
(Salvetat, 1998). Autores como Huang (1996) han reportado reduccién en el
contenido de clorofila como respuesta a la exposicion por hidrocarburos, iuego
entonces al incrementar la cantidad de hidrocarburos presentes en el suelo se
esperaria inducir un estado alterado que podria reflejarse en un contenido de
clorofila menor en las plantulas de Cyperus elegans. '
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6. Material y Método.

El desarrolio de los objetivos planteados implico una distribucion de las actividades
a realizar en tres partes o fases principales:

. Analisis basico de las propiedades fisicas y quimicas del suelo
utilizado, asi como la cuantificacion y el fraccionamiento de los HTP
contenidos en él

. Montaje y seguimiento de las series experimentales de exposicion de
las plantas Cyperus elegans a los hidrocarburos para evaluar su
respuesta fisiologica con los pardmetros mencionados

. Andlisis estadistico de los resultados

Estas labores se llevaron a cabo de manera secuencial o paraiela dependiendo de
la codependencia que existiera entre ellas para efectuarse (véase diagrama de
flujo, cuadro 6).

Como punto de partida se determino el indice de germinacion (IG) de las semillas
obtenidas de varios frutos de un ejemplar de Cyperus elegans colectado en el area
de estudio, mismo que se utilizd como fuente Unica de semillas en el transcurso
del trabajo. Se montaron (por triplicado) 6 series de prueba para comparar la
fitotoxicidad de los hidrocarburos, incluyendo en cada una por lo menos cinco
concentraciones diferentes adicionando un control y un testigo. Se evalu6 el indice
de germinacién, elongacion radicular y crecimiento {este Ultimo expresado en
altura de la parte aérea y biomasa en peso seco) correspondientes. El contenido
de clorofila se determino Gnicamente en las Gltimas tres series.

Las respuestas observadas y analizadas estadisticamente de la serie anterior se
utilizaban como referencia y criterioc para establecer las concentraciones de’
hidrocarburos para la siguiente serie. Los procedimientos, pautas y condiciones
experimentales para realizar las pruebas mencionadas se basaron
preferentemente en lo recomendado por el protocolo OCDE No. 208, propuesto
por dicha agencia internacional, debido a que se consideré mas adecuado y
veridico en cuanto a las condiciones de exposicion. Solamente se realizd una serie
experimental bajo los estatutos del protocolo EPA - OPPTS 854.200.

La preparacion y calculos de las concentraciones de suelo contaminado para
conformar las series experimentales implico la extraccion y cuantificacion previa
de los hidrocarburos totales del Petroleo (HTP) contenidos en las muestras de
suelo problema y testigos.

El tratamiento estadistico de los datos de la respuesta de las plantas a los
hidrocarburos' comprendié el analisis de varianza (ANOVA) y regresién lineal,
utilizando para ello el paquete estadistico SPSS® v. 7.5 y Microsoft® Office Excell
respectivamente.
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Cuadro 6. Diagrama de flujo del método propuesto y seguido para desarrollar los objetivos
planteados. Véase mas informacion en texto.

Muestras de suelo

contaminado del area

Fraccionamiento
de los
hidrocarburos
presentes

de estudio
Cuantificacion
del Analisis basico de sus propiedades
contenido de fisicas y quimicas
HTP

Determinacion del Indice
de Germuinacidn de las
semillas de Cyperus
elegans a utilizarse

Pruebas de fitotoxicidad de

los hidrocarburos

(6 series)
Protocolo de pruecba EPA- Prc()_)rc():cgg 133 leggba
OPPTS 850.4200 Sde 6 iy
{1 de 6 series) (3 de 6 serics)

Elongacion S - Prod_uccxon
Radicular Germinacidn Crecimiento de biomasa

€1 peso seco

Cuantificacion de Clorofila
(3 de 6 series)
"y Analisis estadistico
Regresion :
lineal de resultados ANOVA

Establecimienio de relacion
dosis- respuesta

Establecimiento de diferencias
significativas entre los lotes
experimentales
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A continuacion se describiran los procedimientos técnicos y analiticos utilizados
para desarrollar los objetivos que se plantearon.

6.1 Extraccion de los Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP).

El suelo utilizado durante los experimentos se colecté directamente del pantano de
Santa Alejandrina. El personal del Instituto Mexicano del Petroleo (1. M. P.) tomo
muestras del horizonte superficial del suelo (25 cm. de profundidad aprox.) en
areas visiblemente contaminadas y en superficies sin contaminar. Los suelos se
mantuvieron en un cuarto frio y oscuro a 4°C para reducir la actividad biologica. Se
realizo la extraccion (por triplicado) de los Hidrocarburcs Totales del Petroleo
(HTP)" en ambas muestras con la finalidad de conocer su concentracién
correspondiente, para lo cual se empled la técnica de Extraccion Soxhiet™ para los
suelos contaminados y la técnica de Agitacion® para los suelos "limpios™. Sin
embargo esto no significa que ambas metodologias sean especificas para cada
caso, pueden ufilizarse indistintamente, obteniendo eficiencias de extraccién
similares aunque en tiempo y costo diferentes. Para una interesante discusién y
analisis comparativo con respecto a la eficiencia, ventajas y desventajas de ambas
técnicas véase el trabajo de Schwab, y colaboradores (1999).

6.1.1 Extraccidn por Soxhlet.
La extraccion por soxhlet de los hidrocarburos se describe continuacion:

El suelo contaminado previamente almacenado en oscuridad y a 4°C
aproximadamente, se tamizd con una malla No. 10 (tamafio de apertura 2 mm.).
Una muestra del suelo tamizado (> 5g) se colocd en el interior del dedal de
extraccion correspondiente, anadiendo 500 mg aproximadamente de sulfato de
sodio anhidro (NaSQ,, Baker Analyzed®) e insertando una porcién suficiente de
fibra de vidrio a manera de tapén (figura 7). El dedal preparado de esta manera se
coloco en el interior del extractor soxhlet, este Ultimo acoplandose en su extremo
superior al condensador Allihn conectado a un recirculador refrigerante. En su
extremo inferior se posicioné un matraz bola de 250 ml conteniendo 100 mi de
tetracloruro de carbono (C-Cls, Merck®). Una vez ensamblado todo el sistema
(figura 7) se encendio la parrilla eléctrica y el recirculador y se ajustd el nivel de
potencia a 7 (de 10). La temperatura suministrada permitia un ciclo de reflujo del

* Los HTPs sc refieren a la cantidud conjunta de hidrocarburos saturados, insaturados, mono y poliaromaticos que
contienc una muestra determinada. Representa una medida tipica y estdndar de cuantificacion de hidrocarburos (Heath.
etal,, 1993:Chen0, 1997).

" La extraccién soxhlet s un protocolo aceptado para la remocién de compuestos argdnicos no voldtiles y semi volatiles a
partir de matrices solidas (suclo, sedimento, residuos granulares etc.), ¢l cual fue esbozado por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (US EPA), método 3540 A (Schwab, er.«f, 1999), véase también ¢l método estandar D
5369-93 de la ASTM.

* La técnica de agitacidn cs un procedimiento muy empleado también para la extraceién hidrocarbures, sin cmbargo no
existe un protocolo estandarizade especifico. Por to cual, €5 comuin observar en los trabajos publicados que cada autor
reporta y sugiere sus condiciones, por e¢jemplo el tiempo ¢ intensidad de la agitacion, El IMP desarrolié un méiodo
estandarizado de use inlerno a este respecto (método IMP-QA-620).
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solvente (C-Cly) de aproximadamente diez veces por hora (1 ciclo por cada ©
minutos), que es lo recomendado. El tiempo de extraccion consistié de 18 horas.
Una vez finalizado el periodo de extraccion, se permitid el enfriamiento del
extracto (conteniendo los HTP) y se colocdé en un matrdz aforado de 100 ml,
aftadiendo C-Cl, limpio (aforando) cuando fuera necesario.

Figura 7 . Representacion esquematica de la preparacion de la muestra en el dedal de
extraccion (A). Sistema de Extraccidon Soxhlet montado completamente (B).

Dedal de Extraccion \

Liquido refrigerante
Fibra de Vidrio

Condensador Allibn
Na SO, (500mg aprox.)

Muestra de
suelo (> 5g)

Extractor Soxhlet

Matraz bola de 250ml

Parrilla elécirica

6.1.2 Extraccion por Agitacion.

La extraccion por agitacion de los hidrocarburos, se realizd segun el método IMP-
QA-620 y se describe a continuacion:

Del suelo limpio tamizado (malla 10) y conservado en oscuridad a una temperatura
aproximada de 4°C, se tomo una muestra de 70 g (Balanza Mettier® PE- 400) y se
puso a secar en una mufla a 110 °C por 3 horas. Transcurrido este tiempo se
pesaron 10 g de suelo en un matraz Erlen Meyer de 250 ml y se agregd 1 g de
sulfato de sodio anhidro (Baker Analized®), 1 g de Silica gel ( Baker Analized®) y
50 m! de tetracloruro de carbono (Merck® ). Posteriormente se colocé en un
agitador mecanico (Junior Orbit Shaker, Lab-line Instruments, Melrose Park,
lllinois) a 1400 rpm, por 30 minutos. A contlnuamon se separo la fase organica y
se transfirid a través de papel! filtro (Whatman No. 1) a un matraz volumétrico de
100 ml. Se lavé el papel filtro con C Cly hasta el aforo del matraz.

53



-

Material v Método

6.2 Cuantificacion de los HTP por espectrofotometria infrarroja.

El analisis cuantitativo de los HTP de los extractos obtenidos a partir de ios suelos
del pantano se realizaron por espectrofotometria infrarroja®, utilizando para ello un
espectrofotometro Buck Scientific, Inc. modelo 500 (anexo 2b) y realizando las
diluciones necesarias de los extractos para obtener absorbancias entre 0.2 y 0.8
en la zona de 2930 cm™' (Numero de onda comnmente empleado para cuantificar
HTP, Schwab, 1999). Una vez tomadas las lecturas dadas por el equipc se
interpolaban y ubicaban dentro de la curva estandar correspondiente (anexo 2a) y
se calcularon ias concentraciones en partes por millén (ppm) de fos HTP con base
en la siguiente formula:

C. Ve F
Hidrocarburos Totales (en ppm) = : (1)
Gs

donde:

C = concentracién en ppm dada por el FT-IR.

Ve = volumen del extracto de tetracioruro de carbono.
F = factor de difucion.

Gs = gramos de sedimento utilizado en la extraccion.

6.3 Técnicas para la Caracterizacion de Suelos.

Las técnicas utilizadas para la caracterizacion fisica y quimica de las muestras de
suelo del pantano de Santa Alejandrina se describen a continuacion:

6.3.1 Analisis de textura.

La textura de los suelos se determindé segun la metodologia desarroilada por
Bouyoucos (1962). Este método es empleado cominmente para la determinacion
de texturas, principalmente esta fundamentado en el célculo de la velocidad de
sedimentacion de las particulas de suelo basandose en el principio de la ley de
Stokes la cual establece que "la densidad de una solucidon acuosa en reposo varia
directamente con la cantidad de particulas en suspensiéon que se van asentando
de acuerdo a su diametro y al tiempo transcurrido”.

" ta cual se basa en ¢l andlisis y distincion de los modos vibracionales y rotacionales de torsion y flexién de los dtomos en
una molécuia, permitiendo identificar v cuantificar de una manera bastante rapida el contenido de una muestra. Desde
luego, el espectro de absorcidn de la sustancia de interés debe ubicarse dentro de la region del infrarrojo no asi el espectro
del solvente en el gue estd contemida, ¢l solvente debe ser wransparente en esta region. Una sustancia sc considera
transparente si ta transmitancia es del 75% o mayor (Wiltard, es a/. 1998). Este método es muy utilizado en la Industria del
Petroleo para andlisis y cuantificacion de hidrocarburos y metales (Navarrete, etal. 1996).
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Los reactivos utilizados fueron los siguientes:

. 100 mi de una solucion de Metasilicato de Sodio anhidro (Na,SIO;
9H,0 ) al 5%

) Solucion de Oxalato de Sodio (COOONa);) anhidro, 100 ml.

. Solucion de Perdxido de Hidrogeno (H20»), 100 ml. La cual se
conservo en refrigeracion previo a su utilizaciéon

Una vez preparados los reactivos se procedio a tratar 100 g de suelo de cada
muestra” con 30 mt de la solucién de HyO» permitiéndose secar durante 24 horas
en una mufla a 80 °C. A continuacion se pesaron 50 g de suelo y se colocaron en
un vaso para agitador mecanico, agregando 5 ml de la solucion de Na,SIOs 9H,0
y 5 ml de (COOONa),) . Una vez realizado esto se aforé con agua corriente hasta
la segunda ranura del vaso y se agité la muestra preparada durante 10 minutos en
el agitador mecanico (batidora Oster®). Posteriormente la muestra se transfirio a
una probeta de 1000 ml aforandose con agua. Se agitd manualmente por un
minuto en la probeta, se reposo 40 segundos y se tomé la primera lectura con el
hidrometro asi como la temperatura. La segunda lectura con el hidrometro y el
termadmetro se realizd transcurridas 2 horas de reposo de la solucion. '

Con los datos obtenidos se calculd el porcentaje de limos y arcillas
correspondiente, empleando para ello las formulas siguientes:

primera lectura dada por el hidrémetro
% de limos + % arcillas = : x100 ....(2)
g de suelo

% de arenas = 100 -- ( % de limos + % de arcillas)  .........cccoiviivieee {3)

segunda lectura dada por el hidrémetro
% de arcillas = x 100

g de suelo

% de limos = ( % de limos + % de arcillas) - % de arcillas  .........c..ccccooiviieeeeee (5)

Agregando 0.2 a las lecturas de densidad por cada grado centigrado después de
20. Con los porcentajes obtenidos se determind la clase textural que ie
corresponde ai suelo de acuerdo al triangulo de texturas (figura 8).

" Suelo previamente seco y cernide con un tamiz de malta (0.
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Figura 8. Trianguio de texturas que contempla la clasificacién de los suelos en 12 clases diferentes.
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6.3.2 Analisis pH.

El metodo potenciométrico o efectrométrico para medir el pH de suelo es el mas
utilizado en los laboratorios, fue desarrollado por Bates, 1854 y Willard, Merri,
Ran, 1958 (Chapman, et a/ 1979).

La determinacion de pH de los suelos se realizo por triplicado, colocando 10 g de
suelo en un vaso de precipitados de 150 mi, al cual se agregé 25 ml de agua
destilada y posteriormente se agitdé manualmente por 30 segundos. A continuacion
se reposo el contenido por 30 minutos y se introdujo difrectamente en la solucion el
electrodo del potenciometro (previamente calibrado) anotandose la lectura
correspondiente.

6.3.3 Analisis de Materia Organica.

Para la determinacion de la materia organica se tomd como referencia el método
de Walkley-Back. Se prepararon los S|gmentes reactivos;

. Dicromato de Potasio 1.0 N
. Acido Sulfurico concentrado
¢ Acido Fosférico

. Sulfato Ferroso 0.5 N

. Bariosulfato de difenil amina

Una vez preparados los reactivos se procedid a colocar 0.5 g de suelo seco y
tamizado con malla 10 en un matraz erlenmeyer de 250 ml al cual se le agregd 5
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ml de dicromato de potasio 1 N y 10 ml de acido sulfurico concentrado, este ultimo
resbalandolo cuidadosamente por las paredes. A continuacion se agitd por un
minuto y se reposd por 30 minutos. Transcurrido este tiempo se adiciond al matraz
100 ml de agua destilada, 5 ml de acido fosforico y cinco gotas de indicador de
bariosulifato de difenil amina. La muestra preparada se titulé con sulfato ferroso 0.5
N. Al titular se observé un cambio de color azui turbio, a partir de ese momento se
esper¢ el viraje con una gota a un tono verde brillante o botella, que indica el
punto final. Con la finalidad de calcular el factor de correccién en el andlisis, se
procedid a realizar un blanco consistente en desarrollar los mismos
procedimientos anteriores en un matraz sin muestra de suelo. El porcentaje de
materia organica se calculd segun la siguiente férmula:

5--{mlde FeS5O,x N x Fc)
% M. O. = -—- X.69 e {6)
g de muestra

Donde:
5 = mi de dicromato de potasio agregado.
N = normalidad del sulfato ferroso.
Fc = factor de correccion.

. 69 = constante de Jackson.

10

mi de FeSQ, gastado en el blanco
El analisis de materia organica de cada muestra se realizo por triplicado.
6.3.4 Analisis de Porosidad, Densidad Real y Aparente.

Para el analisis de la densidad real de tas muestras de suelo se procedid
primeramente a registrar el peso de un matraz aforado de 25 ml (vacio), al cual se
agregaron 5g de suelo (seco y tamizado, malla 10) y 8ml de agua
aproximadamente con una piceta, esto Ultimo con la finalidad de evitar mojar
externamente el matraz. A continuacién se realizé un movimiento de rotacién
suave para desalojar el aire contenido y se permitié reposar durante 15 minutos.
Transgurrido este tiempo se aforo el matraz con agua y se registré su peso
correspondiente (balanza Mettler® PE-400). El matraz utilizado se enjuago y seco,
empleandose nuevamente ahora para obtener su peso aforado con agua
destilada. Con los datos obtenidos se calculd la densidad real segtin la formula:

s
Densidad reafl (g/cms) =

(S+A) — (M)

Donde:
S = peso de suelo {5 g), M = peso de la mezcla de suelo + agua hasta ef afore.
A = peso del agua sin matraz.
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La densidad aparente se determiné registrando primero el peso de una probeta de
10 ml vacia, a la cual se le agregd un volumen de 10 ml de suelo (seco y
tamizado, malla 10). La probeta con el suelo se golped ligeramente contra un
lienzo sobre la mesa de trabajo por 5 veces, con la misma intensidad. El volumen
del suelo se ajustd nuevamente a 10 mi y se tomé el peso de ia probeta con el
suelo. Con los datos obtenidos se calculd la densidad aparente segln la formula:

peso neto del suelo

Densidad aparente (g/cm®) =
volumen

Una vez obtenidos los valores de la densidad aparente y real de cada muestra se
calculo la porosidad, a partir de la siguiente férmula:

Porosidad = [ 1 -- ( densidad aparente / densidad real ) |

6.4 Fraccionamiento de los Hidrocarburos Contenidos en las Muestras del
Suelo Contaminado.

El procedimiento para el fraccionamiento de los hidrocarburos se basod
principalmente en lo sugerido y recomendado en los trabajos de Later, et al.
(1981) y Wang, et al. (1994). La proporcion y andlisis de cada fraccion de
hidrocarburos obtenida se calculé gravimétricamente con respecto a los HTP. La
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas resulta una
herramienta excelente para el analisis cualitativo y cuantitativo de las fracciones.
El analisis gravimétrico es una alternativa menos precisa aunque no por ello
menos confiable, suficiente en este caso, para los fines que se pretenden.

Los procedimientos realizados se efectuaron por triplicado y se describen a
continuacion:

Nota: Debido a que los cilculos de las proporciones de cada fraccion se determinaron gravimétricamente,
todos los matraces bola y frascos utilizados para contener los extractos y las fracciones de hidrocarburos
fueron lavados, secados y mantenidos a peso constante, esto ltimo implico rectificar su peso inicial varias
veces antes de ser empleados, mantenerlos en un desecador y utilizar guantes o pinzas para su manejo.

1. A las muestras de suelo contaminado (secas y tamizadas con malla 10) se
les extrajo los hidrocarburos por soxhlet. El tetracloruro de carbono del
extracto se evapord con un rotavapor (Blichi® R-124,Switzerland) a 60 rpm
y 60 °C. : _

2. Una vez realizado esto, el matraz bola de 250 ml (conteniendo el extracto
seco) se pesd y se restd su peso original inicial vacio (P, - P4). La
diferencia entre ios pesos representa los HTP.

3. El matraz conteniendo los HTP se lavo y filtrd (papel filtro Whatman® No.
42) su contenido con 20 ml de pentano, transfiriéndose a un frasco
pequeno y permitiéndo evaporar a temperatura ambiente por [0 menos 48
horas hasta alcanzar su peso constante definitivo. Posteriormente se resto
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peso original del frasco vacio (P2-P,). La diferencia entre los pesaos
representa la fraccion de asfaltenos”.

4. Al frasco conteniendo los asfaltenos se le agregd 0.2 g de Silica Gel tratada
y activada previamente® mas 1ml de hexano. La pasta formada se agrego a
una columna cromatografia preparada con antelacién* eluyendo con 11 ml
de hexano. El eluato se colectd en otro frasco, permitiéndose evaporar (48
horas a temperatura ambiente). Se determiné el peso constante del frasco y
se sustrajo su peso neto (vacio). La diferencia entre los pesos (o peso

" residual} representa la fraccién de hidrocarburos alifaticos.

5..Una vez que el eluato anterior fue colectado, se agregé a ta columna 12 ml
de una solucion 1:1 de hexano-benceno. El eluato se recuperd en otro
frasco, evaporadndose por 48 horas y realizando el mismo procedimiento
sefalado para los hidrocarburos alifaticos. La diferencia entre los pesos
representa una primera fraccion de hidrocarburos aromaticos.

6. A continuacién se agregaron 12 ml de benceno. La diferencia entre los
pesos (P,-P+) representa la segunda fraccién de hidrocarburos aromaticos.

7. Colectado el eluato anterior se adicionaron a la columna 12 mi de una
solucion 1:1 de acetona-metanol para eluir y colectar la primera fraccion de
hidrocarburos polares.

8. Por ultimo se eluy6 con 12 ml de tetrahidrofurano la segunda fraccion de
hidrocarburos polares.

Asumiendo que el peso de los HTP representa la suma de los pesos de cada
fraccion, se procedi6é a calcular la parte proporcional (en porcentaje) que aporta
cada una de las diferentes fracciones en el contenido neto de los HTP de las
muestras.

6.5 Protocolos de Prueba Utilizados para la Evaluacién de la Germinacion,

Elongacion Radicular y Crecimiento. Comentarios y Modificaciones para este
Estudio.

Los procedimientos técnicos y analiticos para evaluar la germinacion, elongacion
radicular y crecimiento se sustentaron principalmente de acuerdo a lo especificado
en los siguientes protocolos:

" Asfaltenos, representados por la fraccidn policiclica de alto peso molecular de los crudos en las que se incluyen atomos
de'N, Sy O. Por lo gencral constituyen entre ¢l 10 v ¢l 30% de los TPH. (Ramirez, 1998).

" La Silica Gel (malla 170-200, poro de 154 Amsirongs) sc lavd en una columna de 90 x 4 cm con acetona, hexano v
diclorometano (250ml de cada reactive). Posteriormente se realizd ¢! secado de 1a misma a 40-50°C por 10 horas en una
estufy con salida para vapores. Una vex scea, se activd a 180 °C durante 20 horas en un recipiente extendido con una
cubicrta holgada de papel aluminio.

* Columna cromatografica con llave de tefién v con fibra de vidrio en ef fondo se enjuago con metanol, hexano vy
diclorometano, permitiéndose secar, Se agregd 15 mi de hexano para posteriormente incorporar lentamente 3g de Silica
Gel activada y 500 mg aproximadamenic de Sulfato de Sodio Anhidro (NaSO,) evitando en todo momento la formacién
de burbujas. A continuacién se drené la columna hasta milimetros antes de el area superior ocupada por ¢l NaSO, esto
tltimo con la finalidad de mantener hameda la columna.
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. Prueba toxicologica de germinacion y elongacion radicular
OPPTS 850.4200 (1996), la cual forma parte de la serie de guias
para la prueba de efectos ecologicos, emitidos por la Oficina de

Prevencion,

Plaguicidas y Sustancias Toxicas (OPPTS) de la

Agencia de Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos de América
(US EPA), para evaluar plaguicidas y sustancias toxicas

. Prueba de crecimiento en plantas terrestres No. 208 (1984), parte
integrante de las guias para la prueba de sustancias toxicas
publicadas por la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo
Econdmico (OCDE)

Como puede suponerse, la aplicacion, objetivos, alcances y relevancia de cada
prueba es diferente. A continuacion se presenta un cuadro comparativo general de

.ambas.

Cuadro 7. Comparacién de algunos aspectos caracteristicos de las pruebas utilizadas para
evaluar la fitotoxicidad de los hidrocarburos presentes en [os suelos del pantano de Santa

Alejandrina.

Atributos comparados

Protocolo de prueba-OPPTS-US EPA
(1996).

Protocolo de prueba OCDE No.
208 {1984).

Objetivos

Evaluacion de la Toxicidad aguda
producida por fa sustancia quimica de
prueba en la germinacion y elongacion

Evaluacion de la Toxicidad
aguda producida por la
sustancia quimica de prueba en
la germinacién y crecimiento
(expresado en produccion de

radicular. biomasa en peso fresco o
seco).
Pretratamiento de las | Esterilizacién superficial de las semilias, .
: ! . Ninguno
semifias. sl resulta necesario.
Humedad. No especifica. L as adecuadas para mantener
Temperatura. 25~1°C el crecimiento normal de las
Luz. En oscuridad completa. plantas experimentales durante

el periodo de prueba.

Recipiente de prueba.

Cajas Pelri de vidrio, preferentemente
de 200mm de diametro

Recipientes de vidrio o plastico
no poroso.

Sustrato.

Cualquier material inerte exceptuando
perlita y vermiculita. Suelo natural natjvo
no puede utilizarse como sustralo.

El suelo nativo tamizado (0.5
cm), no necesariamente estéril.

Numero de semillas
por recipiente.

Minimo 5.

Minimo 15.

Reéplicas.

Por lo menos 3.

Por lo menos 4.

Duracion de la prueba.

Hasta observar el 65% de germinacion y
una elongacién radicutar de por lo
menos 20mm en las semillas control.

Por lo menos 14 dias después
de observar el 50% de
germfnacron en las semiflas

control.
Uso de acarreadores o .
surfactantes Permitido para sustancias insolubles en
adicionales para agua. El surfactante debe contribuir
dispersar u poco a la toxicidad del sistema y es No permitido.

homogenizar la
sustancia prueba en ef
sustrato.

necesario incluir un lote controf para
valorar sus efeclos.

Datos reportados
esperados.

Valores de la CLsy, CEsp, presentacion
gréfica de la relacion dosis-respuesta,

Valores de la CLgp, CEsp,
presentacion grafica de la
relacion dosis-respuesta.
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En total se realizaron (por triplicado) 6 series de prueba para comparar la
fitotoxicidad de los hidrocarburos, incluyendo en cada una por 10 menos 5
concentraciones diferentes adicionando lotes control y testigos. En el cuadro 8 se
presentan las concentraciones de HTP (en ppm) manejadas.

Cuadro 8. Cencentraciones (ppm) correspondientes a las series experimentales realizadas.

Seriel a Serie | b Serie 2 |  Serie 3 Serie 4 Serie 5
US EPA- OCDE . "OCDE OCDE OCDE OCDE
OPPTS No.208 No.208 - No.208 No.208 No.208
100 25 300 75 250
500 50 600 150 900
1000 75 1200 300 1500
10,000 100 2400 600 2250
97,376 150 5000 1200 3000
Control S. Pantano S. Pantano S. Pantano 4000
Testigo S. Talpizahuac | = =mecemmem S. Tialpizahuac S. Pantano

Primeramente se llevaron a cabo dos series experimentales (series | a y |. b)
consistentes en tratar las mismas concentraciones aunque no asi las condiciones.
Una de ellas se efectud segun los lineamientos que establece la prueba OCDE
No. 208 (| a) y otra bajo los criterios de la prueba US EPA - OPPTS 850. 4200
(I b). Las condiciones experimentales de estas series realizadas se indican en el
cuadro 9.

Cuadro 9.
OCDE No. 208 | US EPA - OPPTS 850. 4200
Recipiente Cajas Petri de cristal
Semillas por lote 25’
Réplicas 3
Fotoperiodo™ 12 horas
Temperatura™ 35°C diurna - 25°C nocturna
Humedad relativa” 65% ~ 5%
S Suelo tamizado (malla 10), 15 g Papel filtro impregnado con
ustrato . ) ;
por caja.” hidrocarburos”
Duracion de la prueba : 25 Dias
Pretratamignto de las semillas Ninguno

' Se cligieron semillas de tamafio y apariencia stmilar, aquellas daiiadas fueron descartadas.

* Los suclos utilizados para preparar las concentraciones de prueba fueron: 1) suelo testigo del pantano conteniendo 336.
I ppm de HTP. 2} Suelo contaminado del pantano con 97, 376 ppm de HTP. Desdc iuego, concentraciones menores a
136.1 ppm no podian ser preparadas con dichos suelos por lo cual resuitd necesario utilizar una muestra de suclo adicional
conteniendo 18.1 ppm de HTP, proveniente de Tlalpizahuac, Estado de México.

* Se utilizaron dos capas de papel filtro Watman® No. | impregnado {evaporacion del solvente) con 10 ml de la solucion
de las concentracioncs mancjadas. El solvente utilizado fue C-Cl, (Merck") por lo cual, se incluyé un lote testigo
conteniendo papel filtro con C-Ct, evaporado. Para elaborar las diferentes concentraciones de las soluciones se utilizaron
micro pipetas Pipetman-Gilson® de 2, 200 v 1000 microlitros.

" Para mantener estas condiciones se utilizo una incubadora Hot pack (Phila.. Pa. U. S. A). Se pusicron a germinar
semillas certificadas de chicharo (Pisum sativum) obteniéndose un indice de germinacién (IG) det 92% con estos
parametros. Las semillas silvestres de Cyperus efegans tuvicron un 1G = 74%,
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Como puede observarse contrastando con el cuadro 7, se hicieron mayores
modificaciones en la prueba US EPA 850. 4200, las cuales principalmente radican
en el fotoperiodo y la duracidon de la prueba. Este protocolo recomienda
condiciones de oscuridad total, sin embargo existen semillas fofoblasticas o
fotolatentes, es decir, que requieren luz para germinar (fotoactivacién). Salisbury y
Ross (1994) sefalan que las semillas de este tipo por lo general son bastante
pequefias (como la semilla de lechuga, Lactuca sativa) debido a que no cuentan
con abundante material de reserva y es muy comin en muchas plantas perennes
y herbaceas anuales no domesticadas (silvestres). Con respecto a las semillas de
Cyperus elegans, se sospecho su naturaleza fotolatente puesto que comparte las
caracteristicas antes sefialadas (figura 9), incluso se encontraron trabajos como
los de Baskin (1976, 1978) y Chozin (1988) en los que se reporta este hecho en
semillas producidas por C. inflexus, C. iria y C. microiria, especies del mismo
género. No obstante, se observé germinacion de semillas de C. elegans en
obscuridad*, aunque no por ello se manejo esta condicion puesto que se
pretendia evaluar también el crecimiento, proceso que requiere la presencia de luz
necesariamente.

La duracién de las pruebas se estandarizdé a 25 dias debido que se observé el
50% de la germinacién (como lo sefala el protocolo OCDE No. 208) hasta el
decimo dia aproximadamente. Aunque la prueba EPA - OPPTS 850. 4200 no
contempla el evaluar crecimiento {(de ahi su menor duracion} ambas series
tuvieron e! mismo intervalo de tiempo sefialado con la finalidad de comparar los
resultados y valorar la conveniencia de una u ofra, lo cual permitiria
posteriormente la eleccion de alguna de ellas para las series de prueba
posteriores.

* Se ha observado en algunos casos que una alternancia en la temperatura puede sustituir a la luz como activador de la
germinacidn en ciertas semiltas foto latentes. Ejemplo del anterior lo demucstran la germinacion de las semillas del pasto
(Poa pratensis) en oscuridlad con una fructuacion de temperatura de 15-25 °C (Salisbury er al., 1994). Véase en cl cuadro
9 correspondiente a las condiciones experimentales. que la fluctuacion de la temperatura diuma-nocturna en la incubadora
fue también de 10 °C. .



Material vy Metodo

Figura 9. Semilla de Cyperus elegans. Obsérvese su tamafo reducido, caracteristica comun
de las semillas fotolatentes debido a su escaso contenido de material de reserva (Salisbury,
et al., 1994).

El seguimiento de la germinacién de cada lote experimental, control y testigo se
realizé diariamente, registrando en la bitacora el nimero de semillas observadas
con una radicula de longitud mayor o igual a 1 milimetro aproximadamente. La
elongacion radicular y el crecimiento de la parte aérea de las plantulas se
cuantifico al término dei periodo estipulado, utilizando para ello una regla de
aluminio de 10 centimetros sobre la cual se colocaba a los ejemplares de manera
individual y cuidadosamente humedecidos y extendidos. En esta posicion, la
semilla representaba el punto de partida (0 mm) para medir en ambas direcciones
tanto la parte aérea foliar como la radicula (figura 10 ).

Tambien se evalud el crecimiento expresado en biomasa en peso seco, para lo
cual se colocaron las plantulas (después de ser medidas como se mencions) en
sobres de papel absorbente identificados y cerrados ajustadamente con cinta
adhesiva (Masking Tape), por ocho dias (figura 11).Una vez transcurrido este
tiempo, se registraba el geso de las plantulas deshidratadas con una balanza
analitica Explorer OHAUS™. Los sobres contenian las plantulas correspondientes a
cada replica de cada lote.
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Figura 10. Procedumlento para medir el crecimiento (altura) y elongacién radlcular de las
plantulas expuestas a los hidrocarburos al término del periodo de prueba (25 dias).

Figura 11. Sobres de papel absorbente cerrados e identificados, conteniendo las plantulas
de cada tratamlento con hidrocarburos durante ocho dias para determinar la produccién de

biomasa en peso seco.
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|
Con base en la prueba pretiminar para los protocolos rnenmonados las series
experlmentales se realizaron apoyandose preferentemente en lo estipulado por la
prueba OCDE No. 208 (cuadro 8). El procedimiento US EPA 850. 4200 resulto
practico umcamente en los siguientes aspectos:

. La preparacion de las concentraciones de prueba no implico mezclas
de suelos sino elaborar soluciones e impregnar papel filtro
evaporando el solvente :

. El papel filtro resulté mas eficiente para conservar la humedad.

. La medicion de [a elongacion radicular fue mas sencilla puesto que
no se necesitd enjuagar o remover las particulas de suelo alojadas
en las raices de las plantulas previamente

Se observo tambien que las plantulas crecidas en papel filtro no adoptaron una
posicion \‘fertical (erecta) durante el periodo de la prueba (figura 12) Desde luego,
se tuvo presente que ningun experimento de laboratorio refleja o simula de
manera totalmente certera y fiel las condiciones naturales y sus interacciones con
los organlsmos de prueba.

Figura 12! Plantulas control de Cyperus elegans de 25 dias. Aquellas que crecieron sobre
papel filtro como sustrato {derecha)} no adoptaron una posicion vertical erecta.

Sin empargo, se determiné que la prueba OCDE No. 208 era la mas adecuada
puesto que | representa de una manera mas apegada a la realidad las condiciones
de exposrc;on de las plantulas a los hidrocarburos, ya que permite por un lado, la
utlllzamon del suelo nativo como sustrato, por el otro, no interviene ni modifica la
blodlspombulldad del contaminante al no utilizar surfactantes o disolventes para las
sustancnas con un coeficiente de particion alto como es el caso de la mayoria de

los hidrocarburos que constituyen el petroleo.
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Ahora bien, los datos obtenidos de germinacidén elongacién radicular y crecimiento
se analizaron estadisticamente para determinar si los efectos de los diferentes
concentraciones fueron significativas (a un nivel de confianza del 95%) en dichos
parametros fisiologicos, asi como su correlacion existente. Se utilizo para ello el
analisis de varianza unifactorial (ANOVA) del paquete estadistico SPSS®v. 75y
el modelo de regresion lineal de Microsoft® Office Excell. i

6.6 Extraccion y cuantificacion de clorofila.

La extraccion de clorofila se realizé segun lo fundamentado por Liassen - Jessen
(1971), procedimiento que se basa en la separacion de los diferentes pigmentos
fotosinteticos por la solubilidad caracteristica de cada uno de ellos. De acuerdo
con Bregman (1996) la polaridad de los principales pigmentos se puede ordenar
en forma decreciente como sigue:

(+) ‘ Polaridad =——p (- )
Clorofila b > clorofila a > Xantofilas > Carotenoides

Ahora bien, si se asume que las moléculas o sustancias pofares son disueltas o
atraidas por solventes pofares y de igual manera ocurre con aquellas sustancias
no polares y solventes no polares, entonces resulta plausible separar por
solubilidad a los diferentes pigmentos utilizando solventes de polaridad diferente..

De esta manera, primero se procedid a extraer los pigmentos en frio, macerando
la parte aérea de las plantulas deshidratadas en un mortero (mantenido
previamente en un ultra congelador a - 80 °C (So low® , USA.) con 10 ml de una
solucion acetona-agua al 80% (v/v). El extracto generado se filtré y transfirio a un
tubo de ensaye permitiéndose reposar por 3 minutos para asentar las particulas
finas. A continuacion se decanté el extracto en un embudo de separacion de 50
ml, agregando secuencialmente 10 ml de metanol (Baker Analyzed®) y 10 ml de
éter de petroleo (Baker Analyzed®). Debido a que se trata de un solvente polar y
uno no polar respectivamente, su inmiscibilidad se manifestd por la formacion de
una solucién de dos fases. La fase superior, correspondiente al metanol debia
contener principalmente los pigmentos de mayor polaridad, es decir, ia clorofila a y
b (Liaaen-Jensen, 1971), la fase inferior se descarté. Una vez hecho esto, se
evaporo el solvente de la fase superior colectada en una parrilla a una temperatura
menor o igual a 60 °C (para evitar la degradacion de los pigmentos), con la
finalidad de reemplazar el solvente por 10 mi de una solucion de acetona-agua al
80% (v/v). La sustitucion del solvente se hizo con la intencién de utilizar los
coeficientes de absorcién para clorofila a y b en acetona, determinados por G.
MacKenney en 1940 (Bregman, 1996) para la cuantificacién de los pigmentos por
espectrofotometria de luz visible.

Para cuantificar los pigmentos se utilizd un espectrofotémetrb Spectronic® 20 D
(Milton Roy Company) y cubetas de 1 cm. Se registro la absorbancia de los
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extractos en la longitud de onda de 663 y 645 nm’ y se calculd su concentracién
seqgun la ecuacion de Lambert-Beer:

A=KCI (1)

Despejando C:
A .

C= {12)
KL

Donde:

A = absorbancia dada por el equipo.

K = Coeficiente de absorcion en acetona: Kegz= 80.17em /mg (para clorofila a) Ks.,s- 50 93
cm®/mg (clorofila b).

L = diametro de la cubeta utilizada.

C = concentracién en mg/mi del pigmento.

Una vez calculada la concentracién de cada pigmento se determind su proporcion
en el extracto realizando el cociente clorofila a/ clorofila b.

Proporcion de clorcfilas en el extracto = clorofifa a / clorofifa b =eeeeeemeeeeeec (13)

Todas las actividades antes sefialadas se realizaron de manera independiente
para las tres réplicas de cada lote experimental, testigo y control, de las tres
ultimas series de prueba. Los datos obtenidos de clorofila se trataron
estadisticamente de Ia manera como se menciond para las otras respuestas
evaluadas. .

" Estas longitudes de onda representan cl pico de absorcion caracieristico de la Clorofila a y b, respectivamente (Bregman,
1996)
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7. RESULTADOS Y ANALISIS.

7.1 Presentacién.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos segin la metodologia y
técnicas mencionadas anteriormente.

Suelo

Los datos generados por el analisis basico de las propiedades fisicas y quimicas
de las muestras de suelo utilizadas en este trabajo se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Resultados del analisis de las propiedades fisicoquimicas de las muestras de
suelo utilizadas.

Suelo 1 | 2 3
Condicién Testigo Contaminado Testigo
procedencia | . oene Sarls | Panta Sanle ™| Taianuas
Arenas (%) 42.4 52.4 _ 70.4
. Limos (%) 42.6 25.6 86.0
Arcillas (%) 15.0 ' 22.0 14.0
Tipo de Suelo Migajon Franco Migajon Arcillo-Limoso Migajon Arcilloso
Materia Organica (%) 2.51 11.0 424
pH 4.73 4.36 8.31
Densic{i;zi%arente 118 860 124
De”f;g;gafea ! 2.23 1.19 2.10
Porosidad (%) 47.08 72.26 33.3
Contenido de HTP 336.1 97376 - 18.1
(ppm)

St se ubica el suelo del pantano testigo en el intervalo de categorias para
contenido de materia organica propuesto por Jackson (1976), éste se consideraria
un suelo intermedio. Siguiendo este mismo criterio, el suelo contaminado (2) es
rico en materia organica mientras que la muestra de Tlalpizahuac es
extremadamente pobre, lo cual se puede inferir previamente por su color claro
comparado con los dos anteriores (figura 13). Notese también que el 8. 49% (es
decir, 11% -2. 5%) adicional de materia organica que contiene el suelo 2 puede
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atribuirse a la contaminaciéon por hidrocarburos, mientras que el 2. 5% se asume
que es de caracter biogénico. De manera analoga puede considerarse el mismo
criterio para el caso de los HTP, puesto que no todos los hidrocarburos extraidos y
cuantificados necesariamente proceden de la contaminacién por petroleo. Asi
mismo, otras propiedades quimicas y fisicas del suelo 2 como el pH, la densidad
real y aparente asi como la porosidad, estan modificadas con respecto al suelo
1,lo cual indica que es el efecto de la contaminacion del suelo con hidrocarburos.

Figura 13. Muestras de los suelos analizados y utilizados en este trabajo. El menor
contenido de materia organica de! suelo 3 se ve reflejado en su color claro caracteristico,
véase cuadro 10.

Sl 7. ot

Suelo de Tlalpizahuac Suelo contaminado del Pantano Suelo control del Pantano Santa
Santa Alejandrina Alejandrina

Ahora bien, como puede verse, el suelo del pantano de Santa Alejandrina testigo
es muy fuertemente acido y que al estar contaminado con hidrocarburos (suelo 2)
su contenido de materia orgéanica aumenta considerablemente, lo cual disminuye
aun mas su pH confiriéndole asi un cardcter extremadamente acido. El suelo
proveniente de Tlalpizahuac es moderadamente alcalino.

En general, la densidad real de los tres suelos es baja, por lo que la porosidad de

cada uno de ellos es intermedia (suelo 1y 3 ) y muy alta (suelo 2) en esa misma
proporcion.

De todo lo anterior puede comentarse entonces que el suelo testigo del pantano
de santa Alejandrina por sus propiedades fisicoquimicas naturales sefaladas
posee mayor capacidad (comparado con el suelo de Tlalpizahuac) para adsorber
xenobidticos organicos como los hidrocarburos. Asimismo, puede apreciarse que

la contaminacion del suelo por hidrocarburos modifica las caracteristicas
inherentes de aquel.
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Fraccionamiento de los Hidrocarburos.

L.os resultados del fraccionamiento de los hidrocarburos presentes en las muestras
de suelo contaminado (suelo 2) son los siguientes:

Grafica 1.

“ Alifticos
,‘3"/0&

Por lo general, el ambiente circundante o cercano a las refinerias esta sujeto a una
contaminacion cronica por hidrocarburos, derivado de frecuentes derrames y de la
descarga continua de efluentes residuales (Freedman, 1995; Mol, 1999). Este
hecho da como resultado que los hidrocarburos permanezcan como
contaminantes en e! suelo por targos periodos de tiempo permitiendo su
intemperizacion y envejecimiento. De manera concomitante se induce una fuerte
sorcion de estos con las particulas del suelo dificultando asi su degradacion o
extraccion fisica, quimica o biolégica debido a su reducida disponibilidad (Kesley,
et al., 1997), lo cual se traduce finalmente en una prolongada persistencia de
estos compuestos en el medio. El proceso por el cual los compuestos organicos
llegan a incrementar su resistencia a la desorcion en el tiempo es algo complejo y
no lo suficientemente entendido todavia (Hatzinger, 1995).

De acuerdo con Medina (1999) y Ramirez (1998) los hidrocarburos presentes en
suelos intemperizados por lo general pueden incluirse en 1a siguiente clasificacion:

. Asfaltenos, la fraccion de mayor peso molecular del petréleo

. Hidrocarburos alifaticos de alto peso molecular (parafinas)

. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) -

. Hidrocarburos polares de alto peso molecular, baja soiubilidad vy

punto de ebullicién elevado

Como ya se habia comentado antes, los asfaltenos constituyen la fraccién mas
pesada y recalcitrante del petrdleo compuesta por Hidrocarburos Aromaticos Poli
ciclicos de alto peso molecular. Por lo general representan del 10 al 30% de los
HTP (Ramirez, 1998).
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Las parafinas (del gr. parum, pequeha y affinis, afinidad) estén representadas por
cadenas largas de hidrocarburos saturados, los cuales son bastante inertes.

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos estan relacionados con la refinacion y
destilacion del petréleo. Un gran numero y diversidad de ellos puede encontrarse
en suelos cercanos a refinerias (Diaz, ef al., 1993).

L os hidrocarburos polares estan integrados por una extensa variedad de familias
(alcoholes, fenoles, cetonas, aldehidos, acidos carboxilicos, aminas, amidas, etc.)
compartiendo todos ellos la caracteristica de tener uno o mas atomos de carbono
o hidrogeno sustituidos por atomos de oxigeno, nitrégeno, azufre o halogenos.

Germinacion.

Como se aprecia en las gréficas (2-7) correspondientes a las 6 series
experimentales realizadas, la germinacion de las semillas de Cyperus elegans no
presenté una sensibilidad estadisticamente significativa en respuesta a las
diferentes concentraciones de hidrocarburos ensayadas. Por lo cual se puede
considerar que, por o menos en el intervalo de 75 a 97,376 ppm de Hidrocarburos
Totales del Petroleo (HTP) no se observaron efectos adversos en la germinacion
de las semillas de esta ciperacea, por lo-que no fue posible evidentemente
establecer una relacién dosis-respuesta.

Elongacién radicular.

La elongacion radicular (graficas 8-13) respondié a los tratamientos de cada serie
experimental con variaciones estadisticas distinguibles, exceptuando la serie 5.
Sin embargo, la tendencia de dichas respuestas no generé un coeficiente de
corretacion suficientemente significativo para asumir una relacién dosis-respuesta
aceptable en términos cuantitativos.

Crecimiento.

Los resultados del crecimiento, expresado como altura de la parte aérea de las
plantulas (grafica14-19) indican que éste no resulté significativamente afectado por
los hidrocarburos si se compara con los lotes control (p>0.05). Unicamente se
presentaron variaciones intergrupales en la serie | b (grafica 15).

Biomasa.

Como se puede apreciar en las gréaficas 20-25, la produccion de biomasa en peso
seco tampoco fue afectada significativamente por los hidrocarburos al compararse
con los controles. Caso similar a lo observado en el crecimiento, la biomasa
generada en la serie | b (grafica 21) presentd variaciones estadisticamente
distintas entre sus lotes experimentales, pudiendo tener también una explicaciéon
semejante a aquella. Cabe sefialar que, aungque la biomasa producida y el
crecimiento tuvieron un comportamiento estadistico parecido, esto no debe indicar
necesariamente la existencia de una correlacion estrecha entre si puesto que la
elongacion radicular contribuye también a la cantidad neta de biomasa producida.
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Asimismo, cabe resaltar que pese a la presencia de diferencias significativas en la
elongacion radicular (p<0.05) entre los lotes pertenecientes a cada una de la
series realizadas®, la produccion de su biomasa respectiva no posee variaciones
apreciables lo cual sugiere que la elongacuon radicular aporta poco a la biomasa,
expresada €n peso seco.

Contenido de Clorofila.

El contenido de clorofila se determiné para las Ultimas tres series experimentales
desarrolladas (3, 4 y5). En el cuadro 8 se indica el intervalo de concentraciones
de HTP que constituyé cada una de las series experimentales. Con la finalidad de
obtener informacién mas precisa de los datos se procedié a depurarios a través de
un analisis de regresién interactiva, descartando aquellos que producian una
mayor desviacion de la normalidad. Mediante este ejercicio se logré vislumbrar
una tendencia logaritmica (R = 0.755, p>0.05) qué evidencié que e! contenido de
clorofila disminuyo conforme aumentaba |la concentracion de HTP en el suelo. Sin
embargo, dicha informacién no es concluyente debido al valor del coeficiente de
correlacion (gréfica 29).

La proporcion de clorofila a y b en los controles (cuadro 11) sugiere que el
contenido de clorofila b predomina sobre el tipo a en Cyperus elegans. Obsérvese
también que dicha relacién se conserva en mayor o menor medida en presencia
de los HTP (excepto serie 4 ,lote 1 y serie 5, lote 3).

" Exceptuando la Serie 5 (grafica 13).
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RESULTADOS DE LA GERMINACION
Grafica 2.

*La diferencia entre las medias de 1os gnipos no es significativa al nivel 0. 05

Grafica 3. ' o
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RESULTADOS DE LA GERMINACION (continuacion)

Grafica 5.

*La diferencia entre las medias de los grupos no es significativa al nivel 0.05

Gréfica 6.
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RESULTADOS DE LA ELONGACION RADICULAR

Grafica 8.
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RESULTADOS DE LA ELONGACION RADICULAR (continuacién)

Grafica 11.
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RESULTADOS DE CRECIMIENTO

Grafica 14.
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RESULTADOS DE CRECIMIENTO (continuacién)

Grafica 17.
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Gréfica 19.
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Grafica 20. ’
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Grafica 22.

)
5

HTP (ppm)

0 Testigo
0 Control
100

500

1000
10,000
97,376

ss<zE=-

F(6, 14)=2.76
P=0.054*

Lotes  HTP (ppm)

3. Pantano

S. Tlalpizahuac
100

500

1000

10,000

97,376

F(6,14)=3.08
P=0.038*

g

tes HTP (ppm)

25

50

75

100

150

S. Tlalpizahuac
S. Pantanc

ss<zg=-

F (6, 14)=0. 420
P=0.853*

80



Resultados y Andlisis

RESULTADOS DE PRODUCCION DE BIOMASA (continuacién)

Grafica 23.
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+

RESULTADOS DEL CONTENIDO DE CLOROFILA

Grafica 26.
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CONTENIDO DE CLOROFILA INTEGRAL DE LAS SERIES 3,4 Y 5.

Grafica 29.
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Cuadro 11. Proporciéon promedio Clorofila a / Clorofila b determinada para los diferentes
tratamientos correspondientes a las series experimentales desarrolladas.

Clorofila a / clorofila b

Lotes HTP (ppm)
I 300 0.362
] 600 0.626
i 1200 0.672
SERIE 3
v 2400 0.459
v 5000 0.811.
Vi S. Pantano (control) 0.696
/ 75 1.52
] 150 0772
lit 300 0.604
SERIE 4 v 600 0.234
v 1200 0.572
Vi S. Pantano (control) 0.740
v S. Tlalpizahuac (control) 0.6971
I 250 0.675
i 900 0.583
i 1500 1.35
SERIE S v 2250 0.544
v 3000 0.596
vi - 4000‘ 0.675
vii S. Pantano(control) 0.647
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7.2 DISCUSION.

Sin duda, por lo general la interpretaciéon de los datos generados a partir de
pruebas toxicoldgicas requiere adoptar una actitud prudente y cautelosa a fin de
minimizar posibles estimaciones sesgadas de los efectos reales de la sustancia de
prueba. Lo anterior obedece al hecho de que, por un lado, las evidencias
obtenidas estan determinadas y son el producto de un conjunto de condiciones
experimentales controtadas y definidas, las cuales pueden ser reduccionistas o
diferir considerablemente de aquellas prevalecientes en el ambiente natural. Por el
otro, factores intrinsecos de la poblacidon de individuos como la variabilidad
genetica y el vigor o salud de ellos cominmente son de dificil control y que
imposibilitan por tanto la reproducibilidad fiel de los resultados.

Ahora bien, como se menciond en la presentacion de resultados, la germinacion
no resultd afectada significativamente (p>0.05) en los tratamientos de HTP
ensayados (25 - 97,376 ppm), indicando con ello que, dicho contaminante
probablemente no desempend un papel circunstancial que impidiera la imbibicion
y oxigenacion® adecuada de las semillas, sugiriendo también que la viabilidad del
embridn no fue alterada, hechos que en cierta forma se plantearon en la hipotesis
de trabajo.

En los estudios encontrados en la literatura que abordan la fitotoxicidad de los
hidrocarburos, se reportan casos en donde la germinacion de las semillas de
diferentes plantas se inhibe significativamente o no exhibe variacion alguna. En el
cuadro 12 se mencionan algunos de estos trabajos, donde puede observarse
también que el tipo de hidrocarburos utilizados en ocasiones varia
sustancialmente entre ellos asi como las condiciones experimentales adoptadas
{datos no mostrados) como lo es el tipo de suelo, fotoperiodo, temperatura,
exposicion, etc. Este hecho da como resultado la generacion de una mayor
complejidad e incertidumbre al intentar hacer comparaciones, sin embargo se
aprecia la existencia de especies cuya semillas exhiben una tolerancia mayor a los
hidrocarburos”, es decir, de alguna manera su morfofisiologia inherente les
confiere adicional e indirectamente’ cierta ventaja adaptativa selectiva que se

traduce finalmente en la capacidad de germinar en ambientes contaminados, con
hidrocarburos en este caso. '

Kulakow (1998) fundamentado en sus observaciones, generaliza mencionando
que la germinacion y el crecimiento de las plantas cominmente puede presentar
variaciones desfavorables en concentraciones "altas" de HTP, entendiéndose
cantidades superiores o iguales a 40,000 ppm, indicando también que niveles de
HTP inferiores a 5000 ppm normalmente no causan un efecto muy notable, y no
descarta desde luego la existencia de especies con mayor 0 menor tolerancia.

* factores importantes implicados en la germinacion ademas de la temperatura y luz {Salisbury, 1994).
" como es ¢l caso de Cyperus elegans también.

" pucsto que, desde cl punto de vista evolutive dichas adaptacienes no estuvieron originalmente orientadas para colonizar
ambientes artificialmente alterados.



Resultados v Andlisis

Cuadro 12. Algunos estudios de fitotoxicidad en donde se reporta el efecto de los
hidrocarburos en la germinacién de semillas de diversas plantas.

Plantas Tipo de . Efecto en la
Utilizadas Hidrocarburos Concentracion germinacién Autores
Avena sativa
(avena) ,
Lactuca sativa Hidr oca_rl_)uros C Baud-Grasset, ef
(lechuga) Aromaticos 5,878 ppm inhibicion al. 1999
g Policiclicos (HAP) N '
Panicum
mifiacecurn{Mijo)
Trigonelfa foenum inhibicion
(alhova) Diesel 15,000~ mzo' 000 Damian, 1999.
Zea mays (maiz) PP No efecto”
Avena Sativa
Lactuca sativa
Lofium perennne Crudo ligero, ) o '
(ballico) intermedio y 1.5-19.0% en Noefecto | Dorn, et al., 1998,
i . . peso.
Triticum aestivum pesado.
(Trigo)
Zea mays .
Avena sativa Crudo ligero, No efecto -
Triticum aestivum intermedio y 37,700 - 122,200 No efecto Dorn, et al., 2000
ppm o
Zea mays pesado. Inhibicién
Chromoloaena Petroleo 75cm®” Inhibicion Gil, et al., 1992
odorata
Oryza saliva Productos e No efecto Ramanathan, et
{arroz) refinados al., 1996.
Brassica napus | HAPimMaclos y | 4 40 may Noefecto | Ren, etal., 1996
_{canola) fotornodificados ) 9 ' N )
Lolium multiforum
(bailicc) ) Reynolds, et al.,
Festuca rubra Pireno 2000ppm No efecto 1997, .
(fescue)
Avena sativa . 25000 - 26000 .
Triticum aestivum Crfc;g?r?tggri: o | 4200~ 9600 Inhibicion Sa’a';’g‘g"?e’ al.
Zea mays ppm )
Avena sativa No inhibicién Sayles, et al.,
L actuca sativa HAP 2600 ppm Inhibicion 1999
Secate cereate Carburante para
(baliico) / ' P 50,000 ~ 70,000 o Wang, et al.,
Glvei avion, aceite de Inhibicion
'ycine max caldeo v diesal ppm 1990.
(soya) Y
Cassava . No efecto Zuofa. et al
Okro Petréleo 2-8 tm? Inhibicion uo 169’52 a,
Zea mays Inhibicion '
*  No efecto significa. no inhibe i induce.
** dicha expresion no estd relerida adecuadamente , por to cual, la concentracion real manejada resulta ambigua,
*¥¥ se 10maron distinias muestras de suelo en dreas circundantes a una sefineria abandonada localizada en QOklahoma. No se precisa la
concentracion de hidrocarburos de las nismas.
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Todo lo .anterior permite vislumbrar que la germinacion es un parametro poco
sensible para evaluar la toxicidad de los hidrocarburos en suelos contaminados.
De hecho, Dorn y colaboradores (1998 y 2000) comparan la sensibilidad de otros
bioensayos para evaluar los efectos toxicos a concentraciones iguales de
hidrocarburos concluyendo que:

(+) < SENSIBILIDAD > (-)
_ ) Crecimiento Germinacion
Gusanos de tierra Microtox vegetal (Avena sativa)
{Eisenia foetida} > (Photobacterium > {Avena sativa) > (Triticum aestivum}
phosphoreum; { Triticum aestivurm)} {Zea mays)

(Zea mays)

La reducida sensibilidad de los bicensayos de germinacién también la han
manifestado otros autores como sefiala Sayles (1998) y Ramanathan (1996).
Bierkens y col. (1998) realizaron un trabajo interesante donde se compara. la
sensibilidad de 20 bicensayos (en fase sdlida y liquida) para determinar la calidad
de los suelos” manifestando que la germinacion presenta un grado de respuesta
bajo, es decir, poco suseptible. Resulta paraddjico observar en la literatura que la
utitizaciéon de bioensayos de germinacion para evaluar efectos fitotoxicos de una
amplia variedad xenobidticos sea una practica muy coman.

Ahora bien, es importante no perder de vista que, el hecho de observar una
germinacion escasamente sensible no es sinonimo directo de éxito en la
conclusion plena del ciclo de vida de la planta. Planteado en otros términos
significa que, aunque no se perciban efectos aparentes en este estadio cabe la
posibilidad de que la sustancia o el contaminante interfiera posteriormente en el
crecimiento y/o desarrollo, o bien en la disponibilidad de nutrientes vy/o
susceptibilidad a enfermedades de las plantas expuestas, pudiendo tener
consecuencias que se traduzcan en una reduccion de la viabilidad individual o
poblacional (Sayles, 1999). Asimismo, es necesario tomar en cuenta y valorar el.
significado real que tiene la germinacion para las diferentes especies vegetales. A
este respecto, por ejemplo, Cyperus elegans posee dos estrategias de
propagacion y reproduccion: por semillas® y por tubérculos, siendo la principal esta
ultima. Por lo cual parece evidente entonces que el impacto que tuviera un efecto
inhibitorio en la germinacién de las semillas de esta planta, seria menor si se
comparara con una planta que presentara Unicamente un tipo de érgano de
reproduccion y propagacion. De ahi también que el significado ecologico de la

" en este estudio s probaron 4 sustancias (cadmio, fenol, pentaclorofenol v trifuraling), cada una representativa de una
toxicologia o modo de accién diferente las cuales fueron aplicados en series de concentraciones en el intervalo de | a 1000
ppm, ¢n un suelo estandar.

" El indice de germinacidn observado en las semillas control de Cyperus elegans fue del 74% como se comentd
anteriormente. Sin embargo,para otras especies del géncro se reportan porcentajes inferiores al 30%. Baskin, (1985)
sefiala que por 1o general ias plantas anuales silvestres (no domesticadas) tipicamente presentan una viabilidad reducida en
sus semillas.
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germinacion puede ser variable dependiendo de la especie a considerar (Kapuska,
1994).

Con respecto a la elongacion radicular, como se plante6 anteriormente, éxistieron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los lotes experimentales
que conformaron cada serie, exceptuando la ultima de ellas (serie 5). Esto indica
presumiblemente la existencia de una interaccion y efecto de los hidrocarburos
con la radicula de las plantulas, lo cual es plausible debido a que las estructuras
radiculares representan 0rganos expuestos que necesariamente estan en contacto
directo con el suelo contaminado. Al respecto, Baud-Grasset (1993) menciona que
la reduccion en la longitud de las raices puede interpretarse como un indicador de
estrés de una planta expuesta a sustancias quimicas. Al correlacionar
estadisticamente los efectos observados con la concentracion de hidrocarburos
presentes con el objeto de construir una curva ddésis-respuesta, se encontraron
coeficientes de correlacion bajos (p>0.05).

La comparacion de la respuesta del sistema radicular de Cyperus elegans con
otras especies de plantas reportadas en la literatura. debe hacerse con las
reservas y consideraciones del caso debido a las variaciones existentes en las
condiciones experimentales entre los trabajos. No obstante, se puede referir que
en los estudios® de Baud-Grasset (1993), Damian (1999), Ramanathan (1996),
Ren (1996), Reynolds (1997) y Sayles (1999), se reportan diferencias significativas
en la longitud de las raices de las plantas expuestas, sugiriendo que este
parametro resulta mas sensible para evaluar la toxicidad de suelos contaminados
con hidrocarburos, lo cual también se ha observado para otras sustancias
(Bierkens, 1998; Mishra, 1999).

Cabe sefialar que unicamente Baud-Grasset (1993) presenta curvas de relacion
dosis-respuesta, donde se aprecia una relacién inversa entre la concentracién de
hidrocarburos y fa longitud radicular en el tiempo, en un suelo contaminado sujeto
a biorremediacion. Por otro lado, Damian (1999) no observo diferencias
estadisticas en Ias raices de plantas expuestas a 5000 ppm de diesel con respecto
al control, esto se aprecia también en Cyperus elegans en la serie 5, constituida
. por tratamientos con hidrocarburos inferiores a 4000 ppm.

Ahora bien, el efecto generalizado que reportan los estudios mencionados es una
reduccion en la longitud de las raices, aunque adicionalmente algunos autores
reportaron otras anormalidades como:

. Engrosamiento radicular (Ramanathan, 1996)
. Pérdida del geotropismo positivo (Bossert, 1985; Wang, 1990)

Todas estas manifestaciones de las raices a la exposicion de hidrocarburos
denotan presumiblemente interferencias o alteraciones tanto en la division como

* en el cuadro |2 se hizo referencia al tipe de hidrocarburos, su concentracién asi como las especies utilizadas en los

estudios de estos autores..
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en la elongacion celular en el area del meristemao radicular, lo cual es explicable a
la tuz de vartos factores entre los que se encuentran:

1) La carencia o escasez considerable de oxigeno, rasgo caracteristico de los
suelos contaminados con hidrocarburos debido a la demanda y competencia de
este gas por parte de las bacterias y hongos degradadores que proliferan de
manera sustancial, independientemente del efecto aglutinante (que modifica la
porosidad y permeabilidad de! suelo) provocado por la presencia de dichos
compuestos organicos. Poterfield (1998) y col. realizaron un trabajo interesante en
donde se aprecia que la elongacion de las raices de plantas de chicharo (Pisum
sativun)  disminuye significativamente en condiciones graduales de
hipooxigenacion. Este mismo autor evidencia también que las raices en general
presentan un tropismo positivo al oxigeno (oxitropismo).

2) La disminucion del contenido de agua en el sustrato causado por ia presencia y
naturaleza predominantemente hidréfoba de los hidrocarburos (ya que se abate de
manera considerable la capacidad de retencidn de agua del suelo).

3) Se ha visto que ciertos hidrocarburos o sus productos de degradacion pueden
inducir efectos analogos a auxinas (del gr. auxein, crecer) hormonas vegetales del
crecimiento (Bossert, 1985; Salanitro, 1997). El alargamiento celular esta regulado
por auxinas’. Como se sabe, estas hormonas estimulan y coordinan muchos
procesos fisiologicos de las plantas en concentraciones tan pequefias como 10
mg/l, altos niveles de ellas pueden originar efectos inhibitorios en esos mismos
procesos. Asimismo, cada tejido responde a concentraciones muy diferentes: las
raices son estimuladas con cantidades inferiores a las que se estimulan los tallos,
en varios o6rdenes de magnitud (Salisbury, 1994). Por lo tanto, al encontrarse
hidrocarburos en el suelo, cabe la posibilidad de que algunos de estos exhiban
propiedades moleculares semejantes y se encuentren en cantidades que permitan
inducir un efecto inhibitorio analoge a este tipo de hormonas. Las auxinas también
pueden inducir la produccion de etileno el cual también participa como regulador
de la elongacién celular.

Cabe sefalar con respecto al caso de Cyperus elegans que, e! posible origen de
las variaciones observadas en la elongacion radicular quiza no responda a un
estrés por hipooxigenacion debido a que se trata de una planta habitante de zonas
pantanosas, cuyas raices necesariamente deben de estar adaptadas a
condiciones precarias de oxigeno. Los suelos inundados generalmente son
hipoxicos puesto que el agua llena los espacios de aire y se reduce la renovacién
de O; alrededor de las raices por el movimiento reducido de este gas en el agua.

Por otro lado, es poco probable que las raices sufrieran estrés hidrico puesto que
el suelo se homogeneizd con agua para alcanzar una humedad relativa uniforme
(del 65% aproximadamente) ademas de que en ningln momento se apreciaron

" Para un cxplicacién amplia de este proceso, estudiado concretamente en células radlcularlcs se sugiere ¢l trabajo de
Biintemeyer { 1998) con la especie Zea mays (maiz).
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sintomas o evidencias de deshidratacion en las plantulas.

De lo anterior se desprende que, el efecto hormonal de algunos de los
hidrocarburos podria ser la posible explicacion a los resultados, lo cual daria pauta
para investigaciones futuras. Sin embargo, se encontraron coeficientes de
correlacion reducidos (p>0.05) entre los efectos y la concentracion de
hidrocarburos, situacion que alude a contemplar a la biodisponibilidad como un
cuarto elemento en el escenario de discusion, intentando con ello plantear que,
aunque en las muestras del suelo se hayan manejado hasta 97,376 ppm de HTP
esto no significa necesariamente que dichos contaminantes sean susceptibles de
interactuar en esa misma proporcion con las plantas experimentales, mas aun si
se trata de un suelo intemperizado como en este caso. El fenémeno de la
biocdisponibilidad se discutira mas adelante.

Ahora bien, como se planted en la presentacion de resultados, el crecimiento y la
produccion de biomasa en peso seco no resultaron significativamente afectados
por los hidrocarburos al no existir diferencias estadisticas entre los tratamientos y
los controles exceptuando la serie | b (la serie | a consistente en manejar el mismo
intervalo de concentraciones que aquella no presentd variaciones
estadisticamente distinguibles). El hecho de que ambos parametros {(crecimiento y
biomasa) de manera coincidente no exhibieran variaciones estadisticas, hace
suponer que la elongacion radicular contribuyo poco a la biomasa total producida
si se considera que las raices presentaron diferencias significativas en 5 de 6
series (aungue con una correlacion dosis-respuesta reducida como ya se sefialo).

El crecimiento (altura) de las plantas y la produccién de biomasa también son
susceptibles a los efectos fisicos y quimicos de los hidrocarburos al estar
presentes como contaminantes en el suelo y que pueden reflejarse en un aumento
o disminucion de los mismos dependiendo de la concentracion y tipo de
hidrocarburos, el sustrato, las especies de plantas utilizadas y las condiciones.
generales de experimentacion.

En la literatura se encuentran casos en los cuales el crecimiento y la produccion
de biomasa de plantas expuestas se inhibe sustancialmente (Gill,1992;
Huang,1995; Ramanthan,1996; Reynolds,1997; Wang,1990; Zuofa,1988) y en
otros donde se aprecié un aumento ( Boosert,1985; Dorn,1998, 2000; Hund,1994;
Salanitro,1997). Asimismo, existen trabajos en los que no se reporta ningun efecto
(Damian, 1999; Ren, 1996). Dichos resultados tienen explicacion posible si se
considera " que ciertos hidrocarburos o sus productos de degradacién
potencialmente tienen la capacidad de simular auxinas naturales (Bossert, 1985;
Salanitro, 1997), por tanto su modo de accion seria analogo también a aquellas:
en altas concentraciones se provocarian efectos inhibitorios y la situacién contraria
si se encontraran en cantidades reducidas. Bossert (1985) sefiala que en campo
se ha visto un aumento en el crecimiento y la produccion agricola cuando los
niveles de contaminacién por hidrocarburos (con petroleo) se presentan por
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debajo del 1% (equivalente a decir 10,000 ppm)". Considerando que las hormonas
naturales del crecimiento ejercen sus efectos en concentraciones tan reducidas
como 10 mg/l (Salisbury, 1994), la estimacion de Bossert pareceria bastante
congruente teniendo en cuenta que no todos los hidrocarburos presentes como
mezcla poseen estructuras similares a estos fitoreguladores.

Ren y colaboradores (1996) comentan que el precario efecto observado en el
crecimiento de sus plantas experimentales (Brassica napus, véase cuadro 12) es
el resultado de la aplicacion hidropénica de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos y del reducido transporte o translocacion de ellos a través de! sistema
vascular, este ultimo hecho lo sefiala también Anderson (1997), Edwards (1983} y
Scwarts (1997)*. Por su parte, Damian (1999) tampoco observd diferencias en el
crecimiento de las plantas expuestas (Zea mays y Trigonella foenum graecum) a
diesel 1o cual puede tener la misma explicacion anterior, ademas de que dicho
carburante representa una mezcla constituida principalmente por hidrocarburos de
alto peso molecular, reducida solubilidad y volatilidad asi como una alta capacidad
de sorcion con las particulas del suelo, caracteristicas que en conjunto le confieren
una alta persistencia y poca movilidad.

En referencia al caso concreto de Cyperus elegans, el no haber observado efectos
significativos en el crecimiento y la produccién de biomasa (figura 14) puede
obedecer a los factores comentados y también a la baja biodisponibilidad de los
hidrocarburos presentes puesto que se trata de un suelo intemperizado (véase
pagina 71). En este sentido, se ha visto que no existe necesariamente una
correlacion directa entre la concentracion de los hidrocarburos extraidos de una
muestra de suelo con la biodisponibilidad real de ellos en los sistermas biologicos
(Harkey, 1998). El factor tiempo es un elemento que también estd implicado en
este fendmeno al observarse que la biodisponibilidad de los hidrocarburos puede ir
disminuyendo gradualmente conforme aumenta su longevidad o tiempo de
residencia en el suelo, lo cual se traduce en una menor tasa de biodegradacion,
reducida desorcion y menor interaccién con ‘los organismos (Harkey, 1998;
‘Hatzinger, 1995; Kesley, 1997; Kotteman, 1998; Maliszewska, 1998). Los
mecanismos y fendmenos relacionados con estos hechos aun no han sido
comprendidos ni estudiados suficientemente (Hatzinger, 1995), sin embargo se ha
planteado que la reduccion de la biodisponibilidad en funcién del tiempo obedece
principalmente a que (Hatzinger, 1995; Kesley, 1997; Kotteman, 1998):

" Algunos autores como Freedman (1995} paraielamente atribuyen también como paesible causa de 1a estimulacion del
crecimiento observado ¢n algunos pastos (como Arclagrostis latifolia y Carex aquatilis) el microclima calido asociado
con la superficic oseurceida generada por la contaminacién con petroleo.

* Existen en la literatura pocos estudios documentados referenies al estudio preciso de 1a incarporacion y translocacion
potencial de los hidrocarburos asi como la identificacion de los posibles metabolitos de degradacion. Pese a ello se ha
visto que la facubilidad de estos procesos es1a vinculada cstrechamente con el tipo de suele, la concentracion v algunas
propicdades fisicoquimicas {come ¢l coeficicnte de particién y el peso molecular) de los hidracarburos implicados usi
como la especie y cdad de la planta expuesta. En los trabajos de Briggs (1982), Clothier (1997), Scheoll (1991), Shwab
(1998) v Topp (1986) sc analiza a detalle ja relacion entre los factores mencionados.
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* Los hidrocarburos, como compuestos organicos, establecen una
fuerte sorcion con la materia organica y las particulas minerales del
suelo, a traves de enlaces covalentes, puentes de hidrogeno, vy
fuerzas de Van der Walls.

. La difusion e introduccion lenta de los mismos en los microporos de
las particulas del sustrato origina que finalmente queden inaccesibles
a la biodegradacién o al contacto con solventes.

Todo lo anterior permite vislumbrar que, la concentracion de los contaminantes
totales contenidos en una muestra, determinada por los métodos de extraccion
convencionales, no representa la dosis reai disponible, Unicamente se trata de una
medida directa de la concentracion ambiental o una aproximacién de la
concentracién de exposicion. '

Figura 14. Serie experimental 3. El crecimiento de ias plantulas no se observa afectado por
los diferentes tratamientos con HTP. Las series complementarias exhibieron un
comportamiento estadistico y apariencia similar.

Ahora bien, como se indico previamente, el contenido de clorofila de las plantulas
experimentales se determiné para las ultimas tres series manejadas (3, 4 y 5)". El
tratamiento estadistico de los resultados obtenidos correspondientes a las tres
series se realizd de manera integral. La alta dispersion de los datos no permitio
observar una tendencia suficientemente definida para poder establecer una
correlacion aceptable entre ambas variables. Con la finalidad de obtener
informacion mas precisa a partir de dichos datos se procedié a depurarlos a través

* . - . . - . . - .
En ¢t cuadro 8 se indica ¢l intervalo de concentraciones de HTP que constituyé cada una de estas series cxperimentales.
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de un analisis de correlacién interactiva, descartando aquellos que producian una
mayor desviacion en la normalidad. Mediante este ejercicio se logré vislumbrar
una tendencia logaritmica con un coeficiente de correlacién mayor (R= 0. 7558,
p>0.086) que evidencid que el contenido de clorofila disminuyd conforme
aumentaba el contenido de HTP en el suelo.

Como se muestra en el cuadro 11, la proporcién de clorofila a y b en los lotes
control sugiere que el contenido de clorofila b predomina sobre el tipo a en
Cyperus elegans.” Asimismo, se aprecia que dicha relacion se conserva en mayor
0 menor medida aun en'la presencia de los HTP (a excepcion de los tratamientos
de 75 y 1500 ppm), sugiriendo con ello que la disminucion observada en el
contenido total de clorofila no necesariamente es producto de la inhibicién
selectiva de la sintesis de alguno de los dos tipos de pigmento analizados.

Se encontraron en la literatura escasos trabajos que refieren el efecto de los
hidrocarburos en el contenido de clorofila (cuadro 13). Dentro de este reducido
acervo de informacion se pueden mencionar los trabajos de Huang (1996), Ralph
(1998) y Ren (1996) cuyos resultados se exponen y comentan brevemente a
continuacién.

Cuadro 13. Algunos estudios que refieren el efecto de ios hidrocarburos en el contenido de
clorofila.

. 6 especies de Reducci6n, en

gng;f::;ﬁ’ '“:JSS HAP (intactos yf 2, 4y 8mga proporcion a la Hua?gbgt al,

fotomodificados)’. concentracion. )
.| 100%, 50% y 25%
Halophila ovalis Crudo ligero | de una solucion sf"ﬁ,ﬁéi‘ffo R a";gfg‘;' al,
stock al 1%. g ’ )
3 especies de No efecto

Brassica napus HAP (ntactos y, 0.1-10 mgh sianificativo. Ren, et al, 1996,

fotomod:ﬁcados) ‘ g

Antraceno benzo (a) antraceno, benzo (a) pireno, fenantreno, flucranteno, pireno.
Antraceno benzo {a) pireno, fluoranteno.

Desde luego, la comparacion de los resultados entre los trabajos debe hacerse
con cierta parsimonia debido a la variacion en la calidad y cantidad de los
hidrocarburos asi como en las condiciones generales de experimentacion. Sin
embargo, con el estudio de Huang (1996) y Ren (1996) se resalta la importancia
ya reconocida gue posee la ruta o via de exposicion de los contaminantes como
un factor que determina sustancialmente la toxicidad de ellos. En este sentido, la
comparacion de estos dos estudios resulta elocuente de esta idea puesto que el
tipo de hidrocarburos de prueba asi como las concentraciones manejadas poseen
estrecha similitud, ademas de que una de las especies experimentales (Brassica

" La proporcién de cada tipo de pigmento es variable y caracteristico de cada especie de planta (Bregman 19%96; Wellburn,
1994).
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napus) es comun en ambas. No obstante, la via de exposicion o administracion de
los HAP fue muy distinta: por hidroponia (Huang, 1996) y por aspersion directa del
area foliar (Ren, 1996), originando respuestas diferentes también.

Por otra parte, Ralph {1998) utilizd hidroponia, obteniendo resultados semejanies
a Huang (es decir, ningun efecto estadisticamente apreciable con respecto a los
lotes control), lo cual sugiere, como se planted anteriormente, que los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos , tanto en su forma intacta como
fotomodificada, no son translocados significativamente por las plantas. Por su
parte, Ralph (1998) no reporta variacién notable en la relacion clorofila a/clorofila b
de Halophila ovalis con los tratamientos, caso semejante al observado en Cyperus
elegans.

La disminucion en el contenido de clorofila de las plantulas de Cyperus elegans en
el intervalo de 150 a 5000 ppm pudiera tener explicacion si se toma en cuenta
gque, entre otros aspectos:

. Algunos hidrocarburos pueden ejercer o inducir efectos analogos a
las auxinas, por lo tanto en concentraciones mayores de HTP cabe la
posibilidad de que exista un incremento en la proporcion de
constituyentes con estructura semejante a aguellas, induciendo asi 1a
sintesis de etileno por parte de las plantulas. Este gas degrada a la
clorofila (Ascon-Bieto, 1996)

. La presencia de hidrocarburos en el suelo disminuye la capacidad de
retencion de agua del mismo por lo cual las plantas pueden exhibir
sintomas de deshidratacion, como lo es la clorosis foliar (que se
traduce en un menor contenido de clorofila)

Sin embargo, resuita poco probable que dichos factores hubieran jugado un papel
preponderante en los resuitados observados si se considera que en los suelos

intemperizados como es el caso, los hidrocarburos presentes, por lo general de

alto peso molecular (véase pagina 71 y 72) poseen una reducida biodisponibilidad.

. Como se indicoé en parrafos anteriores tampoco fueron evidentes sintomas por

deficiencia de agua.

Por lo anterior, es necesario tener presente que el comportamiento negativo
observado en el contenido de clorofila en funcién de la concentracion de HTP es el
resultado de {a depuracién selectiva de los datos, por lo cual, la informacion

derivada de ellos no es lo suﬂcnentemente concluyente en cuanto al efecto
atribuible a los Hidrocarburos.

No obstante, de manera general, los demas parametros evaluados (germinacidn,
elongacion radicular, crecimiento, produccion de biomasa en peso seco) en
plantulas de Cyperus elegans denotan un efecto reducido de los hidrocarburos
presentes en el pantano en esta especie, hecho experimental que se confirma
tangiblemente en campo puestc que esta ciperacea se encuentra habitando de
manera natural este ambiente alterado (figura 4). .
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Como se indico, Cyperus elegans como planta ruderal, tiene la capacidad de
sobrevivir en este medio porque esta adaptada para solventar condiciones
naturales de perturbacion. En este sentido, cabe sefialar también que el uso del
nitrégeno es muy eficiente en las plantas de este género (Li, 1999), factor de
crucial importancia si se considera que por lo general en los suelos contaminados
con petréleo existe una disminucidn importante’ de macronutrientes o
macroelementos para las plantas como lo es el fosforo y el nitrégeno
{particularmente este ultimo) debido, por un lado, a que se encuentran presentes
en bajas concentraciones en el petroleo y sus productos refinados y residuales
(Freedman, 1995}, por el otro, como consecuencia de la elevacion de la demanda
de aquellos por parte de los microorganismos que proliferan de manera sustancial
(Bossert, 1984). A este respecto, este Ultimo autor comenta adicionalmente que
durante la reforestacidn natural de los suelos contaminados la limitacién por
nitrdgeno impone una alta presién selectiva hacia plantas con requerimientos
bajos de este elemento’ -

Bajo esta perspectiva, el limitado efecto manifestado por las plantulas de Cyperus
elegans frente a la exposicibn de los HTP limita considerablemente ‘su
potencialidad para ser utilizada como bioindicador sensible’de contaminacion para
este tipo de xenobidticos, puesto que no permite valorar o interpretar
adecuadamente los efectos relacionados a la existencia de concentraciones o
niveles de contaminacion particulares. Es necesario. considerar que la
vulnerabilidad de las especies con respecto a un mismo factor de estrés puede
variar considerablemente y por afiadidura, resulta evidente gue ninguna especie
puede ser la mas sensible en todos los casos.

Desde un punto de vista fitotoxicologico, la escasez de respuestas adversas de
Cyperus elegans a los hidrocarburos le confiere una ventaja que le permitiria ser
utiizada en la fitorremediacién del pantano de Santa Alejandrina. Adicionalmente,
esta especie posee un sistema radicular fibroso y profuso que puede proveer una
amplia superficie de rizosfera que potencialmente promueva o estimule los
procesos quimicos y biologicos implicados en la biodegradacion de los
hidrocarburos (Aprill, 1990), independientemente de que se trata de una planta
nativa que, por lo mismo, no necesitaria aclimatacién previa.

En conjunto, todas estas caracteristicas le conceden a esta planta un papel
promisorio en el proceso de fitorremediacion lo cual, desde luego es pauta para

" De zhi que las leguminosas, por su potencialidad de fijar nitrégeno atmosférico {a través de la formacion de nddulos
radiculares por el establecimicnto de una relacién simbidtica con bacterias del género Rhizobiwm), sean también buecnos
candidatos.
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otras investigaciones relacionadas en torno a comparar su eficiencia para
estimular las poblaciones microbianas implicadas en la biodegradacion de dichos
compuestos organicos, su potencialidad para biocacumularlos asi como el tiempo y
cantidad de remocion de los mismos. Algunos de estos estudios ya se han estado
realizando. ‘
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i
8. Conclulsiones y Recomendaciones.

| .
De la informacion generada en este trabajo se puede comentar lo siguiente:

1.- Las propiedades fisicas y quimicas de un suelo pueden modificarse debido a la
contaminacicn por hidrocarburos.

2.-Los Hidrocarburos Totales del Petrdleo {(HTP) contenidos en las muestras del
suelo del‘pantano de Santa Alejandrina no tuvieron efecto significativo en la
germinacion, crecimiento y produccion de biomasa de Cyperus elegans, en el
intervalo de 25 a 97,376 ppm.

3.-En la elongamon radicular de Cyperus elegans se observaron diferencias
S|gn|f|catavas (p<0.05) en 5 de las 6 series experimentales realizadas, lo que
sugiere de alguna manera la existencia de efectos derivados de la exposicion a
los HTP, aunque los coeficientes de correlacion correspondientes no presentaron
valores elevados (p>0.05).

4.-El conten:do de clorofila mostré diferencias estadisticas (p<0.05) en los
tratamlentos con HTP, apreciandose una reduccién, aunque no es concluyente
con respecto al grado de efecto atribuible a los mismos.

5.-La reduccson de la biodisponibilidad de los hidrocarburos en funcion del tiempo
es un factor que puede influir notablemente en la toxicidad de un suelo
contamlnado y que explica de alguna manera el limitado efecto manifestado en
las plantulas de Cyperus elegans frente a la exposiciéon a los HTP contenidos en
muestras de suelo del area de estudio.

6.-La redu0|da respuesta de Cyperus elegans frente a los HTP, ademas de su
gran adaptabllldad - natural a condiciones de perturbacion, disminuye
conmderabtemente su potencialidad para ser utilizada como bioindicador sensible
para este tIpO de xenobidticos.

7.-Desde un punto de vista fitotoxicolgico, la aparente tolerancia de Cyperus

elegans a los HTP le confieren cierta ventaja para ser empleada en la

fitorremediacion del pantano de Santa Alejandrina.

8.-La informacion generada a través de los bioensayos de toxicidad con plantas
quiza no sea decisiva o contundente con relacion a los efectos de los xenobioticos
en todos Ios casos, debido a que algunos parametros fisiologicos (germinacion,
crecrmaento entre otros)pueden diferir en su ‘sensibilidad inherente, sin embargo,
no por elio las pruebas de fitotoxicidad deben ser subestimadas o excluidas,
debido al papel clave que representan las plantas como productores primarios.

9.-La Pru[eba de Fitotoxicidad OCDE No. 208 refleja o simula con mayor
aproxma(:lon las condiciones e interacciones reales de los xenobidticos con las
plantas expenmentales dado que sugiere el empleo del suelo nativo como sustrato
y no permate la utilizacion de solventes para sustancias no polares que modifiquen
su biodisponibilidad, por 1o cual se recomienda su utilizacion para realizar
bioensayos orientados a integrar estudios a nivel ecotoxicologico.
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i
10.-Los bioensayos de toxicidad constituyen una parte integrante de los estudios
analiticos| dirigidos a la evaluacion del riesgo o impacto ambiental para un
contamlnante dado. En este sentido, una estimacion del impacto ecologico de los
hldrocarburos en el Pantano de Santa Alejandrina implicaria la realizacion de

pruebas con multiples especies, representando cada una de elias un nivel trofico o
nicho diferente.
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.- ANEXO 1 S

Datos de la estacion Meteorologica localizada en el Municipio de Minatitlan, Veracruz.

Tipo
[+
Numero | Estacion | Coordenadas | Arios | Ene. | Feb. | Mar. | Abr. | May. | Jun. |Jul. | Ago. | Sept. | Oct. jNov. |Dic. |Anual | P/T &/35 OS5C. | de
' Clima
17°59’ T40 |22.7 (23.3 (255|274 (28.6 |28.2 |27.7 |27.6 |27.5 |26.2 (245 |23.2 [26.0
Minatitlan )
30-066 (64m) 88.819.1 ;58 |Amii')g
94°32’ P39 (108.069.3 34.1 126.4 1 63.4 [ 249.0;271.1(310.8(449.9|366.6,231.3|134.0[.2313.9

Fuente: Garcia E. {1988). Mndiﬁcacinnea al Sistema de Clasificacion Climatica de Képpen, UNAM, México, pp. 75, 192.

Numero : Se refiere al numero de la estacién como aparece en la
carta de climas de la Comisiéon de Estudios de Territorio
Nacional (CETENAL) y en las del INEGI.

Estacion : Nombre de la Estacion Meteorolégica.
Coordenadas: Coordenadas geograficas de la Estacion.

T40 : Numero de anos que se consideraron para el promedio en
el lapso 1921- 1980, |la temperatura media de todos los meses
del ano y el promedio anual expresados en grados centigrados
(°C).

P39: Numero de anos de servicio, las precipitaciones medias
mensuales y la suma total anual, expresadas en milimetros

(mm}).

P/T: Indice de Humedad de Lang. Representa el cociente que
resulta de la division entre la Precipitacion total anual
expresada en milimetros y Ia temperatura media anual, en
grados centigrados.

% P. INV.: Lluvia invernal. Es el porcentaje de |la precipitaciéon
recibida en los tres meses invernales: enero, febrero y marzo,
respecto de la total anual.

OSC. . Hace referencia a la diferencia entre el mes mas frio y el
mas caliente, es decir, la oscilacién anual de las temperaturas
medias mensuales.

Tipo de clima : Se refiere a la categoria del clima segun el
sistema de clasificacion climatica de Koppen modificado por
Garcia (1987), para adaptarlo a las condiciones de la Republica
Mexicana.
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Anexos

Curvas de & puntos utilizadas para establecer la relacion entre la absorbancia y la
concentracion de HTP.

Curva Estandard para Celda 1 cm
Concentracidon  Absorbancia
® 50 0.105
g 100 0.218
g 200 0. 360
B 300 0. 561
2 400 0.719
<L 500 0. 959
Coeficiente de Correlacion: 0.9976
0 100 200 300 400 500 600 Pendiente: 0.0018
Interseccion: 0.0121
HTP {ppm)
Curva Estandard para Celda 5 cm.
Congeniracion Absorbancia
s 0.048
@© 10 0.115
8 20 0.195
% 03 T , 30 0.284
= L 40 0.3914
2 02 " 50 0.514
< 0 1 - "//
. 2= Coeficiente de Correlacion: 0.9974
0 T T T e Pendiente: 0.0100
T Interseccion: -0.0001
0 10 20 30 40 50 .60
HTP (ppm)

Ejemplo de calculo de HTP de una muestra:

Lectura dada por el equipo: . 351
interpolacidn en la curva estdandar:
Y=mx+b

X=188 .27

—»

Caleulando segun Formula (1)véase pag 54 :

C. Ve . F
L 7Y, ) R ————
Gs
188 . 27 (100) {100}
ppm =
20
ppm = 94, 135
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Anexos

Espectrofotometro Infrarrojo de Transformada de Fourier (FT-IR) utilizado para la
cuantificacion de los Hidrocarburos Totales del Petroleo {HTP) contenidos en las muestras
de suelo del pantano de Santa Alejandrina.

De acuerdo con Navarrete y Becerril {1996), los espectrofotémetros infrarrojos modernos
son instrumentos automaticos, faciles de operar y requieren un mantenimiento minimo,
existiendo principalmente dos tipos:

1} Espectrofotometros de dispersion tradicional.
2} Espectrofotometros de Transformada de Fourier (FT-IR).

Los instrumentos de dispersién tradicional emplean un enrejado de hierro para dispersar la
radiacién infrarroja proveniente de la fuente. La dispersion de la radiacién se dirige hacia la

muestra y después al detector. En contraste, el ‘espectrofotémetro de Fourier dirige la
radiacion directamente de la fuente a la muestra.
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Anexos

‘...“.:’ Zona de Inundacion
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El pantano de Santa
Alejandrina
representa un area
de 76 KmsZaprox.,
localizada en el
municipio de
Minatitian.

Se ubica en el
margen derecho del
rio Coatzacecalces,
con una elevacion
aproximada de 5
msnm.

Sus coordenadas
geograficas son:

17°59' 50" latitud N
94° 30" (0" latitud W
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