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Resumen

Se evalud y comparo el efecto del Naftaleno expuesto en forma de solucidn a
concentraciones de 5,10,15,20,25 y 30 mg/L,, en la germinacion, produccidon de biomasay
contenido de clorofila en plantas de Cyperus elegans y Glycine max. Se utilizo el cultivo
hidropénico como un meétodo de obtencidn de plantas experimentales y una via de
exposicion al naftaleno de las mismas, controlando las condiciones de luz, temperatura,
humedad, y fotoperiodo, al que fueron sometidas. Ademas debido a las caracteristicas
propias del naftaleno, la solucidén fue recambiada peridédicamente para mantener una misma
concentracién durante el periodo de prueba. De acuerdo al analisis estadistico aplicado en
cada uno de los bio-ensayos estudiados en este trabajo, en ambas especies de plantas, no
hubo respuesta toxica al naftaleno, en las determinaciones de indice de germinacion y en
biomasa. Sin embargo en el parametro del contenido de clorofila se observo una
disminucién del 50 % a concentraciones de naftaleno de 25 y 30 mg/L en las plantas
expuestas de Glycine max, mientras que Cyperus elegans resuitd ser una especie
tolerante al naftaleno a concentraciones de 5 a 30 mg/L en este parametro.
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Introduccién

Estudio comparativo de la fitotoxicidad del Naftaleno en dos especies de

plantas superiores Cyperus elegans y Glycine max, obtenidas bajo cultivos
hidropdnicos.

1. Introduccion

Sin duda la industria petrolera constituye una parte muy importante dentro de la
economia de nuestro pals, sin embargo, el manejo inadecuado de los residuos y
desechos industriales, ha provocado una gran cantidad de problemas de
contaminacion e impacto ambiental. En donde la biosfera, ha quedado expuesta a
muchos contaminantes y sustancias peligrosas causando diversos efectos en el
ecosistema.

Un ejemplo de esto son los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP),
grupo de compuestos derivados del petréleo al que pertenece el Naftaleno, que
desde el punto de vista bioldgico reciben gran atencidén debido al potencial toxico de
varios de ellos al llegar a ser incluso cancerigenos y mutagénicos en organismos
expuestos (Cerniglia,1992). Por lo que, varios estudios de impacto y contaminacién
ambiental se han enfocado al estudio y tratamiento de este tipo de contaminantes.

En este trabajo, se pretende evaluar y comparar la respuesta fitotoxica, por
exposicidn a Naftaleno en condiciones hidropdnicas en dos especies de plantas
Cyperus elegans y Glycine max. Considerando que la valoracién de efectos
toxicos provocados por contaminantes presentes en el ambiente en piantas
superiores, permite proponer especies Utiles para la evaluacidn, remediacién y
proteccién de sitios contaminados.

Cyperus elegans, es una planta silvestre que presenta la capacidad de
adaptacion y resistencia a condiciones desfavorables, tolerante a crecer en sitios
altamente contaminados con hidrocarburos derivados del petréleo (Zermefio et al.
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Introduccién

2000) vy Glycine max, una especie de planta domesticada, sensible a efectos
toxicos y a alteraciones de su entorno, recomendada por EPA (2000), para realizar
pruebas de toxicidad y evaluar los efectos ecoldgicos de fuerzas antropogénicas que
puedan tener impacto en el ambiente.

Tomando en cuenta que el Naftaleno, se encuentra en medios contaminados
normal y en forma de muchos precursores y aunque algunas veces este compuesto
en el ambiente, no llega a ser potencialmente dafino hacia los organismos
expuestos, debido a su susceptibilidad a ser degradado por microorganismos y
factores ambientales como luz y volatilidad (Neilson, 1998), es importante indagar si
bajo ciertas condiciones de exposicion puede ser téxico el o alguno de sus derivados
una vez que ha sido metabolizado o transformado por procesos ambientales y/o
biolégicos. Esto debido a que muchos compuestos xenobidticos no siendo téxicos
en el ambiente, al ser metabolizados por los diferentes organismos |leg.an a ser
potencialmente daninos, cuando los metabolitos de degradacién llegan a ser mas
peligrosos dentro de los organismos vivos (Albert, 1990).

Por otro lado, segun Halliwell (1987) y Matringe et al. (1989) una gran
variedad herbicidas, heterocompuestos que presentan estructuras quimicas similares
a anillos arométicos que constituyen al naftaleno, son capaces de tener efectos en la
ruta de sintesis de clorofila como por ejemplo al inhibir el transporte de la cadena de
electrones para la generacion de ATP y NADPH. Tomando en cuenta que dentro de
la ruta de biosintesis de clorofila se llevan a cabo un sin nimero de reacciones
quimicas, Matringe (1989), propone moléculas como protoporfirinogen axidasa como
un blanco molecular de compuestos xenobidticos como herbicidas difenil éter,
citando que estos compuestos inducen una acumulacion de protoporfirina IX en
tejidos de plantas. Observandose efectos tdxicos como disminucién o acumulacion
de pigmentos fotosintéticos, como la clorofila.

Conocer los efectos fitotoxicos, que puede producir el naftaleno bajo ciertas
condiciones de exposicion, en especies de plantas superiores con caracteristicas

7
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Introduccion

diferentes, para valorar y determinar los factores de riesgo asociados a su
exposicién asi como el grado de tolerancia o sensibilidad de las plantas
examinadas, en conjunto, puede aportar elementos para un estudio de control o
prevencion de dafios ambientales mayores.
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Antecedentes

2. Antecedentes

El uso del petréleo y muchos de sus derivados en actividades industriales y
domesticas, genera diversos contaminantes que al ser vertidos al ambiente y/o
depositados de manera clandestina en lugares aledafios, tiraderos, drenajes
municipales, barrancas, rfos y lagunas entre otros, constituyen graves problemas de
contaminacién ambiental que pueden causar efectos téxicos en el ecosistema. Un
ejemplo de estos compuestos son los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP),
grupo al que pertenece el Naftaleno, los cuales son considerados residuos
peligrosos debido a sus caracteristicas fisicoquimicas que provocan grandes niveles
de contaminacion residual en suelos y aguas (Cerniglia, 1992; Bouchez, et a/. 1996).

En la busqueda de soluciones adecuadas para el manejo de residuos como
los HAP, muchos estudios cientificos se han enfocado a su investigacion con el fin
de proponer e innovar tecnologias limpias cuyos avances puedan ayudar en los
procesos de corregir y prevenir los problemas de contaminacion, riesgo e impacto
ambiental provocados por este tipo de compuestos.

En este sentido, se han desamollado un conjunto de herramientas
encaminadas a la produccién de bienes y servicios mediante la utilizacién de
sistemas bioldégicos (microorganismos, plantas superiores silvestres y domesticadas,
o animales), con el objeto de disminuir la contaminacidn en el pais, prevenir
posibles dafios irreversibles al ambiente o bien evaluar el grado de afectacion de los
contaminantes en los ecosistemas empleandolos como biomarcadores o
bioindicadores de toxicidad.

2,1 Contaminacién y Toxicidad

La contaminacion se define como la presencia en el ambiente de uno o mas
contaminantes o0 cualquier combinacién de ellos, que causan un desequilibrio

9
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ecologico; entendiéndose por contaminante a toda materia o energia en cualquiera
de sus estados fisicos y formas, que al incorporarse o actuar en la atmdésfera, agua,
suelo, flora, fauna o cualquier elemento natural, altera o modifica su composicién y
condicién natural (LGEPA, 2000).

Por otro lado, la toxicidad de una sustancia es su capacidad para causar
dafio en un organismo vivo y se determina seglin los efectos letales, crénicos o
subcrénicos que pueden presentarse en diferentes organismos.

Todas las sustancias quimicas son téxicas en ciertas condiciones de
exposicion (Albert, 1990).

La respuesta de los seres vivos a los efectos provocados por un compuesto
xenobidtico, varia considerablemente de un organismo a otro, ya que ademas de
depender de la concentracibn y de las propiedades toxicolégicas de cada
contaminante, depende también de las caracteristicas fenotipicas, genotipicas,

morfolégicas y fisiolégicas propias de cada especie bioldgica. (Wang y Freemark
1995).

2.1.1 Bio-ensayos de toxicidad

Los bio-ensayos de toxicidad son experimentos de laboratorio utilizados para
evaluar los efectos téxicos potenciales de contaminantes, sustancias quimicas,
muestras de agua-sedimento o suelos de un cuerpo receptor o efluentes industriales
sobre los organismos vivos. Son empleados, para tratar de indagar la naturaleza y
los mecanismos de las lesiones toxicas en los organismos expuestos, los efectos se

evalllan a partir de las respuestas de los organismos expuestos a las sustancias
quimicas probadas.

Entre los indicadores de toxicidad comunmente evaluados se destacan los
siguientes (Albert, 1990):

10
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v Letalidad aguda

v Efectos subletales en organismos, plantas, mamiferos e invertebrados a nivel
bioquimico, fisioldgico, etolégico etc.

v Teratogenicidad: cuando un compuesto causa defectos estructurales que
afectan el desarrollo de un organismo

v Genotoxicidad-mutagenicidad: son los cambios que se producen en el material
genético de la célula, pueden producir defectos de nacimiento o aborto.

v Carcinogenicifiad: cuando una sustancia es capaz de producir cancer.

2.1.2 Fitotoxicidad

La fitotoxicidad es la valoracion en las plantas de los efectos causados por la
exposicion de estas a sustancias xenobioticas. Se evalta mediante el analisis
cualitativo y cuantitativo del efecto provocado en uno o mas parametros fisiolégicos
que se consideran relevantes o representativos a lo largo del desarrollo de una
planta.

Los protocolos de pruebas de fitotoxicidad, son desarrollados para la
aplicacion en laboratorio de bioensayos enfocados hacia la valoracion de la
respuesta de plantas superiores tratadas con sustancias quimicas probadas.

Los efectos de miden en:

v Parametros morfolégicos como son, la germinacion de las semillas, la -
emergencia y alargamiento de las raices, la produccion de biomasa, el
crecimiento y vigor vegetativo (Freemark gt g/, 1990).

Parametros bioquimicos, como cuantificacion y cualificacion de enzimas.
Parametros genéticos; prueba de macro y micro nucleos.

Asimilacion y translocacién de xenobibticos.

Bioconcentracion y bioacumulacion de xenobi6ticos en las plantas.
Tolerancia y asimilacion de contaminantes (Freemark gt g/, 1990).

AN N N NN
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2.2 Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP)

Los HAP estan constituidos por la unién de dos y hasta 7 anillos bencénicos
fusionados, el nimero y arreglo de estos determina sus caracteristicas fisicas y
quimicas (Tabla 1), presentando en general bajos valores de solubilidad en agua,
ya que son compuestos no polares, hidrofébicos y lipofilicos (Mueller gt 5/, 1998).

Tabla 1. Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de 16 HAP de interés ambiental EPA
(Environmental Protection Agency U.S.A), y 10 HAP seleccionados por VROM (Dutch
Ministry of Housing and Environment) como indicadores de contaminacién por HAP,
indicados con * (Kotterman, 1998).

Compuesto Peso Formula Numero Potencial Log Solubilidad Enlistado
HAP molecular molecular |de anillos| carcinogénico Kpa en agua como
{mg L-1) contaminate
Naftaleno* 128 C10H8 2 3.37 30 E
Acenaftileno 152 C12H8 3 4.07 3.9 E
Acenafteno 154 C12H10 3 4.33 3.5 E
Fluoreno 166 C13H10 3 - 4.18 2.0 E
Antraceno * 178 C14H10 3 - 4.45 7.3*10-2 E
Fenantreno™ 178 C13H10 3 — 4.46 1.3 E
Fluoranteno* 202 C16H10 4 - 5.33 2.6*10-1 E
Pireno 202 C16H10 4 - 5.32 1.4*10-1 E
Benzo (a) 228 C18H12 4 + 5.61 1.4*10-2 E
Antraceno*
Criseno* 228 C18H12 4 +- 5.61 2.0*10-3 E
Benzo (b) 252 C20H12 5 ++ 6.57 1.2*10-3
Fluoranteno
Benzo (k) 252 C20H12 5 - 6.84 5.5%10-4
Fluoranteno®
Benzo (a) 252 C20H12 5 44 6.04 3.8*10-3 - EW
Pireno*
Dibenzo (a,h) 278 C22H14 5 + 5.97 50*10-4 E
Antraceno
Benzo (g,h.i) 276 C22H12 6 7.23 2.6*10-4 EW
Perileno*
indeno (1,2,3-cd) 276 C22H12 6 + 7.66 6.2*10-2 EW
Pireno*
-No carcinogenico, +- incierto, + carcinogénico, ++ y +++ fuertemente carcinogénicos. Lista de
J contaminantes propuestos por Environmental Protection Agency (E) y World Healt Organization (W).
12
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Algunos de los HAP de bajo peso molecular (de 2 a 3 anillos) provocan
graves efectos toxicos, mientras que la biotransformacion de moléculas de HAP de
alto peso molecular (mas de 3 anillos), puede dar como resultado la generacién de
metabolitos intermediarios con alta actividad carcinogénica para el hombre y
mutagenicidad en microorganismos (Sims y Overcash, 1983).

2.2.1 Origen y Destino de los HAP en el ambiente

Los HAP son el resultado de la combustién incompleta del petréleo y muchos de sus
derivados, productos de procesos industriales, pirolisis y piro sintesis de materiales
organicos, sintesis biolégica y algunas veces en la coccion de alimentos (Lijinsky,
1991). Estos compuestos ingresan al ambiente por fuentes naturales como
derrames de petrdleo y procesos industriales, emisiones directas a la atmésfera por
incineraciones, derrames crénicos de efluentes residuales o industriales, descargas
accidentales durante el transporte, uso y disposicion de productos del petréleo de los
que se liberan altas cantidades de HAP al ambiente (Cerniglia, 1992).

Los HAP tienden a ser compuestos altamente recalcitrantes debido a la fuerte
adsorcion de las moléculas de alto peso molecular a la materia organica, esto se
atribuye a su baja solubilidad, o que provoca poca biodisponibilidad o asimilacion por
organismos vivos y como resultado generalmente persisten en suelos, sedimentos y
estan asociados con particulas suspendidas en el ambiente bajo diversas
condiciones naturales (Cemiglia, 1992).

La biodegradacion de los HAP esta basada en su solubilidad y en sus
caracteristicas fisicas y quimicas, siendo en general lentamente degradados por
diferentes microorganismos como hongos, bacterias y algas, especialmente los de
bajo peso molecular como el Naftaleno, Fenantreno y Antraceno (Neilson, 1998).

Aunque muchas veces los HAP se encuentran en concentraciones traza en el
ambiente, estos compuestos pueden ser transformados por mecanismos entre los
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cuales se encuentran la biotransformacion, la ozono-induccién, con la oxidacién e }
hidroxilacion y 1a foto-oxidacion, volatilizaciéon o bien pueden ser bioacumulados por
organismos vivos, (Fig. 1) (Cerniglia, 1992).

Muchas veces la concentracion de HAP disponible en el ambiente, depende
de su destino (reaccidén y comportamiento) que influye en su distribucion en los
ecosistemas.

2.2.2 E! Naftaleno

El Naftaleno es el mas pequefio en peso molecular de la familia de los HAP, su
estructura molecular consta de la unién de dos anillos bencénicos fusionados, cuya
formula quimica es C,;H; (Fig. 2). Se caracteriza por ser el mas soluble de los
HAP, lo que resulta en una mayor biodisponibilidad en el ambiente, siendo ademas
el mas degradable de ellos, por medio de la actividad microbiana que depende de
ciertos factores como son: la temperatura, tipo de suelo y la presencia de
organismos capaces de degradarlo, como son algunas especies de bacterias,
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hongos y algas (Liu et al- 1995; Volkering gt g/. 1993; Efroymson y Alexander, 1991).
Este compuesto también tiende a adsorberse a la materia particulada presente en
el medio y debido a su bajo peso molecular puede ser afectado por procesos de
volatilizacién y fotomodificacion (Semple, 1997). En la Tabla 2 se presentan
algunas de sus caracteristicas fisicas y quimicas.

Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas del Naftaleno® (Semple, 1997)

Peso molecular (g/mol) 128.16
Punto de fusion_ (°C) 80.28
Punto de ebullicion (°C) 217.95
Solubilidad (acuosa, mg/l) 30
Presidon de vapor (Torr) 0.082
Constante de Henry (atm-m*/mol) 4.27E-04
Volumen Molar (Cm°/mot) 148
Calor de vaporizacion (KJ/mol) . 43.2
Volumen Molecular (Angstroms '3) 126.9
Area superficie molecular (Angstroms’3) 155.8
* Datos obtenidos de la Fuente hitp:/www.eng.clemson.edu/ees/lee/pahs.htmi

El Naftaleno es un compuesto quimico industrial importante, su apariencia
fisica es la de un sélido cristalino de color blanco, muy volatil y con un olor
caracteristico. El carbén alquitranado y el petréleo son sus principales rutas de
origen, Yy numerosos compuestos quimicos industriales derivados "son
manufacturados a partir de él (Stanley, 1992).

El Naftaleno es un compuesto que por sus caracteristicas fisicas y quimicas
es uno de los HAP mas biodisponibles para muchas especies de microorganismos
como hongos, bacterias y algas los cuales tienen la capacidad de degradar,
transformar e incluso metabolizar a este compuesto (Cemniglia, 1992; Kotterman,
1998), por lo cual se han realizado un sin numero de trabajos al respecto.
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Fig. 2 Naftaleno HAP

2.2.3 Mecanismos de toxicidad de los HAP en especies biol6gicas.

Los mecanismos de toxicidad de HAP mas comunes en organismos vivos, se

enlistan a continuacion:

a) Narcosis no polar; Es un modo especifico de toxicidad causada por la
alteracion fisica de la membrana bioldgica ocasionada por los HAP. La
narcosis puede desarroliarse relativamente rapido durante un tiempo de
exposicion corto y es un fendmeno  tipicamente observado en

experimentos de toxicidad aguda (Neilson, 1998).

b) Fototoxicidad; Es el fendmeno que incrementa la toxicidad de ciertos
HAP en presencia de luz U.V. La luz induce la formacion de radicales
libres y subsecuentemente el daio a una variedad de macromoléculas
sensibles a este mecanismo de toxicidad, pudiendo desarrollarse
relativamente rapido y ser observado en experimentos de toxicidad

aguday croénica (Neilson, 1998).

c) Activacion bioquimica y formacién subsecuente de aductos;

Durante la

transformacién enzimatica, ciertos HAP son transformados en
compuestos altamente reactivos que pueden formar enlaces covalentes
con macromoléculas semejante a las proteinas y aductos en el ADN.
Los aductos de ADN pueden originar mutaciones que pueden resultar
en carcinogénesis y teratogénesis que son los resultados tipicos de
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experimentos de toxicidad crénica, que se desarrollan en largos
periodos de tiempo (Neilson, 1998).

d) Alteracion de la regulacion hormonal; Esta es solo una evidencia
circunstancial para este mecanismo de toxicidad, que se piensa ocurre
por interaccion directa de metabolitos de HAP con receptores
hormonales, mimetismo de hormonas o indirectamente por
interferencia con el metabolismo hormonal. Este tipo de toxicidad toma
algun tiempo de desarrollo y requiere una exposicion cronica (Neilson,
1998).

2.3 Plantas superiores en suelos contaminados

Dentro del grupo de las plantas superiores se encuentran especies con
caracteristicas genotipicas y fenotipicas que en ocasiones resuitan favorables para
su desarrollo en sitios inadecuados, siendo resistentes a diferentes tipos de estrés y
variaciones ambientales extremas (Salisbury, 1994).

La presencia de contaminantes en el suelo se puede reflejar de forma
directa sobre la vegetacién, por la reduccién del nimero de especies presentes en
el, o bien hay acumulacién de algunos compuestos contaminantes sin generar
dafios notables en las plantas debido a su alta capacidad para bioconcentrar y
metabolizar (Gunter ot g/, 1996), lo que significa un peligro potencial para los
organismos de eslabones superiores que participan en la cadena alimenticia.

Las plantas superiores son componentes esenciales de los ecosistemas al ser
fuente de alimentacion, proporcionar refugios y alt?ergues de anidacién para otros
organismos, incluyendo insectos, invertebrados, peces, anfibios, aves y mamiferos,
ademas de participar en los procesos de los ciclos de nutrientes, suelos y
estabilizacién de sedimentos (Powell, 1997).
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Muchas especies de plantas superiores, pueden ayudar directamente a la
transformaciéon de los contaminantes, por procesos como bioacumulacion,
biodegradaciéon o volatilizacion de los contaminantes presentes en el suelo. En
ocasiones pueden convertirios a metabolitos menos téxicos o bien, estimular su
degradacion mediante la accidn de |la microflora de la rizosfera (Fig. 3), por medio
de la excrecion de exudados que son liberados por la raiz, tales como carbohidratos,
aminoacidos y enzimas, contribuyendo asi a la depositacion de carbono organico en
el suelo (Wang et g/. 1997).

2.3.1 Metabolismo de xenobiéticos en plantas superiores
Muchos contaminantes quimicos en el ambiente, pueden ser metabolizados o

integrados en algunas etapas que forman parte del desarrollo de los seres vivos,
(Shimabukuro y Walsh, 1979).
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Los procesos biolégicos que modifican la estructura de los compuestos
quimicos dentro de las células o en los ecosistemas, pueden ser o no mediados por
procesos enzimaticos que pueden ocurrir dentro y fuera de los organismos esto es,
en el suelo por la actividad microbiana, o en la superficie de las hojas o dentro de la
planta (Anderson et a/., 1997).

La naturaleza quimica, la cantidad de metabolitos intermedios y los
residuos insolubles en las plantas estan influidos por los sitios de absorcion,
transporte, distribucion y tiempo de residencia del contaminante en la planta. Las
raices y la superficie de las hojas son los principales sitios de absorcion, mientras
que el transporte y distribucion se llevan a cabo por el sistema vascular (xilema y
floema) donde se encuentra la mayoria de los centros de actividad metabdlica.
Los mecanismos de biotransformacion estian basados en los sistemas
enzimaticos de las plantas y las reacciones mas importantes son las de c;xidacién,
hidroxilacidén y en menor medida las de reduccién (Wain y Carter, 1967).

La mayoria de los sistemas enzimaticos en los seres vivos participan en
oxidaciones, hidroxilaciones y conjugaciones y estan ascciadas al sistema de las
monooxigenasas de funcién mixta (MFO) del cual forman parte los citocromos P-450.

El citocromo P450 es un grupo de moléculas que participan en la
detoxificacion de los organismos vivos, las enzimas dependientes de citocromo p450
son importantes en la biosintesis de muchas sustancias y en la desintoxicacion de
xenobidticos. En plantas, estan implicadas en la biosintesis de los productos
secundarios (flavonoides, alcaloides) y de las hormonas pero también en la
desintoxicacion de los herbicidas y de otros xenobibticos (Stanley, 1992)
catalizando la transformacién de distintos pesticidas, mediante reacciones de
oxidacion.
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2.3.2 Parametros fisiolégicos utilizados en la evaluacién de efectos
fitotoxicos

o Germinacion

Una de las etapas mas importantes dentro del desarrolio de una planta es la
germinacion de la semillas y la emergencia del primer cotiledén. La mayoria de las
semillas tienen algun tejido de almacenamiento de reservas del cual son tomadas
las sustancias necesarias para el crecimiento subterraneo de la planta, hasta cuando
pueda efectuar fotosintesis y proveerse por si misma los nutrimentos necesarios para
su crecimiento y desarrollo. En las gramineas este tejido de reserva es el
endospermo y en la mayoria de las dicotiledoneas son los cotiledones (Salisbury,
1994).

En téminos generales, la geminacion tiene cuatro grupos de procesos: a) la
imbibicion o toma fisica de agua. El proceso fisico mas que el metabdlico tiene lugar
en esta primera etapa, b) La formacién de los sistemas enzimaticos. La semilla
desarrolla los sistemas metabdlicos necesarios para crecer y las enzimas de los
mismos. Se inicia la sintesis de proteinas y ARN, c) la iniciacion del crecimiento y
emergencia de la radiculay d) el crecimiento de ia plantula (ICA, 1985).

e Produccién de biomasa,

Una de las expresiones del fenotipo de una planta es el rendimiento y una de las
formas en las que se expresa es la cuantificacién de biomasa en peso seco. El término
biomasa se refiere a toda la materia que puede obtenerse mediante la fotosintesis.
(Salisbury, 1994).
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e Pigmentos fotosintéticos y Sintesis de clorofila

La clorofila es un pigmento importante en las plantas y su cantidad esta
relacionada con su capacidad fotosintética.

Las plantas superiores contienen dos formas de clorofila designadas como
clorofila-a y clorofila-b (Fig. 4). Ambas clorofilas difieren una de otra en sus
estructuras moleculares y en sus propiedades especificas de absorcion.

La energia absorbida es transferida a una molécula de clorofila-a, la cual es
transformada a energia quimica durante el curso de la fotosintesis en las hojas de
las plantas verdes. La clorofila b es un pigmento accesorio que sirve para aumentar
el rango de iluminacién, y generalmente constituye alrededor de un cuarto del total
del contenido de clorofila, aunque en algunas especies de plantas superiores esta
proporcion cambia (Salisbury, 1994).

H—C=0 (si on lugsr de CH, hay un sldehiio,
i la moidcula es de ciorohla b)

H H H CH,
. | | | /
#—CH,— C=C —CH,—CH,—CH, — ?—CH,—CH,—-CH,—?—C“.—C”'.—CH-—C—H
(‘:H. CH, H,

cH,
renicuo fito] {CogHae!

Fig. 4 Estructura molecular de la clorofila a y b (Salisbury, 1994)

La sintesis de clorofila es modulada por ciertos factores externos, siendo dos
los mas importantes; la luz y la nutricion mineral. El desamollo de cloroplastos
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depende en gran medida de la formacion de clorofila y, por lo tanto, de estos dos
factores. Todas estas respuestas conducen, en cuestion de pocas horas, a la
fotosintesis en las hojas de pasto cuando estas surgen del coledptio, v en
cotiledones u hojas jévenes de dicotiledéneas cuando éstas emergen del suelo. En

la oscuridad no se forma clorofila y se bloquea el desarroilo de los cloroplastos
(Lehninger, 1985).

La clorofila ha sido utilizada en estudios de los efectos de estrés ambiental en
plantas, desde la reduccion de fotosintesis en plantas expuestas a condiciones
adversas, como deficiencia de agua, temperatura, deficiencia de nutrientes, agentes
de contaminacion y ataque por patdgenos (Matringe et a/. 1989; Ralph y Burchett
1998).

2.4 Hidroponia

La hidroponia es un método de cultivo de plantas en el que se utiliza como sustrato
agua o un medio sélido inerte que cumple 2 funciones esenciales: Dar soporte a las
raices protegiéndolas de la luz y permitiéndoles respirar y por otro lado, contener el
agua y los nutrientes que las plantas necesitan (Sanchezy Escalante, 1981).

Para asegurar un buen crecimiento todas las plantas requieren agua, luz, aire,
sales minerales y un soporte para las raices. En los cultivos hidroponicos, las
plantas se desarrollan porque reciben una nutricion optima y condiciones ideales.

Para desarrollarse necesitan absorber dioxido de carbono de los gases
atmosféricos asi como de elementos nutritivos y sales inorganicas disueltas en el
agua. Estas sustancias quimicas son transformadas con ayuda de la energia
luminosa en el proceso de fotosintesis.

Los elementos considerados esenciales para el crecimiento de la mayoria de
las plantas son: Carbono, Hidrogeno, Oxigeno, Nitrégeno, Fdsforo, Potasio, Calcio,
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Azufre, Magnesio (macronutrientes) y Hierro, Manganeso, Boro, Zinc, Cobre,
Molibdeno, Cobalto y Cloro (micronutrientes).

Existen varios métodos de cultivo hidropdnico, todos ellos basados en los
mismos principios; la utilizacion de agua y fertilizantes quimicos para nutrir a las
plantas. Una de las principales ventajas que se obtienen de este tipo de cultivo, es
la rapida obtencidn de plantas debido a un acelerado e inducido desarrollo.
(Sanchez y Escalante, 1981).

2.4.1 Asimilaciéon y Transporte de agua y solutos en plantas superiores.

El agua y los materiales disueltos en ella se desplazan por vias de transporte
especiales siendo un recurso vital para los ecosistemas: el agua pasa del suelo a
través de ias raices, tallos y hojas hasta la atmdsfera.

Las sales inorgéanicas y moléculas organicas circulan en muchas direcciones
en el interior de una planta, estableciéndose un movimiento de agua y solutos
diluidos a través del xilema en raices y tallos.

Ademas de esto, el desarrollo de las plantas es influido pbr factores
ambientales como temperatura, luz, gravedad, viento y humedad (Salisbury, 1994).

El movimiento en las plantas de los materiales disueltos en el agua se realiza
por difusién, flujo masivo y osmosis.

Dado que todas las células pueden absorber ciertos solutos esenciales
rapidamente por periodos prolongados, y muchas veces las concentraciones de
estos se vuelven mucho mayores dentro de las células que en la solucién del
exterior. A este proceso de absorcién se le conoce con el nombre de acumulacion.
En los seres vivos este proceso se define como bioacumulacion y se define como "la
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toma vy retencidn de contaminantes de!l ambiente por organismos via muchos
mecanismos de ruta” (Connell y Miller 1984).

Las complejas estructuras de la raiz y partes aéreas de las plantas satisfacen
la necesidad de estas de agua, aire y nutrientes por medio de una transferencia

ordenada e integrada de materiales en el interior del vegetal, que se le conoce como
transiocacion.

2.5 Cyperus elegans (lineo) (Cyperaceae) Foto 1.

-Clasificacion taxonémica (Tabla 3).
-Descripcion morfoldgica

Las plantas de Cyperus elegans se caracterizan por ser hierbas perennes,
cespitosas, verde glauco, de 20 a 75 cm de alto, viscosas. Tallos trigonos o subcilindricos,
de 1.5 a 3.5 mm de ancho en la base, estriados, glabros. Hojas 3 a 6, septado nodulosas, de
20 a 70 cm de largo y 1 a 4 mm de ancho, subcoridaceas, margenes escébridos 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 2.5a 22cmde largoy 5 a
14 cm de ancho, radios primarios 4 a 10, desiguales, de 1 a 12 cm de largo o ausentes,
radios secundarios 2 a 4, de 0.5 a 3 cm de largo 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, carinadas, cuspidadas, de 2.5 a 3 mm de largo y ancho,
cartilaginosas, con 7 a 9 nervios, denticuladas hacia el apice, mucrén de 0.2 a 0.3 mm de
largo, estambres 3, filamentos de 1.5 a 2.2 mm de largo, anteras de 0.5 a 1 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. Agquenjos negros, cubiertos por una capa translicida, anchamente
obovoides, trigonos, apiculados, angulos redondeados, lados céncavos, estipitados, de 1.4 a
1.8 mm de largo y 0.7 a 1 mm de ancho, viscosos, lisos. ( Adams, 1994).
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-Distribucién y habitat

Estas plantas se encuentran en: el Sur d= Estados Unidos, México (Baja California,
Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan,
Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan), América Central, Antillas
y América del Sur. Altitud; O a 100 m. Se desarrollan generaimente en pantanos
salobres abiertos, potreros estacionalmente inundables, en su mayor parte cerca del
mar. Florece y fructifica de febrero a noviembre (Diego y Fonseca, 1997).

-Ciclo de vida y reproduccion

Las plantas de esta especie son perennes, pueden propagarse de dos maneras:
reproduccién sexual por dispersiédn de semillas (frutos o aquenios) o ‘bien por
reproduccion vegetativa utilizando partes de la planta provista de yemas capaces de
desarrollar tallos y raices para dar origen a nuevas piantas (Diego y Fonseca, 1997).

Una de las caracteristicas de la reproduccién por semilla es la variacion
genética que puede darse dentro de un grupo de plantas. La variacién dentro de las
semillas es muy importante, ya que proporciona el material genético que permite la
adaptacion continua de una especie determinada al medio ambiente. Dentro de cada
generacion las plantas que estén mejor adaptadas a ese ambiente tienden a
sobrevivir y a producir la generacion siguiente.

Los descendientes formados de manera vegetativa difieren radicalmente de
los producidos por semilla en caracteristicas tales como tamafio, tiempos de
produccion, eficiencia de dispersion y ritmos de mortalidad, por lo que se puede
esperar que afadan dimensiones completamente diferentes a la ecologia de la
especie o de la poblacién.
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Estas plantas presentan una alta produccion de semillas y/o estructuras
reproductoras vegetativas; llegando algunas a producir 200 000 o mas semillas por

planta ( Adams, 1994).

-Caracteristicas adaptativas

Las plantas de la familia Cyperaceae tienen caracteristicas especiales que les
permiten adaptarse a diferentes medios. Esta adaptacion depende de factores

como:
v

v

Su ciclo de vida que les permite una mejor competencia para su
adaptacion al medio.

Velocidad de crecimiento, un rapido desarrollo de las raices y partes
aéreas, les da mayor capacidad de absorcion de agua y nutrientes, y
mayor area fotosintética.

Plasticidad de las poblaciones, ©s decir que al establecerse una
poblacién de invasoras el niamero inicial de plantulas es elevado, tal
que le permite llegar a la madurez con un numero reducido de
individuos vigorosos.

Prolificidad. Tanto de una alta produccién de semillas y/o estructuras
reproductoras vegetativas.

Versatilidad de Germinacion de las semillas: Las semillas germinan en
diferentes épocas del afio o bien pueden conservar su viabilidad por
largo tiempo, pudiendo permanecer en latencia por largo tiempo.
Adaptacién- Las plantas de este género son bastante flexibles a
variaciones de las condiciones ambientales, adaptandose a sequias o
inundaciones, falta de luz o espacio.

2.6 Glycine max (Merr)( Fabaceae) Foto 2

-Clasificacion taxonémica (Tabla 3).
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-Descripcion morfologica

La soya es una planta erguida, anual grande, pubescente, de 0.5 a 1.5 m de altura
con hojas trifoliadas (tréboles), con foliolos ovales y pubecentes. flores pequeiias de color
blanco o purpura y vainas cortas que encierran entre una y cuatro semillas. Cuando la planta
alcanza la madurez, entre 100 y 150 dias después de la plantacion, segun la variedad, el
lugar y el clima, las hojas viran al amarillo y caen, mientras que las vainas adquieren en poco
tiempo color tostado y se secan. Las semillas, casi esféricas, suelen ser de color amarillo
clgro, y también negro, castafio o verde en ciertas variedades raras. El hilo o cicatriz es

negro, castafio o amaritlo. Las semillas contienen alrededor de un 20% de aceite y un 40%
de proteinas (PRONASE, 2000).

-Distribucion y habitat

La variedad Huasteca 2000 tiene su mejor adaptacion en regiones con clima calido
humedo y subhiimedo con precipitaciones anuales de 800 a 1000 mm. Temperaturas
medias de 25 a 27 °C, fotoperiodos de 13 horas luz y prosperan satisfactoriamente

en suelos vertisoles (http://ns.minae.go.crlestrategia/estudio/sp-cultivadas.htmil).

La mejor zona de adaptacién, son las areas soyeras del sur de Tamaulipas,
las cuales se ubican principalmente en los municipios de Aldana, Altamira, Gémez
Farias, Gonzalez y Mante. 4Lo mismo pueden sembrarse en el Oriente de San Luis
Potosi y el Norte de Veracruz ya que las condiciones de clima y suelo son similares a
las del sur de Tamaulipas (PRONASE, 2000). Las plantas de Glycine max
presentan un ciclo de vida anual. '

[ Reino Filum Clase Orden Familia “Genero Espacie
Liliopsida Cyperales Cyperaceae Cypecrus | Cyperus elegans
Plantae | Magnoliophyta | (monocotileddnea) .
Magnoliopsida Rosidae Fabaceae Glycine Glycine max
(dicotiledénea) Fabales {leguminosae)

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de las plantas utilizadas en este trabajo.
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Foto 2. Giycine max M., Herbario Nacional UNAM.
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2.7 Uso de plantas superiores en estudios ambientales

Debido a la importancia de las plantas en los ecosistemas y su respuesta al
interaccionar con ciertos compuestos xenobitticos que forman parte del grupo de
contaminantes ambientales, se ha considerado que algunas especies de plantas
vasculares son uUtiles en procesos de remediacién, estudios de contaminacion
ambiental, seguimientos, valoraciones toxicolégicas y ambientales por lo cual,
recientemente ha aumentado el uso de plantas superiores acuaticas y terrestres para
remediar, evaluar y prevenir problemas de contaminacién ambiental.

Esto a partir de la cualificacion y la cuantificacion de efectos morfoldgicos y
fisiologicos asi como de la utilizacion de biomarcadores de toxicidad que implican la
medicidn de respuestas de las plantas utilizadas, en diversos niveles de
organizacion biolégica, fisioldgica, histoldgica, bioquimica y molecular.

2.7.1 Fitoremediacion de suelos contaminados con Hidrocarburos

La fitoremediacion de suelos contaminados, es una forma de tratamiento biolégico de
bajo costo en la que se utilizan las plantas superiores para transformar, transferir,
estabilizar y/o para eliminar contaminantes del suelo y del sedimento, este método
es aplicable para la remediacion de suelos o aguas contaminadas con compuestos
inorganicos como metales o bien orgdnicos como pesticidas, solventes, y

compuestos derivados del petrdleo, entre los que se encuentran los HAP (Schwab y
Hsu, 1996).

Esta tecnologia es relativamente nueva y aun se encuentra en proceso de
perfeccionamiento, sin embargo se trata de un proceso lento de bajo costo que no
daifa al medio ambiente. Por lo pronto los suelos contaminados y tratados con
esta técnica, frecuentemente han presentado concentraciones finales mas bajas en

comparacién con sitios igualmente daiiados y con ausencia de plantas (Cunningham,
1996).
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Los posibles procesos en los cuales las plantas participan en la atenuacién

de los niveles de contaminacion de suelos y aguas en esta forma de tratamiento
biolégico son:

v La biodegradacién realizada por la rizosfera de las plantas utilizadas
Ocurre en el suelo circundante a las raices de la planta (suelo rizosférico).
Una de las funciones principales de las raices de las plantas, es absorber las
sustancias nutritivas, sales minerales que le sirven como alimento, pero
ademas alberga muchos microorganismos que realizan actividades biolégicas
especificas en beneficio de la planta. Las raices también aflojan al suelo y
después mueren, dejando los caminos para el transporte de agua y de la
aireacion.

v La fito-acumulacion es 1a toma o asimilacién de contaminantes a través de
las raices de la planta y su acumulacién en los tejidos de la planta, tal y como
sucede con los metales pesados y el lirio acuatico.

v La fitodegradacién es el metabolismo de contaminantes dentro de tejidos o
células vegetales. Las plantas producen las enzimas tales como peroxidasas y
lacasas, que ayudan a catalizar la degradacién de estos compuestos.

v La fitoestabilizacion es el fendmeno de la produccién de compuestos
quimicos por las plantas, para inmovilizar contaminantes en la interfase de
raices y del suelo (Wang et a/,. 1997)

2.7.2 Uso de plantas superiores como biomonitores o bioindicadores de
toxicidad

Muchas especies de plantas superiores han sido empleadas como biomonitores o
bicindicadores de toxicidad al ser expuestas a estrés por el aumento de la
concentracion del contaminante en estudio (Wang gt g/. 1997).

J Es importante considerar la bio-disposicién del compuesto y la duracidn en
tiempo del contacto que tiene el organismo en él o los contaminantes.
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Estudios de laboratorio y de campo han demostrado que el uso de especies
vegetales es util para el seguimiento y la valoracion de la toxicidad debido a la
contaminacion por herbicidas, efluentes y quimicos industriales. Por medio de estos
se evalia la toxicidad de los compuestos, que se refleja en los efectos producidos en
las plantas expuestas, para lo cual se consideran los parametros morfolégicos,
fisioldgicos, bioquimicos y genéticos aplicados en estudios para determinar la tasa
relativa de degradacion y toxicidad.

Las plantas responden a diferentes tipos de estrés, como variaciones de
temperatura, luz, humedad, deficiencia o exceso de nutrientes entre otros.

La EPA (2000), recientemente ha publicado un libro en el que recomienda el
uso de plantas vasculares acuaticas y terrestres para evaluar los efectos ecoldgicos
de fuerzas antropogénicas que puedan tener impacto en el ambiente.

2.7.3 Cyperus elegans en estudios ambientales

Cyperus elegans es una especie de plantas silvestres con la capacidad de
ser muy resistentes y tolerantes a perturbaciones ambientales, crecen en una zona
pantanosa al sur del estado de Veracruz cuyo suelo se encuentra altamente
contaminado con hidrocarburos derivados del petréleo. A partir de varios estudios
se ha determinado que estas plantas favorecen la degradacién de algunos
contaminantes presentes en el suelo por lo cual han sido propuestas como una
especie participante en el proceso de fitoremediacion (Foto 3) (Zermefio et al..
2000).
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Foto 3. Planta adutta de Cyperus elegans en su habitat natural.

Nombre cientifico; Cyperus elegans L.

Familia; Cyperaceae

Localidad; Zona pantanosa, Santa
Alejandrina Veracruz.

Tipo de vegetacion; Agrupacion en
macolios, plantas herbaceas

Informacion Muy perturbado

ambiental;

Suelo; Arenoso, inundable

Asociada; Graminea

Abundancia; Muy abundante

Forma biolégica; Hierba

Cicio de vida; Perenne

Fruto aguenio

2.7.4 Especies de plantas superiores utilizadas en estudios de fitotoxicidad
con hidrocarburos.

Las plantas superiores estan siendo usadas para mejorar la remediacién de sueios
contaminados con compuestos orgénicos recalcitrantes como los hidrocarburos,
muchas especies han sido probadas y evaluadas en estudios de fitotoxicidad de
laboratorio y campo. (Anderson ef al. 1997; Gunter et al., 1996; Huang et al. 1996;
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Liste y Alexander, 2000; Powell, 1997; Ralph y Burchett, 1998; Ren ¢t g/.. 1996;
Schwab y Hsu, 1996; Swarts y Jones, 1997). De esta forma se han determinado
una serie de factores que favorecen a ciertas especies de plantas vasculares como
posibles candidatos para ser utilizadas en estudios ambientales de valoracion,
prevencion, y atenuacion de riesgos ambientales. A continuacién se presenta una
lista de nombres cientificos de algunas de las especies de plantas vasculares que
han sido utilizadas en diversos estudios en donde interaccionan con substratos
contaminados con hidrocarburos derivados del petrdleo.

Especies de plantas superiores utilizadas en estudios con hidrocarburos.

Nombre cientifico Especie Referencia
Avena sativa L. Graminea Schwab et al., 1998
Brassica napus Cruciferae Ren et al. 1996
Buchloe dactiloides Graminea Qiu X otal. 1897
Cucumis sativus L. Cucurbitaceae Schwab et al.,1998
Daucus carota. Apiaceae Schwab et al., 1998

Glycine max

Halophila ovalis

Leguminosae

Sandermann, 1984; Schwab et
al. 1998
Ralph y Burchett 1998

Hordeum vuigare L. Poaceae Schwab et al., 1998

Ipomoea alpina Convolvulaceae Cunningaham et al. ,1996

Lolium perenne L. Poaceae Gunther et al., 1996

Meticago sativa Alfalfa Euisang, 1993

Petroselinum hortense. Apiaceae Sandgeémann. 1984; Schwab et
al. 1998

Phaseolus vuigaris L. Fabaceae Edwards, 1983; Schwab et al ,
1998

Pisum sativum L. Fabaceae Schwab et al, 1998

Rhaphanus sativus L. Brassicaceae Schwab et al, 1998

Thalaspi caur Cruciferae Cunningham et al/ . 1996

Thalaspi rotundifolium Cruciferae Cunningham et al. 1996

2.7.4.1 Efectos de los hidrocarburos sobre el desarrolio de las plantas

L.os hidrocarburos que se encuentran contaminando el suelo, generalmente tienen un

efecto negativo en las comunidades vegetales.

El modo en que los hidrocarburos

actuan sobre las plantas es complejo e incluye el contacto téxico directo y efectos
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deletéreos indirectos mediados por las interacciones de los hidrocarburos con los
componentes abidticos y microbianos del suelo (Bossert y Bartha, 1984). EIl contacto
téxico ocurre primeramente por el efecto del solvente de los hidrocarburos de bajo
punto de ebullicidn, sobre la estructura de las membranas lipidicas de las células.

Dentro de cada clase de hidrocarburos 1a toxicidad esta cormrelacionada con el
incremento del peso molecular e inversamente correlacionada con el incremento de
la polaridad. E! efecto indirecto de los hidrocarburos en el suelo, incluye una
disminucién en la cantidad de oxigeno disponible para las raices de las plantas,
debido al exhaustivo uso del oxigeno del suelo por los microorganismos para la
degradacién de los hidrocarburos. Tales condiciones andxicas favorecen la
produccion microbiana de compuestos fitotoxicos como el H,S. Los microorganismos
degradadores de hidrocarburos, también compiten con las plantas por los
nutrimentos minerales. Ademas de que el petrdleo también afecta la estructura
fisica del suelo, disminuyendo su capacidad para almacenar agua y aire (Wang et al.,
1997).

Las Plantas que crecen en suelos contaminados por hidrocarburos pueden
presentar sintomas similares al efecto de la sequia, debido a que alrededor de la raiz
se forma una pelicula grasosa que impide la entrada de agua, esto no sucede con
todas las especies de plantas, ya que se sabe que las gramineas pueden adaptarse
mejor a las condiciones mencionadas anteriormente y crecer sin muchos problemas
(Anderson et g/, 1997). E! agua representa un papel! esencial en los procesos
metabdlicos y fisiolégicos de las plantas, asi como el transporte de sustancias y en el
mantenimiento de la turgencia; una deficiencia de este elemento limita el crecimiento
y desarrollo de la planta llegando al grado de aniquilaria en condiciones muy
drasticas (Salisbury, 1994). '

El estrés hidrico afecta diversos procesos anatémicos, morfologicos,
fisiolégicos y bioquimicos en algunas etapas de crecimiento de las plantas. Los
efectos pueden ser disminucion en el crecimiento de las hojas, en el rendimiento de
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la materia seca, en la fotosintesis, en la transpiracion, cierre estomatico, decremento
de la concentracién intema de CO,, reduccion del area foliar, reduccion de sintesis
de ATP. El estrés hidrico también es usualmente acompafiado por una disminucion
de citocininas en los exudados de la raiz lo que aparentemente se manifiesta en una
interferencia en la sintesis de proteinas y RNA.

La translocacidon de los carbohidratos a través del floema disminuye también
como respuesta a la sequia, el crecimiento celular es probablemente el proceso mas
sensible debido al déficit hidrico causado por la disminucién de turgencia, la cual es
indispensable para el alargamiento celular. El efecto anterior se refleja en la
reduccion del area foliar. La disminucion en la humedad del suelo produce un
cambio estomatico y de transpiracién, asf como un efecto en la conductancia
estomatica de la hoja y en el aparato fotosintético.

La actividad fotosintética disminuye cuando el potencial de agua es restringido
debido en parte al cierre estomatico y en algunos casos al efecto directo en los
cloroplastos. La reduccion en el potencial de agua reduce la acumulacion de clorofila
en hojas etioladas debido a la inhibicién en la formacién de protoclorofila.

La raiz de las plantas absorbe los contaminantes organicos, los cuales pueden
ser confinados en los tejidos de la planta en formas bioldgicamente menos
disponibles. Otro proceso diferente que se ha observado ademas de la extraccién de
un contaminante organico presente en el suelo por plantas, es la acumulacion en la
raiz, la translocacion al xilema y subsecuentemente su volatilizacion en la superficie
de las hojas. Un contaminante organico presente en el suelo, puede ser degradado
mineralizado por las plantas o por los microorganismos asociados a ella.
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2.7.4.2 Asimilacion de HAP por las plantas

La asimilacion de HAP, ha sido estudiada en una amplia variedad de especies

vegetales. A continuacién se enlistan algunos ejemplos de estudios previos de
plantas y HAP:

e Schwab gt g/, (1998) estudio cultivos de zanahorias que fueron regadas con
aguas residuales que contenian HAP, registrando la acumulacién de HAP de
bajo peso molecular en las capas mas externas de las raices, las cuales se
movieron al centro de la raiz probablemente debido a su moderada lipofilidad.

e Se evallo la asimilacion, translocacidon y metabolismo del antraceno al ser
cuantificado en raices de frijol que crecieron en una solucién nutritiva con C*¢
antraceno, (Edwars, 1986). Se reporté que cerca del 60 % del total del C'4

antraceno se encontré en las raices durante la floracion y la produccidon de
semillas.

e (Kirchmann et g/., 1991) analizaron HAP, en Hordeum vulgare | ., crecidas
en suelo regado con aguas residuales contaminadas con HAP, utilizando
fertilizantes. Los hidrocarburos se acumularon en el grano en concentraciones
traza, independientemente del tipo de tratamiento usado.

e« El metabolismo del benzo (a) pireno fue estudiado en suspensiones de
cultivos celulares en perejii Petroselium hortense y Glycine max,
(Sandermann, 1984). De 1.0 a 2.2 % de benzo (a) pireno fue absorbido por
las células de perejit y 19 a 28 % por células de soya, indicando que la
afinidad depende de la especie de planta.

e Un estudio comparativo de la absorcion de naftaleno en rafces de dos
diferentes plantas demostré que el contenido lipidico es un factor controlador
en la adsorcidén de naftaleno en las raices de plantas(Schwab gt g/., 1998).
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Objetivo General

Evaluar y comparar el efecto fitotdxico del naftaleno en plantas de Cyperus elegans
y Glycine max, a través de la aplicacion de bioensayos de toxicidad en plantas
cultivadas bajo la técnica de hidroponia.

Objetivos Particulares

Determinar el efecto del naftaleno, aplicado a distintas concentraciones sobre la
germinacion de los aquenios (frutos) y semillas de las plantas tratadas.

Evaluar el efecto toxico del naftaleno a distintas concentraciones, en plantas de un
mes de crecidas bajo cultivos hidroponicos, por medio de la cuantificacion del
contenido de clorofila y la determinacion de parametros morfoldgicos como talla y
biomasa en peso seco.

Valorar el naftaleno residual aplicado a los diferentes tratamientos utilizando técnicas
de espectrofotometria de luz U. V.

Conocer la respuesta de las especies de plantas experimentales bajo cultivo
hidroponico.
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Hipotesis

A partir de la evaluacidon de respuestas fitotdxicas como la inhibicion de la
germinacion, produccion de biomasa, crecimiento y contenido de clorofila, se espera
un efecto fitotdxico diferencial entre Glycine max (planta domesticada de
sensibilidad comprobada) y Cyperus elegans (planta silvestre con alta capacidad
de adaptacion y resistencia a condiciones desfavorables), considerando al cultivo
hidropénico como una via de exposicion al naftaleno directa y adecuada, debido al
control de las condiciones ambientales y de la biodisponibilidad. Debido a que la
fitotoxicidad depende de la forma de exposicion de las plantas al quimico, del tipo de
toxico expuesto y de la biodisponibilidad del compuesto quimico utilizado.

Por otro lado Halliwell (1987) y Matringe et al. (1989), observaron que una
gran variedad herbicidas, heterocompuestos que presentan estructuras quimicas
similares a anillos aromaticos que constituyen al naftaleno, son capaces de tener
efectos en la ruta de sintesis de clorofila como por ejemplo al inhibir el transporte de
la cadena de electrones para ia generacion de ATP y NADPH. Ademas de que
Matringe et al. (1989), propone moléculas como protoporfirinogen axidasa como un
blanco molecular de compuestos xenobiédticos como herbicidas difenil éter, citando
que estos compuestos inducen una acumulacion de protoporfirina IX en tejidos de
plantas. Observando efectos toxicos como disminucién o acumulacion de pigmentos
fotosintéticos, como la clorofila.
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3. Material y Método
3.1 Obtencién y tratamiento del material biolégico

A partir de un espécimen adulto (planta madre), de Cyperus elegans (Foto 1),
sustraido de un suelo contaminado con hidrocarburos, aledafio a una zona petrolera
ubicada en la parte sur det Estado de Veracruz, fueron separados manualmente los
aquenios o frutos (Foto 4) los cuales en la familia de las Cyperaceas, fungen como
semillas para dar lugar a nuevas plantulas una vez emergido el cotiledon.

Por otro lado, se obtuvieron semillas certificadas de Glycine max Variedad
Huasteca 2000 (Foto 5), a través de una donacién de semillas certificadas por
PRONASE, ( Productora Nacional de Semillas).

Foto 4 Aquenios de Cyperus elegans. Foto 5 Semillas certificadas de Soya,
Glycine Max, VVar. Huasteca 2000

Una vez obtenidos los aquenios y semillas de las especies experimentales, se

sometieron a las pruebas que a continuacion se detallan:

3.1.1 Prueba de viabilidad de aquenios y semillas.

Se determinéd la viabilidad de los aquenios y semillas de las especies tratadas,

asegurando una capacidad minima del 85% para germinar bajo las condiciones de
exposicion descritas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Condiciones de exposicion y ambientales para cada una de las pruebas

realizadas con agquenios, semillas

3 y plantas de Cyperus elegans v Glycine max.

Prueba de | Cultivos Hidropénicos Bioensayos de
Prueba de | toxicidad (Obtencién de plantas |toxicidad aplicados a
Nombre de \a | viabilidad y| OPPTS-US EPA|de 1 mes de desarrollo|las plantas, avaluacién
Prueba o etapa|germinacion de | (germinacién de | después de la{en la produccién de
experimental aquenios y|las semillas y|germinacién de la| biomasa, efectos
semillas alargamiento semillas para corridas | morfolégicos y efectos
radicular) 850- | experimentales). fisiolégicos como la
4200 cuantificacién del
contenido de clorofila
Condiciones experimentales
Tipos de
recipientes Cajas petri de Cajas petride Frascos de vidrio Frascos de vidrio
empleados y vidrio vidrio estériles cubiertos con | estériles cubiertos con
adaptaciones plastico negro o papel plastico negroy
aluminio tapados con papel de
teflon
# de Aquenios y
Semillas o plantas 20 20 15 Plantas 5 Plantas

por muestra

Sustrato empleado

Papel filtro de

Papel filtro en
micro fibra de

Agua + solucion

Agua + solucion de
Naftaleno a diferentes

celulosa vidrio nutritiva concentraciones
Replicas por
muestra 3 3 3 3
Duracién de la
prueba o etapa 20 dias 20 dias 1 mes 20 dias
experimental )

Condiciones ambientales*®

Fotoperiodo 12-L/12-O horas
Temperatura 5-30 °C 5-30 °C 5-30 °C 5-30 °C
Humedad relativa 60% 60% 60% 60%

*Para mantener estas condiciones se utilizé una incubadora Marca Hot Pack Phila, Pa.

s Antes de sujetarlas a cualquier prueba los frutos y semillas se desinfectaron con una solucién de

hipoclorito-agua 9-1 siguiendo el

método descrito por

contaminacién por microorganismos como hongos y bacterias.

Marquez (1986),

para evitar la
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3.1.2 Cultivos hidropdnicos.

Para la obtencién de plantas con la técnica de hidroponia, se utilizé el cuiltivo en
solucién (Sanchez y Escalante, 1981), el cual favorecio el desarrollo de las plantas
experimentales con las raices libres e inmersas en el medio acuoso.

Las plantas de Cyperus elegans y Glycine max, se mantuvieron hasta un
mes en crecimiento después de la germinacion de los aquenios y semillas, en lotes
de 75 plantulas cada uno. Los cuales se regaron con una solucién nutritiva
obtenida a partir de la férmula recomendada por Salisbury (1994). Los nombres y
las proporciones de sales minerales utilizadas se presentan en la Tabla 5. La
solucion nutritiva y los recipientes utilizados fueron cubiertos de alrededor para
disminuir la luz hacia las raices y evitar el desarrollo de microorganismos (Foto 6 y

7). Por otro lado se cultivaron lotes de plantas mantenidas Gnicamente con agua
(testigos).

Los lotes experimentales se mantuvieron bajo las condiciones experimentales
descritas en la Tabla 4. Después de un mes de crecimiento las plantas de los lotes
cultivados en hidroponia para ambas especies experimentales, se compararon con
los lotes de plantas mantenidas solo con agua.

Macronutrientes g/L. Micronutrientes g/L
0.15 g Sulifato de amonio Sulfato de hierro 0.0003 g
0.75 g Nitrato de potasio Sulfato de manganeso 0.0002 g
.37 g Fosfato de potasio Acido borico en polvo 0.0002 g
0.52 g Sulfato de Magnesio Sulfato de Zinc 0.0001 g
0.56 g Sulifato de calcio Sulfato de cobre 0.0001 g

Tabla 5 Lista de sales minerales para solucion nutritiva de cultivos hidroponicos (Salisbury,
1994).
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3.2 Preparacién del Naftaleno expuesto a las plantas de Cyperus elegans y
Glycine max.

Se prepar6 una solucion saturada de Naftaleno, (C.oHs) Grado Analitico 28002.
Kanto Chemical Co. Inc), para obtener una concentracién de 30 mg/L, utilizando
como solvente agua desionizada estéril; la concentracion se fij6 con base a la
maxima solubilidad del compuesto en agua. Dicha solucién se mantuvo en
agitacion constante durante 24 h hasta alcanzar la saturaciéon y fué almacenada en
un frasco de color ambar, herméticamente cerrado.

Se efectud un barrido espectroscépico de muestras para determinar el pico de
absorciébn mas alto del Naftaleno soluble en agua. Por otro lado, se tomaron
muestras de la solucién y se cuantificaron por espectrofotometria de luz U.V., a una
longitud de onda de 276 nm, obteniéndose una curva patron de 1-30 mg/l. para
determinar la concentracion real de las soluciones utilizadas en las diferentes
pruebas, obtenidas a partir de diluciones de una solucién madre de naftaleno en
agua a 30 mg/L, asi como también para determiinar la concentracion real de cada
muestra. (Ver espectrofotometria de luz U.V.-Vis).

3.2.1 Prueba de Toxicidad con plantas terrestres OPPTS-US EPA 850.4200
(1996).

Este protocolo forma parte de una serie de guias para !a prueba de efectos
ecoldgicos, emitidas por la Oficina de Prevencidon, Plaguicidas y Sustancias
Toxicas(OPPTS) de la Agencia de Proteccion Ambiental de USA. (US-EPA 1996),
para evaluar plaguicidas y sustancias toxicas. La prueba se aplica para determinar
los posibles efectos téxicos de sustancias quimicas sdélidas o liquidas, incorporadas
al sustrato, en la germinaciéon de semillas y en estadios tempranos del desarrollo de
algunas plantas terrestres.

Se evalio la toxicidad aguda producida por el Naftaleno en la germinacion
de los aquenios y semillas de las especies experimentales. Para ello se utilizaron
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cajas petri de vidrio estériles, a cada una se le colocaron 2 capas de papel filtro de
micro fibra de vidrio Whatman® GF/F 90 mm de diametro, en el fondo y 20 aquenios
o semillas, previamente desinfectadas (Tabla 4).

En total se realizaron 4 corridas experimentales por lote. Cada lote estuvo
constituido por 7 grupos de 3 cajas petri cada uno, y cada grupo fue tratado con una
solucidn de concentracién de naftaleno diferente, (5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L, 20

mg/L, 25 mg/L y 30 mg/L) ademas de un grupo testigo tratado Unicamente con agua
(Foto 8 y 9).

Las cajas petri se pesaron antes y después de la siembra, y cada 48 horas
se recambio la solucidn, para mantener constante el volumen y la concentracion de
las soluciones. E! registro de la germinacion de los aquenios y semillas sembrados
se tomo cada dos dias durante un periodo de 20 dias para cada corrida
experimental.

3.2.2 Determinacion del efecto del Naftaleno en plantas de Cyperus elegans y
Glycine max .

Se utilizaron plantas de un mes de crecidas después de la germinacidn de los
aquenios y semillas, cultivadas bajo la técnica hidropdnica del cultivo en solucion.
En total se realizaron 4 corridas experimentales cada una de ellas formada por 7
lotes de 15 plantas con tres repeticiones, mantenidas en frascos de vidrio. Cada
grupo de plantas experimentales se someti6 a un medio liquido a concentraciones
diferentes de naftalenc 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg/L respectivamente, ademas de un
grupo testigo mantenido Uinicamente con agua. Las soluciones fueron recambiadas
cada 48 horas para mantener las concentraciones constantes.

Los frascos utilizados se cubrieron alrededor con plastico negro, evitando la

exposicion de las raices de las plantas y de la solucién de naftaleno a la luz, para
evitar la rapida foto degradacion del compuesto y la contaminacion por
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microorganismos. Por otro lado, para disminuir la pérdida del compuesto por
volatilizacién, los frascos se taparon de la boca con cinta de teflén (Foto 9y 10).

La prueba se realiz6 manteniendo a las plantas bajo las condiciones
ambientales descritas en la tabla 4., 1a prueba se dié por terminada después de un
periodo de 20 dias de exposicidn continua. Posteriormente se valor6 el efecto toxico
del naftaleno aplicado a las plantas cuantificando la respuesta del dafio toxico.

& Produccién de biomasa. Se valoro la produccion de biomasa, cuantificada en el
peso seco de cada una de las plantas experimentales. Para lo cual, en una
balanza analitica, se tomo el peso inicial de las plantas. Posteriormente se
mantuvieron cubiertas con papel absorbente durante 40 h. a temperatura
ambiente y una vez secas, se pesaron para obtener el peso final.

3.2.3 Extraccién y cuantificacion de clorofila como un posible biomarcador de
dafo téxico.

En esta etapa experimental, se siguié la técnica modificada propuesta por Liaaen-

Jensen (1971), en la cual se plantea la separacién de pigmentos basada en la

polaridad que presenta cada uno de ellos a partir de pequefias muestras de tejido
\ vegetal. Salisbury (1992)., considera que los pigmentos presentes en las
membranas tilacoidales se agrupan basicamente en dos grupos; dos tipos de
clorofilas (verdes) clorofita-a y clorofila-b, y pigmentos amarillo-naranja que se
clasifican como carotenoides, los carotenos (no polares) que son hidrocarbonados
puros, y las xantofilas (polares), que contienen oxigeno.

Con base a la polaridad caracteristica de cada uno de los diferentes
pigmentos presentes en las hojas de las plantas de 1 mes de crecimiento, se realizd
la extraccion de estos a partir de muestras de tejido vegetal de ambas especies
J mantenidas en soluciones de naftaleno a diferentes concentraciones.
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La extraccion de los pigmentos se realizé mediante un macerado de muestras
de hojas de cada tratamiento en un mortero con 10 ml de Acetona mantenido
previamente bajo refrigeracién. Una vez macerada la muestra durante un periodo de
3 minutos, se recupero el extracto liquido y fue decantado lentamente en un embudo
de separacion con 5 m! de éter de petrdleo (solvente no polar) y 5 ml de metanol-
agua, 9-1(solvente polar), logrando la separacién de los pigmentos debido a la
disolucién de! extracto en ambos solventes.

La polaridad de las moléculas y sustancias organicas es un factor importante
para la solubilidad de los mismos en solventes polares y no polares, de manera que
las moléculas polares son disueltas y atraidas por solventes polares asi como
también las sustancias no polares son absorbidas por solventes no polares.
Carotenos y caroteniodes junto con clorofila-a y b se extraen en la fase superior o

epifase, y las xantofilas en la fase inferior o hipofase junto con clorofilas-c. ( Liaaen-
Jensen, 1971).

La fase superior se colectd y se puso a bafio maria a una temperatura maxima
de 60 °C, hasta lograr un volumen aproximado de 2 ml. Posteriormente al extracto
se le adicionaron 10 mi de acetona y las muestras se leyeron en un
espectrofotometro de luz visible Modelo Spectronic® 20 D (Milton Roy Company).
Segun Bregman (1996), los coeficientes de absorcidn (a) para clorofila-a y clorofila-
b en acetona se determinaron por Mackinney (1940), quien establecié un valor de
assa= 80.17 cm?/mg, para clorofila-a, y para clorofila-b, asss= 50.93 cm?/mg en donde
las longitudes de onda de 663 nm y 645 nm fueron obtenidos a partir de los picos de
absorcidn para clorofila a y clorofila b, respectivamente. Usando la ecuacién de
Lambert-Beer A= K CIl se calculo la concentraciéon (mg/ml) de cada tipo de clorofila
en las muestras analizadas.

Despejando C:
C=A/KL
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Donde:
C = Concentracién en mg/mi de! pigmento
A = Absorbancia dada por el espectro
K = Coeficiente de absorciéon en acetona:
Para 663 nm (clorofila a )=80.17cm®/ mg

Para 645 nm (clorofila b }=50.93 cm? / mg
| = longitud de la celda utilizada= 1

{clorofila mg/mi]= A/KI

3.3 Espectrofotometria

Se utilizaron las técnicas de espectrofotometria de luz visible y ultravioleta para
cuantificar y cualificar moléculas organicas como las clorofilas y el Naftaleno. En
donde los espectros se representan en forma de graficas de la cantidad de energia
absorbida o emitida por las muestras, frente a las distintas longitudes de onda (A).

En las regiones visible y ultravioleta se presentan espectros electrénicos que
se producen, debido a los electrones mas externos de los atomos, que cambian de
posicién entre los niveles energéticos principales que generalmente van
acompafiados de cambios en los niveles energéticos rotatorios y vibratorios. Las
distintas cantidades de energia (longitudes de onda de luz) absorbidas por una
molécula dada, son usadas para detectarla cuantitativa y cualitativamente. (Cooper,
1984; Williams, 1987).

3.3.1 Espectrofotometria de luz visible:

Los espectros de absorcién de luz visible se presentan en longitudes de onda de 400
a 700 nm. El proceso de identificacion se efectiio por la medicion de la absorbancia
de la muestra a ciertas longitudes de onda de la luz visible. Una de las
caracteristicas de las muestras de clorofilas leidas, es que son moléculas coloridas
verdes, a causa de su capacidad para absorber o eliminar ciertos componentes de la
luz que incide sobre ella. En la Fig. 5 se presentan los espectros de absorcion de la
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clorofila y de otros pigmentos presentes en las hojas de las plantas. ver extrsccion y

cuantificacion de clorofila a y b.

Fig. No 5. Espectro de absorcion de clorofila- a, clorofila- b y carotenos en la region de luz
visible.

400

3.3.2 Espectrofotometria de luz ultravioleta:

El espectro de absorcion en la region ultravioleta wva de 200 a 400 nm y se debe a
transiciones de energia de los electrones de la molécula que participan o no en los
enlaces. Generalmente estan implicados electrones deslocalizados.

Debido a la estructura y a las caracteristicas de la molécula del naftaleno (Fig.
2), se presenta una alta resonancia, y en consecuencia el estado de transicién en
sus enlaces determina la absorcion de luz de cierta longitud de onda, con io cual se
pueden registrar los picos de absorcién especificos y relacionarios con las

subestructuras moleculares conocidas, como son sus anillos aromaticos.
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3.3.1.1

Barrido espectroscopico del naftaleno soluble en agua
23]

08 J.

[ X7

04

03

02 ]

01 J

0.06

250.0 255 280 285 270 275 280 285 290 295 3000
om

Fig. 6 Representacion grafica del espectro de absorcién absoluta del naftaleno dada por la
cantidad de luz absorbida (extincidn) por este compuesto, frente a las longitudes de onda.

Como se observa en la Fig. 6, el maximo pico de absorciébn que presento el
naftaleno fue a 275.77 nm, por lo que la curva de calibracidn obtenida durante el
seguimiento del naftaleno residual en solucién, se realizé a 276 nm, longitud de onda
que fue utilizada en todas las fases del trabajo experimental.

Para obtener el maximo pico de absorcion del naftaleno soluble en agua, se
utilizo en espectrofctometro uv-vis instrumento Perkin-Elmer Modelo Lamda Bio 20,

bajo las siguientes condiciones de operaciéon:

Método: SCAN1

Modo Normat: A

A Inicial: 250.0 nm

A Final: 300.0 nm

Intervalo: 1.00 nm

Ventana espectral: 1.00 nm

Velocidad de barrido: 480 nm/min

Muestra: Naftaleno 30 mg/L soluble en agua
Celda: 1mi
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Una vez determinado el maximo pico de absorcién del naftaleno, y sefialada la
longitud de onda optima para la identificacién de este compuesto se realizé una
curva de calibracion.

3.3.1.2 Curva de calibracién obtenida a partir de una solucién saturada de
naftaleno

Para la elaboracion de esta curva se parti®6 de una solucidn saturada de
naftaleno de 30 mg/L, a partir de la cual se prepararon diluciones de 1 mg/L, 5 mg/L,
10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L y 30 mg/l.. Estas se prepararon utilizando pipetas y
micro pipetas Pipetman-Giison de 10 ml, 5 mi, 1000 y 200 microlitros.

Fig. 7 Curva de calibracién de Naftaleno soluble en agua a concentraciones de 1, 5, 10, 20y
30 mg/L.
0.56
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Ecuacién: y =1.390190e-02 * x
Error residual: 0.026174
Coeficiente de correlacién: .990003

Las condiciones de operacion del espectrofotometro UV-VIS, fueron las siguientes:

Método: APPLIC 44

Modo Normal: Una sola longitud de onda

Linea base: Normal (0.00)

Muestras: Naftaleno 30 mg/L soluble en agua. Diluciones de naftaleno a distintas concentraciones
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La curva de calibracién se realizd para medir la concentracion de naftaleno a
distintas concentraciones a partir de diluciones obtenidas de una solucién de
naftaleno de 30 mg/L, en agua. (Solucidén Stock).

3.3.1.3 Monitoreo del naftaleno residual

Mediante la técnica de espectrofotometria de luz ultravioleta y utilizando la curva de
calibracidn obtenida previamente, se determinaron las concentraciones reales de
las muestras tomadas de Ias diferentes soluciones de naftaleno expuestas a las
plantas experimentafes, leyendo la absorbancia de cada una de las muestras a dos
tiempos diferentes 24 y 48 horas después de la administracién o exposicién de las
plantas a las soluciones. Asi mismo, se determindé la concentracion de sus
respectivos testigos y de las diluciones de las mismas concentraciones colocadas
en recipientes sin plantas para cada tratamiento.

3.4 Analisis de datos
Para el manejo de los datos se utilizé el analisis de varianza unifactorial y bifactorial

(ANOVA) del paquete estadistico SPSS® V 7-8, tomando como criterio de
significancia estadistica una p < 0.05.
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Fotos 6 y 7 Cultivos hidropénicos de plantas de Cyperus elegans y Glycine max.

El cultivo hidropénico de ambas especies

experimentates se mantuvo por

30 dias después de la germinacion de los aquenios y semillas.
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Foto 8 Prueba de la toxicidad del naftaleno en la germinacién de los aquenios de Cyperus elegans
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Material y Método

Foto 10y 11 Exposicidn del naficlenc en plantas de Clyeins max

£1 método de cultivo hidropodnico permitio el crecimiento de tas plantas

experimentales con las raices libres en un medio acuoso.

Frascos cubiertos con plactico ncgre
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4. Resultados y Analisis

Los Resultados que se presentan a continuacién fueron obtenidos siguiendo la
metodologia descrita anteriormente.

4.1 Viabilidad de los aquenios y semillas de las especies tratadas.

Los aquenios de Cyperus elegans presentaron una viabilidad del 86 %, y las
semillas de Glycine max (Soya) una viabilidad del 88%, estos resultados se
compararon con datos registrados en estudios anteriores con ambas especies.

Viabilidad de los aquenios y semillas de las plantas tratadas

95 .

75 .

700 ... AR

65 L. R
Probado ;

Referencia

Probado '

Referencia

Glycine max Cyperus elogans

Grafica 1. En la grafica se presentan los resultados obtenidos en las
pruebas de viabilidad aplicadas a aquenios y semillas de las plantas estudiadas, comparados
con datos de referencia por estudios anteriores: Cyperus elegans (Ortiz, 2000) y Glycine
max, (PRONASE, 2000).

Ortiz (2000), encontré una viabilidad de los aquenios de Cyperus elegans
obtenida bajo condiciones similares, menor respecto a la obtenida en este trabajo.
Cabe mencionar que una de las caracteristicas adaptativas de esta especie, es la
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produccidn de una gran cantidad de semillas que pueden o no germinar en
diferentes épocas del afio o bien pueden conservar su viabilidad por largo tiempo,
pudiendo permanecer en latencia durante periodos prolongados.

En el caso de las semillas de Soya no se encontraron diferencias
significativas entre los valores obtenidos y los reportados por PRONASE (2000).

4.2 Crecimiento de plantas en cultivos hidropénicos en solucion.
4.2.1 Cyperus elegans

E! tamafio de las plantas de Cyperus elegans cultivadas bajo la técnica de
hidroponia fue mayor en comparacién con las plantas de los lotes testigo que se
mantuvieron con agua. El valor de p = 0.031, obtenido del analisis de’ varianza
unifactorial (ANOVA), muestra que hubo diferencias estadisticas significativas entre
las plantas cultivadas bajo ambas condiciones experimentales (Plantas mantenidas
con solucion nutritiva, y plantas regadas con agua), tomando como criterio de
significancia estadistica una p < 0.05, Grafica 2.

Adicionaimente a que Cyperus elegans es una especie de plantas silvestres
flexibles a variaciones de las condiciones ambientales a las que estan expuestas,
presentando una favorable adaptacidn a condiciones adversas como sequias o
inundaciones, falta de luz, espacio, suelos altamente contaminados y/o perturbados
Los resultados obtenidos muestran que el cuitivo hidropdnico y el constante
suministro de nutrientes en forma de solucién aceler6 su desarrollo y crecimiento en
laboratorio, reflejado en una mayor talla y produccion de biomasa de las plantas
tratadas, comparadas con plantas mantenidas solo con agua, Tabla 6.

4.2.2 Glycine max (Soya)

Las Plantas de soya cultivadas bajo la técnica de hidroponia, aparentemente
presentaron un mayor crecimiento, comparado con las plantas de los lotes testigo
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que se mantuvieron con agua (Tabla 6). Sin embargo el analisis de los datos
obtenidos a partir de la cuantificacién de la talla y biomasa en peso seco alcanzadas
por las plantas expuestas en ambos tratamientos, no muestra diferencias
estadisticas significativas, valor obtenido de p = 0.155 (Grafico 3).

Las semillas de Glycine max, contienen una mayor cantidad de tejido de
reserva comparadas con los aquenios de Cyperus elegans, de donde ambos
durante la germinacidon toman los nutrimentos necesarios para su desarrollo hasta
la emergencia del primer cotiledén.

Plantas de Cyperus elegans

Cultivadas en hidroponia Regadas solo con agua
Talla Biomasa en peso Talla Biomasa en peso seco
seco
Media = 2.8 cm Media = .0035 g Media =1.5 cm Media =.0011 g

Plantas de Glycine max

Cultivadas en hidroponia Regadas solo con agua
Talla Biomasa en peso Talla Biomasa en peso
seco seco
Media =25 cm Media = .0085 g Media =15 cm Media =.0053 g

Tabla 6 Comparacidn de la Media (valor obtenido del promedio de los datos
registrados a partir de 3 repeticiones de lotes de 75 plantac) de los valores de talia y biomasa
en peso seco de plantas de Cyperus elegans y Glycin> max., cultivadas con y sin
solucion nutritiva durante 30 dias después de la gemminacibn ao los aquenios y semillas.
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Desarrolio de planta; de Cy;;oms dwans
en cultivos hidroponicos

tallaencm

tiempo en dias
—e— plantas regadas con agua —g— plantas regadas con suluciébn nutritiva

Gréfica 2. Crecimiento de plantas de Cyperus elegans, cultivadas
comparado con plantas testigo regadas s6lo con agua.

_p=0.031

en hidroponia,

Desanolio de piantas de Glycine max -
en cultivos hidroponicos
30 ... -

tallaencm

5 10 15 20 25 30

tliempo en dias
—e— plantas regadas con agua —@— plantas regadas con solucion nutritiva

Grafica 3. Crecimiento de plantas de Glycine max cultivadas
comparado con plantas testigo regadas s6lo con agua.

-p=0.155
en hidroponia,
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4.3 Prueba de Germinacién con plantas terrestres OPPTS-US EPA 850.4200
(1996)

El Naftaleno agregado en concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25y 30 mg/L., a los
aquenios de Cyperus elegans no causo un efecto notable sobre su germinacion,
el promedio de germinacidn para las diferentes concentraciones (Tabla 7) y el valor
de p = 0.99 obtenido,
afectada ya que la respuesta de los aquenios expuestos fue igual para todas las
concentraciones incluyendo los testigos (semillas tratadas unicamente con agua)
(Grafica 4).

indica estadisticamente que la germinacién no resulto

En el caso de las semillas de Soya, (Grafica 5), el naftaleno aplicado tuvo un
efecto, retardando ligeramente el tiempo de inicio de la germinacién y en el numero
de semillas germinadas (Tabla 7), aunque el andlisis de variancia no mostré
diferencias significativas entre los distintos lotes experimentales (concentraciones de
naftaleno aplicado de 5a 30 mg/L). p= 0.79

Cyperus elegans Glycine max
Concentracion Porcentaje de Desviacion Concentracion Porcentaje de Desviacion
de naftateno germinacion de | estandar +- de naftaleno germinacion estandar +-
aplicado aquenios aplicado de semillas
0 mg/t testigo 93.3 % 1.11 0 mg/L testigo 60% .19
5 mg/L 98.3 % 1.35 5 mg/L 86.66% .96
10 mg/L 93.3 % 1 10 mg/L 75.53% 1.15
15 mg/L 93.3 % 1.11 15 mg/L 91.06% 2.11
20 mg/L 96.65 % 1.53 20 mg/L 100% 1.156
25 mg/L 98.3 % 1.73 25 mg/L. 100% 1.15
30 mg/L 93.3 % 1.92 30 mg/L 100% .96
P=Probabilidad P=0.999 =Probabilidad § P=0.794

Tabla 7 Porcentajes de germinacion y valor de P (en el analisis de varianza) para la prueba

de toxicidad en la germinacion de plantas de Cyperus elegans y Glycine max.
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Grafica 4. Prueba de toxicidad del naftaleno en la germinacién de aquenios de
Cyperus elegans

Prueba de toxicidad del naﬁaleno ‘

en la gemminacién de Cyperus elegans '
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Gréfica 5. Prueba de toxicidad del naftaleno en la germinacién de semillas de

Glyclne max.

" Prueba de toxicidad del naftafeno T
en la geminacién de Glycine max
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Tlempo en dias
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B - - p =0.79
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4.4 Efecto en Biomasa

Como se puede apreciar en las graficas 6 y 7, la produccion de Biomasa
cuantificada en el peso seco en las plantas experimentales, no se vio afectada por el
naftaleno al compararse con los respectivos testigos. El analisis de varianza
aplicado a los promedios de biomasa obtenidos en este bioensayo (Tabla 8), muestra
que no hubo diferencias significativas en la produccidén de biomasa de las plantas
de ambas especies expuestas al naftaleno a diferentes concentraciones. p = 0.58
para Cyperus elegans y p = 0.64 para las plantas de Glycine max. Esto
posiblemente fue debido a que las concentraciones de naftaleno suministrado y/o
el tiempo de exposicion (20 dias de exposicion) de las plantas a este compuesto no
fue el suficiente para provocar un efecto estadisticamente significativo, por lo que
resulta necesario observar el efecto sobre la planta en crecimiento, debido a que el
ciclo de vida de ambas especies experimentales dura mas de dos meses, duracién
del bioensayo aplicado.

Tabla 8 Resultados y valor de P (en el anilisis de varianza) para el bioensayo de
cuantificaciéon de biomasa aplicados a plantas de Cyperus elgﬂzs y Glycine max.

Cyperus elegans Glycine max
(Valores promedio de 4 corridas Valores promedio de 4 corridas
experimentales de 7 lotes de 15 plantas con 3 | experimentales de 7 lotes de 15 plantas con 3
repeticiones por concentracién) repeticiones por concentracion
Concentracion de lomasa en peso Seco Concentracion de Biomasa en peso Seco
naftaleno aplicado {9) naftaleno aplicado (9
0 mg/L testigo 0.003 0 mg/L testigo 1.722
5 mg/L 0.002 5 mg/L 1.632
10 mg/L 0.002 10 mg/L 1.814
15 mg/L 0.002 15 mg/L 1.788
20 mg/L 0.003 20 mg/L 1.77
25 mg/L 0.001 25 mg/L 1.564
30 mg/L 0.003 30 mg/L 1.614
=Probabilidad P=0.583 P=Probabilidad P=0.645
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Efecto del naftaleno en la produccién de
biomasa de Cyperus elegans
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Grafica 6. Efecto del naftaleno en la produccion de biomasa en Plantas de Cyperus
elegans *Valores promedio de 4 corridas experimentales de 7 lotes de 15 plantas con 3
repeticiones por concentracién

Efecto del naftaleno en la
Produccién de biomasa de Glycine max
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Grafica 7. Toxicidad del naftaleno en la produccién de biomasa expresada en peso seco en
Plantas de Glycine max **Valores promedio de 4 coridas experimentales de 7 lotes de 15
plantas con 3 repeticiones por concentracion.
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4.5 Prueba de fitotoxicidad utilizando la cuantificacién de clorofila como un
biomarcador de daito metabdlico.

Los resultados obtenidos en este bioensayo fueron los siguientes:

Segun las graficas 8 y 9 las proporciones de clorofila-a y b en los testigos y
tratamientos, muestra que el contenido de clorofila-b en ambas especies de plantas
es mayor que el contenido de clorofila-a. Segtin Salisbury (1994), el contenido de
clorofila-a y b en plantas superiores varia segun la especie, presentando la mayoria
de las especies un mayor contenido de clorofila-a, 2/3 partes del total de clorofila
constituyendo la clorofila-b un pigmento accesorio 1/3 parte del total. Cabe
mencionar que en un trabajo previo con Cyperus elegans (0rtiz,2000), se cuantifico
la misma proporcién de clorofila-a y b obtenida en este trabajo (mayor contenido de
clorofila-b que a).

Por otro lado, el contenido de clorofila-a y b en las plantas de Cyperus
elegans no resultd afectado al obtenerse valores de p mayores a 0.05, lo que
demuestra que no hubo diferencias estadisticamente significativas o un efecto
notable provocado por el naftaleno aplicado a las plantas comparadas con los
testigos.

En el caso de las plantas de Soya (Grafica 8), para el caso de la clorofila-b se
obtuvo una diferencia de p = 0.0038 y de la clorofila total p = 0.0027, observandose
menor concentracion de clorofila al aumentar la concentracion del naftaleno (Tabla
9). lo cual refleja una posible incorporacién y traslocacion del naftaleno o sus
derivados, causando un posible efecto en la ruta de biosintesis de clorofila (Matringe
et al. 1989; Halliwell, 1987).
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Gréafica 8. Contenido de clorofila a, b y total en plantas de Cyperus elegans suspendidas en una
solucion de naftaleno en concentraciones de 5,10,15,20,25 y 30 mg/L, comparadas con un testigo.
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Grafica 9. Contenido de clorofila a, b y total en plantas de Glycine max, suspendidas en una
solucién de naftaleno en concentraciones de 5,10,20,25 y 30 mg/L, comparadas con un testigo
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Gréfica 10. Porcentaje dei contenido de clorofila a, b en plantas de Cyperus elegans y
Glycine max.

Contenido de clorofila en plantas
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Tabla 9 Resuitados y valor de P (en el andlisis de varianza) para el bioensayo de
cuantificacion de clorofila_aplicados a_plantas de

Cyperus elegans Glycine max
(Valores promedio de 4 corridas experimentales de ] (Valores promedio de 4 corridas experimentales de
7 lotes de 15 plantas con 3 repeticiones por 7 lotes de 15 plantas con 3 repeticiones por
concentracién) _ concentracion)
Concentraci Concentraci
6n de ontenido de clorofila on de Contenido de clorofila
naftalenc naftaleno
aplicado Clorofila a { Clorofila b | Clorofila {aplicado Clorofilaa ] Clorofila b Clorofila
total total
\ 0 mg/L 0.00050 0.00096 | 0.001467 O mg/L 0.002719 | 0.006440 | 0.009159
| testigo testigo
5 mg/L 0.00062 0.001726 | 0.002356 5 mg/L 0.001247 | 0.003324 | 0.004572

10 mg/l 0.00046 | 0.000942 | 0.001406 10 mg/L 0.001563 | 0.004051 | 0.005614
156 mg/L 0.00067 | 0.001408 | 0.002082 20 mg/L 0.002340 | 0.005703 | 0.008044
20 mgiL 0.00052 | 0.001105 | 0.001634 25 mg/L 0.001542 | 0.003409 | 0.004952
25 mg/L 0.00067 | 0.001344 | 0.002018 30 mg/L 0.001542 | 0.003467 | 0.005777
30 mg/L 0.00067 | 0.001332 | 0.002004

P=Probabilidad | p=0.612 =0.345 | P=0.345 } =8.700 |P=0.003 |P=0.002

€6




Resultados

4.6 Monitoreo del naftaleno residual en el medio hidropénico.

Tabla 10 Concentraciones del monitoreo del naftaleno residual en muestras de las plantas
de Cyperus elegans. Los valores de absorbancia fueron obtenidos a 274 nm

Valores promedio de Muestras de Cyperus elegans
24 HORAS 48 HORAS

Muestra Concentracion Concentrécién Muestra Concentracion | Concentracion

mg/i mg/l mg/l mgh

Controles Controles

Con plantas Sin plantas Con plantas Sin plantas
1 mg/L 2.2486 1.9364 1 mg/L 2.8075 0.6934
5 mg/L 6.2423 5.6395 5 mg/L 2.0429 0.5186
10 mg/l 12.155 11.060 10 mg/L 3.6470 0.4172
20 mg/L 23.399 23.138 20 mg/L 4.0779 2.3853
30 mg/L 30.032 33.404 30 mg/L 5.0468 1.1365

De acuerdo con los datos de la Tabla 10, la concentracion del naftaleno disminuye a
las 48 horas en presencia o ausencia de plantas de Cyperus elegans, sin embargo

en presencia de las plantas el naftaleno se retiene en mayor cantidad que sin estas.

\ Por otro lado, de acuerdo con el punto 3.3.1.2 de {a curva de calibracion, los valores
inferiores a 1 mg/L no son tan confiables debido a qué esta es la primera
concentracién probada y no hay puntos menores a este, por o que hay que tomario
con reserva, esto no quiere decir que no se haya presentado una disminucién enla
concentracion de naftaleno.
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Tabla 11 Concentraciones del monitoreo del naftaleno residual en muestras de las plantas
Los valores de absorbancia fueron obtenidos a 274 nm.

de Glycine max.

Valores promedio de Muestras de Glycine max .
24 HORAS 48 HORAS
Muestra Concentracién | Concentracion Muestra Concentracion | Concentracién
mgh mgfh mg/l mg/l
Con plantas Testigos Con plantas Testigos
Sin plantas Sin plantas
1 mg/L 2.7449 2.2608 1 mg/L 1.6027 1.8105
5 mg/L 4.8965 5.5230 5 mg/LL 3.5405 2.0393
10 mgiL 15.185 11.805 10 mg/L. 19.014 4.0606
20 mg/L 21.701 12.337 20 mg/L 6.5423 4.0520
30 mg/L 32.081 41.422 30 mg/L 20.826 16.353

De acuerdo a los datos obtenidos a partir del monitoreo del naftaleno residual bajo un
analisis de varianza bifactorial (p = 0.030 ) y dadas las condiciones de exposicién
para ambas especies de plantas tratadas, se puede decir que la concentracion de la
solucién de Naftaleno aplicado a las plantas de Cyperus elegans se ve disminuida
drasticamente en un periodo de 48 horas probablemente debido a la accion de la
temperatura y/o de la luz participando en este decaimiento.
corroborar con los datos obtenidos a

Esto se puede
partir de los testigos en donde la
concentracién de la soluciéon que esta destapada y en contacto con la luz disminuye
en su totalidad durante un periodo de tiempo similar, el naftaleno se pierde ya sea
por foto modificacién en su molécula o bien por volatilizacién. Cabe mencionar que
dichos factores fueron controlados en los lotes experimentales, asi como, también
se garantizo que la concentracion fuera constante durante la exposicion, al recambiar

la solucion cada 48 horas, ya que antes de este tiempo no hay variaciones
significativas.
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Discusion

El uso de cultivos hidropénicos permite la obtencion de plantas de un mayor
tamafio en periodos de tiempo mas cortos en comparacién con plantas
desarrolladas bajo condiciones normales de crecimiento. Ademas de que el
crecimiento de las plantas se ve afectado solo por las variables a las que se somete
el cultivo, evitando cualquier otra interferencia en la experimentacidn como si se
hiciera en el suelo. El control de las condiciones ambientales a las que las plantas
se exponen (luz, foto periodo, temperatura, humedad relativa etc), como se
encuentra el testigo y el empleo de soluciones como sustrato, facilitd la valoracion
del efecto toxico provocado por el Naftaleno en ambas especies experimentales
(Glycine max y Cyperus elegans). .

Cyperus elegans es una especie de plantas perennes cuyo crecimiento en
laboratorio es relativamente lento cuando se reproduce sexualmente (por aquenios)
comparado con el crecimiento de las plantas de Glycine max cuyo ciclo de vida es
anuai. La aplicacion continua de nutrientes agiliza su desarrollo y permite ademas el
desarrollo de plantas vigorosas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta primera fase experimental el
método de cultivo hidropénico aplicado a las plantas de Cyperus elegans y Glycine
max aceleré su crecimiento reflejandose en el aumento en la talla y biomasa de
ambas especies, comparadas con el crecimiento de plantas regadas s6lo con agua
(sin solucién nutritiva) para cada caso. A partir del analisis estadistico de los datos
del crecimiento de plantas regadas solo con agua y plantas cultivadas con solucion
nutritiva para cada especie, solo las plantas de Cyperus elegans presentaron
diferencias estadlsticas significativas p = 0.031 entre los lotes comparados.

En el caso de las plantas de Glycine max, el andlisis estadistico de la
comparacion de ambos lotes (plantas regadas con y sin solucion nutritiva) refleja un
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valor de p = 0.155 que describe diferencias no significativas entre los lotes
comparados.

Considerando el tamafio de las semillas de Glycine max, con los aquenios de
Cyperus elegans (Foto 2 y 3), el tejido de reserva o nutricional en las primeras es
mayor que el tejido de reserva de los ultimos, por lo tanto, el requerimiento y
asimilacién de los nutrientes suministrados en la solucién nutritiva expuesta para
cada especie es diferente.

Por otro lado, debido a las caracteristicas fisicoquimicas del Naftaleno
(compuesto toxico probado), el crecimiento de plantas con las raices libres en
solucidn permitid el monitoreo y el control de la concentracidn real de Naftaleno
expuesto a las plantas tratadas asi como el decaimiento de la misma, dado que el
Naftaleno es un compuesto altamente susceptible a la biodegradacion.

Es importante considerar que los HAP en el ambiente, tienden a asociarse
fuertemente con la materia organica presente en el suelo convirtiéndose en
compuestos altamente recalcitrantes, cuya biodisponibilidad en el medio es limitada,
por lo que la continua exposicion de este compuesto solubilizado en agua, pudo
causar un efecto, notable o no, en las plantas tratadas. En este trabajo, las pruebas
realizadas en laboratorio no reproducen las condiciones reales de exposicion de las
plantas a los contaminantes en el campo ademas de las variaciones ambientales
que pueden influir en la respuesta del espécimen o en el compuesto quimico.

Al evaluar el efecto tdxico del Naftaleno en concentraciones de 5 mg/L,10
mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L, y 30 mg/L., durante la germinacién de los frutos
(aquenios) de Cyperus sp. y las semillas de Glycine max a partir del andlisis
estadistico de los resultados obtenidos, los valores de probabilidad (p) muestran que
no hubo diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados, p = 0.99
para Cyperus elegans, y p = 0.79 para las semillas de Glycine max, sin embargo,
cabe mencionar que en el caso de la semillas de Glycine max, el numero de

70




Discusién

semillas germinadas por lote expuestas al naftaleno fue mayor que el namero de
semillas germinadas solo con agua (Tabla 7).

Las semillas de Glycine max cuentan con una testa dura que cuando se
remoja se suaviza y se pierde quedando los cotiledones libres y en contacto con la
solucién. Por otro lado, considerando que el naftalenoc es un compuesto lipofilico,
hidrofdbico que tiende a ser fuertemente absorbido por la materia organica presente
en el medio asi como por superficies hidréfobas como los cotiledones, al quedar
expuestos a este compuesto es posible la formacién de una capa que interfiere con
la cantidad de agua asimilada. Ademas, estas semillas estan constituidas por una
alta cantidad de aceites, grasas Yy lipidos, siendo posible la absorcién del naftaleno
a los cotiledones. (Schwab, et al. 1998), mencionan que las superficies hidréfobas
presentan diferente capacidad de absorcién y que dicha afinidad depende de la
especie de planta.

En el caso de los agquenios de Cyperus elegans la pared del fruto es duray
protege al endospermo por lo que probablemente la asimilacibn de motéculas
organicas como el naftaleno por el tejido de reserva es menos factible, siendo mas
lenta la imbibicion de los aquenios que en el caso de las semillas de Glycine max .

No todas las especies de semillas responden de la misma forma al ser
sometidas a la interaccion con hidrocarburos y al investigar el efecto de ciertos
hidrocarburos o derivados del petréieo en la germinacidn de las semillas de especies
de plantas superiores, Damian (1999); Ramanathan, et al..,(1996); Ren et al,
(1996), concluyeron que muchas semillas no presentan efectos toxicos notables
en este proceso, otros autores por el contrario, reportan efectos de inhibicién en
semiilas de algunas especies de plantas (Damian (1999). Gil, et al, (1992),
Salinitro et al.,(1997); Sayles, et al.,(1999) y Wang, et al., (1990)).
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La valoracién del efecto toxico del Naftaleno a partir de la cuantificacion de la
produccion de biomasa expresada en peso seco medido en las plantas expuestas,
no se vi6é afectado por el naftaleno en ambas especies.

Existiendo la tendencia de la absorcién del naftaleno a las raices de las
plantas de Glycine max, debido a que segin Schwab (1998) estas poseen una alta
cantidad de contenido lipidico siendo esto un factor favorecedor para la absorcion
de compuestos hidréfobos como el naftaleno, ademas de que la absorcion aumenta
considerablemente con la edad de las plantas expuestas. Se puede pensar que las
concentraciones de naftaleno suministrado y/o el tiempo de exposicion (20 dias de
exposicidn) de las plantas a este compuesto en este trabajo no fue el suficiente para
provocar un efecto notable en la germinacion de los aquenios y semillas a si como en
la produccién de biomasa de las plantas estudiadas tal vez debido a que la edad de
las plantas puede ser un factor determinante para observar efectos téxicos notables,
ya que en este trabajo, se utilizaron plantas de un mes.

Neff, (1979); y Edward, (1983) mencionan que ahora se conoce la particién de
compuestos hidréfobos como el naftaleno dentro de las membranas lipidicas y se
sabe que existe la acumulaciéon de estos compuestos en las membranas de los
sistemas de raices, suponiendo que a altas concentraciones (4-10 mg litro —-1) es
cuando las raices se saturan con los quimicos, y los HAP pueden moverse a través
de las plantas y de los brotes (Edwards, 1983).

La clorofila ha sido utilizada en estudios de los efectos de estrés ambiental en
plantas, desde la reduccién de fotosintesis en plantas experimentales bajo
condiciones adversas, como deficiencia de agua, temperatura, deficiencia de
nutrientes, agentes de contaminacién y ataque por patégenos. Aunque muchas
veces el contenido de clorofila en las plantas superiores no siempre refleja o
representa directamente el efecto de un proceso de contaminacién ambiental
(Poweli; 1997).
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Discusion

La espectrofotometria permite medir los pigmentos de extractos celulares, la
clorofila y feofitina absorben a una longitud de onda de 663-665 nm (region de
absorcién roja). Los métodos de extraccion y cuantificacion de este pigmento
pueden sobre o subestimar significativamente las concentraciones de clorofila, ya
que este pigmento es fotosensible y cuando se cuantifica por espectrofotometria,
las bandas de absorcién se traslapan y concurren pigmentos accesorios y productos
de degradacidn de clorofila. La feofitina-a es producto de degradacién de clorofila
que se encuentra en todas las algas muertas o materia organica suspendida, puede
interferir con la determinacién de clorofila-a ya que ambas absorben luz y son
fluorescentes en la r}risma region espectral. Esto puede ser la explicacion al hecho
de que la clorofila b este en concentraciones mayores que la clorofila a.

En el presente trabajo no se obtuvé diferencia estadistica de la concentracion
de clorofila entre los tratamientos en Cyperus elegans en tanto que en Glycine max
para el caso de la clorofila-b se obtuvd una diferencia de p = 0.0038 y de la clorofila
total p = 0.0027, observandose menor concentracion de clorofila al aumentar la
concentracion del naftaleno, lo cual refleja la incorporacion o asimilacién del
naftaleno o derivado causando un posible efecto en la ruta de biosintesis. (Halliwell,
1987, Matringe et al., 1989).

Actualmente, son pocos los trabajos que hacen referencia a la cuantificacion
del contenido de clorofila como un marcador de dafio i6xico, Huang, et
al.,(1996).comprobo la reduccién en la proporcién de la concentracién del contenido
de clorofila en plantas superiores expuestas a algunos HAPSs.

En este sentido se ha demostrado que la toxicidad de los HAP es dependiente
de la concentracién de los mismos en la solucion expuesta a los organismos vivos y
factores como la luz pueden inducir y causar efeétos toxicos algunas veces mas
notables sobre los organismos expuestos (Ren et al.,1996). Por otro lado, la
toxicidad de algunos HAP aumenta si estos compuestos son foto modificados.
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Si bien, las especies de plantas experimentales en este trabajo no presentaron
efectos toxicos en los biensayos aplicados no se puede descartar una posible
bioacumulacién del Naftaleno en las plantas expuestas, ya que este proceso ha sido
ampliamente estudiado en muchas especies vegetales en donde se ha observado la
tendencia de estas a la asimilacion de los contaminantes aledarios a las raices y a

otras partes de las plantas como las hojas, translocando y acumulando dichos
compuestos (Wang et al. 1997).

Se sabe que el proceso de acumulacién inicial en las plantas se debe a la
transferencia de! compuesto quimico directamente del exterior via apoplasto de las
plantas, en una rapida toma inicial dentro de las raices libres en el espacio. Por lo
que la bioacumulaciéon de las plantas puede ser confinada a solo el proceso de
transferencia xenobiética del ambiente a la raiz y el subsecuente movimiento dentro
de la planta o la transformacion metabdlica. Cuando el quimico es metabdlicamente

estable y movil éste puede ser transferido via apoplasto, simplasto, o ambos
(Salisbury, 1994).

Las especies de plantas superiores responden diferente a ciertos factores
externos como la contaminacion persistente de compuestos xenobidticos presentes
en el suelo o en el medio en el que crecen. Dichas diferencias obedecen a factores
genéticos que regulan caracteristicas fenotipicas que favorecen la adaptacién de
las especies a la interaccién con contaminantes. Las plantas de Cyperus elegans
son un claro ejemplo de esto. Lo anterior se comprueba a partir de los analisis
estadisticos de los datos obtenidos en las pruebas o bioensayos aplicados a ambas
especies de plantas, (p < 0.05) y de datos reportados en estudios previos
(Zermedio et al. 2000; Ocampo, 2000).

Glycine max, especie cuitivada que presenta un sistema radical primario con
una alta cantidad de contenido lipidico, que en teoria favorece la absorcion del
naftaleno biodisponible en el medio, presenta efectos fisiol6gicos en respuesta a
esta exposicion, lo que la hace un buen candidato para ser utilizada en este tipo de
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valoraciones toxicoldgicas. Aunque algunas veces quedan limitadas a ciertos
procesos debido a su genotipo especifico y alta sensibilidad, que ofrece beneficios al
hombre. Por otro lado, Cyperus elegans , que de alguna manera a lo largo del
tiempo ha resultado favorecida para vivir bajo condiciones desfavorables. Su alta
capacidad adaptativa les ha permitido colonizar nuevos espacios, competir con otras
especies y constituir una herramienta atil de biotecnologia para ser utilizadas en
proyectos enfocados a la proteccibn del medio ambiente, el control de la
contaminacién del mismo, la prevencién de posibles dafios causados por la
interaccién de los contaminantes en los ecosistemas con los seres vivos, asi como,
también la remediacién de sitios contaminadas con compuestos persistentes como
los hidrocarburos derivados del petroleo.

La producciéon de aquenios por Cyperus elegans, el namero, el tamafio, la
forma, y la constitucion de estos son caracteristicas adaptativas que fav-orecen a
esta especie en su reproduccion y supervivencia. Considerando estos factores,
ademas de la produccion de enzimas, la forma general de los sistemas radicales y
otros factores genotipicos presentados por las plantas son controlados por
mecanismos genéticos que son influenciados por factores ambientales, (Klepper,
1987), las diferencias entre las respuestas de ambas plantas tratadas en este
trabajo estan asociadas a sus diferencias de especie. Woolhouse (1883) menciona
que las plantas presentan una considerable variacion genética en la capacidad de
diversas especies para tolerar cantidades de otra forma téxicas de metales no
esenciales como Plomo, Cadmio, Plata y Mercurio presentes en el suelo.

Son muchas las diferencias resultantes al comparar a las plantas de Glycine
max con las plantas de Cyperus elegans caracteristicas que en un momento dado
favorecen a Glycine max para ser utilizada en estudios ambientales como
biomonitor o bioindicador de toxicidad y a Cyperus elegans como una especie atil
en procesos de fitorremediacion de suelos contaminados.
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Conclusiones

El uso de cultivos hidropénicos como una técnica altema en estudios de
valoraciones toxicolégicas constituye una herramienta que permite la
obtencion de especimenes y facilita la estimacién de los efectos de los
compuestos toxicos probados como el Naftaleno y su monitoreo, con
recambios de solucién por descenso de la concentracion cada 48 hrs..

Cyperus elegans es una especie de planta silvestre muy tolerante, viviendo
bajo condiciones ambientales extremas, suelos altamente contaminados,
carencia o saturacion excesiva de agua, ya que se desarrolla en una zona

pantanosa, al suministrarles continuamente nutrientes se induce un mayor
crecimiento.

Glycine max, es una planta cultivada que presenta un sistema radical
primario con una alta cantidad de contenido lipidico lo que favorece la
absorcion del naftaleno biodisponible en las soluciones probadas,
presentando efectos en el contenido de clorofila b, en respuesta a esta
exposicion, o cual la hace un buen candidato para ser utilizada en
valoraciones toxicoldgicas sobre HAP,

De acuerdo al analisis estadistico aplicado en cada uno de los bio-ensayos
estudiados en este trabajo, en ambas especies de plantas, no hubo respuesta
téxica al naftaleno, en las determinaciones de indice de germinacién y en

biomasa. Por lo que parecen parametros menos sensibles que la biosintesis
de clorofila.

Respecto a la cuantificacion de clorofila a, b y total, Cyperus elegans resultd
ser una especie tolerante al naftaleno a concentraciones de 5 a 30 mg/L, lo

76




Conclusiones y Recomendaciones

cual no significa que dicho contaminante no afecte a otro nivel o blanco en la
biologia de esta especie.

La toxicidad del Naftaleno en este trabajo se hizo patente en la especie
Glycine max expresada como la inhibicién en la biosintesis de clorofila
parametro que fue afectado hasta en una disminucién del 50 % a
concentraciones de naftaleno de 25y 30 mg/L.
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Recomendaciones

Dado a que en los parametros de germinacién y cuantificacién de biomasa en
peso saco, para ambas especies experimentales, no se detecto un efecto toxico
aparente provocado por el naftaleno, se recomienda hacer estudios para valorar !a
respuesta de las plantas en periodos de exposicion mas largos, considerando
ademas el ciclo de vida de las especies experimentales, es decir efectuar ensayos
con plantas en diferentes etapas de su desarrollo.

Es recomendable, efectuar pruebas en laboratorio y en el campo, debido a
que muchas veces en laboratorio es dificil reproducir las condiciones reales de
exposicién de las plantas a los contaminantes en el ambiente ademas de las
variaciones ambientales que pueden influir en la respuesta del espécimen probado.

Por otro lado, para estudiar el potencial téoxico de los hidrocarburos
poliaromaticos, es recomendable realizar pruebas mas finas utilizando marcadores
moleculares para determinar los efectos, la asimilacién y translocacién de
compuestos xenobidticos o sus metabolitos, cuantificar la bioacumulacion,
tolerancia de los mismos en las plantas expuestas.

y

Es importante hacer estudios para evaluar la toxicidad de compuestos
presentes en el ambiente que permitan una mejor aproximacién de los efectos que
pueden tener en los organismos expuestos. Por otro lado este tipo de pruebas
permiten proponer especies Yy determinar caracteristicas que en algiin momento
dado favorecen a ciertas especies para ser candidatos en estudios de valoraciones
de riesgo o impacto ambiental utilizadas como biomonitores o bioindicadores de

toxicidad, asi como en tecnologias de limpieza como la fitorremediaciéon de suelos
contaminados.
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