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GLOSARIO

Carotenoides  Pigmentos rojos, anaranjados o amarillos involucrados en el
proceso de captacion de la energia luminica en la fotosintesis y
para prevencion de la fotooxidacion de las clorofilas.

Clorofila Pigmento verde que actia como receptor de la energia luminica
en la fotosintesis.

Fotosintesis Proceso metabdlico especifico de ciertas células de los
organismos autotrofos, por medio del cual se sintetizan
sustancias organicas a partir de otras inorganicas, utilizando
energia luminosa.

Fotosistema Conjunto de clorofila y otros pigmentos, conformado por una
antena colectora de energia luminica y un centro de reaccidn
fotoquimico.

Neumatéforos Tipo de raiz caracterizada por su crecimiento hacia la superficie
(aérea), asociada a especies vegetales localizadas cerca o en
cuerpos de agua.
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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo general determinar el efecto de la
contaminacion con una mezcla de hidrocarburos sobre una especie de mangle,
Avicennia germinans, a través de la concentracién de clorofila como indicadora de
dano en la fotosintesis en la especie. Para ello se compararon dos sitios, uno
denominado Sitio Contaminado (SC) y otro Sitio Testigo (ST). En el caso del primero
se presentan mayores concentraciones de hidrocarburos en el suelo, medidos
como hidrocarburos fraccidon pesada (HFP), caso contrario al Sitio Testigo.

Se analizaron diversos parametros fisioldgicos de A. germinans adicionales al
contenido de clorofila (indice de contenido de clorofila, biomasa y superficie foliar,
eficiencia fotosintética, indice de desempefio, didametro a la altura del pecho vy
altura total) y caracteristicas quimicas del suelo consideradas como importantes
para el desarrollo de la especie (HFP, pH, nitrégeno total, fésforo aprovechable y
salinidad). Lo anterior con el propdsito de identificar, por un lado, los efectos que
pudiera tener en la especie de mangle la presencia de los hidrocarburos y, por otro
lado, los factores ambientales diferentes a los hidrocarburos que pudieran tener un
efecto en el organismo estudiado.

De forma simultanea, se analizd la factibilidad de la sustitucion del método
tradicional de cuantificacién de clorofila (método destructivo) por un método no
destructivo que utiliza un medidor portatil, esto con el propdsito de evaluar la
posibilidad del uso de la clorofila como un indicador ambiental de exposicidén a
hidrocarburos para la especie en cuestion.

Los resultados obtenidos muestran que todas las variables fisiolégicas evaluadas
presentaron diferencias significativas entre los sitios, reflejando condiciones mas
desfavorables en el SC. En el caso de los parametros del suelo cuantificados, el pH'y
nitrégeno total no presentaron diferencias significativas entre los sitios, caso
contrario a los HFP y salinidad que fueron mayores en el SC y el fosforo
aprovechable que presentd las concentraciones mas altas en el ST.

La comparacion entre los dos métodos de cuantificacion de clorofila utilizados en
este trabajo, por analisis del coeficiente de correlacion fue menor a 0.5, siendo un

13
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valor sumamente bajo como para considerar la sustitucion del método destructivo
por el método no destructivo.

En el caso de las variables del suelo analizadas, Unicamente el fédsforo aprovechable
y la salinidad mostraron tener diferencias significativas entre ambos sitios, sin
embargo, se presentaron valores que no comprometen el desarrollo de la especie,
y en el caso del fésforo aprovechable, se presentaron contenidos superiores a los
reportados en la literatura para este tipo de ecosistema.

Con base en los resultados de ambos sitios (Contaminado y Testigo) se realizé el
analisis de los coeficientes de determinacidon y correlacion con el propdsito de
determinar qué variables presentaban una mayor interaccion. Mediante éste fue
posible determinar que la eficiencia fotosintética tiene una alta relaciéon con la
concentracion de HFP en el suelo, al presentar un coeficiente de correlacién
general de -0.91.

El resto de las variables analizadas mostraron interacciones con coeficientes de
correlacién menores a 0.67, sin embargo, en el caso de la salinidad, ésta mostro
tener una tendencia a afectar a todas las variables fisioldgicas y estructurales
cuantificadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron llegar, entre otras, a la
conclusion de que los HFP si estan teniendo un efecto daflino sobre las variables
fisioldgicas y estructurales evaluadas en la especie A. germinans, aunque contrario
a lo que se esperaba, este efecto no fue tan importante en el caso del contenido de
clorofila pero, como ya se menciond, este efecto nocivo si es claro sobre la
eficiencia fotosintética.

Con lo anterior fue posible descartar el uso del indice de contenido de clorofila
como un indicador ambiental, al presentar bajas correlaciones respecto al método
tradicional para la cuantificacion de esta variable. Por otro lado, la eficiencia
fotosintética mostré tener una buena sensibilidad ante la presencia de
hidrocarburos en el suelo, por lo que podria ser utilizada como un indicador
ambiental de exposicidn a este contaminante para la especie estudiada.

14
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ABSTRACT

This study had as major objective to establish if the soil hydrocarbons have an
effect on the chlorophyll concentration on the mangrove specie Avicennia
germinans. To accomplish this, it was performed a comparison between two sites,
a Contaminated and a Control Site, in both cases, mangrove were the dominant
ecosystem. The first site presented the highest heavy fraction hydrocarbons (HFH)
concentration, which is the opposite of the control site.

There were analyzed several physiologic parameters of A. germinans in addition of
the chlorophyll concentration (chlorophyll content index, foliar biomass and
surface, photosynthetic performance, performance index, diameter at breast high
and total height) and some chemical soil characteristics, which are considered as
important elements for the plant development (HFH, pH, total nitrogen, available
phosphorus and salinity).

At the same time, it was analyzed the feasibility of the use of a chlorophyll
guantification non-destructive method instead of the traditional and destructive
one. By doing this, it could be possible to establish the viability of using the
chlorophyll content as an environmental indicator of the A. germinans exposure to
the hydrocarbons. This was made to identify the effects that may be occurring in
the mangrove tree due to the hydrocarbons presence, and in the other hand the
environmental factors that also could be having an effect on the study specie.

As a result of this study, it can be observed that all the physiological parameters
show significant differences among sites, allowing to observe less favorable
conditions in the Contaminated Site. Talking about the soil parameters, in this case,
total nitrogen and pH didn’t show differences among sites, nevertheless HFH and
salinity did it, having in the first case higher concentrations in the Contaminated
Site, and in the second one the opposite conditions.

In the case of the comparison between both methods of chlorophyll quantification
that were evaluated on this study, it was performed a correlation coefficient
analysis, which was lower than 0.5, meaning that those methods can't be
considered equivalent and therefore, it can't be replaced the destructive method

for the non-destructive one.
-
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Taking as a base the results from both sites (Contaminated and Control), it was
made a determination and correlation analysis, looking for find if there was any
variable that had a direct influence above another one. Due to this, it was possible
to observe that the photosynthetic performance had a high inverse correlation
with the HFH, having a correlation coefficient of -0.91.

The rest of the parameters had, in general, coefficients lower than |[0.67],
nevertheless, soil salinity show the tendency of having the effect to decrease the
rest of both physiological and structural variables.

Those results allow to conclude that the HFH are having a harmful effect over the
physiological and structural variables that were quantified for A. germinans,
however not as it was expected in the case of the chlorophyll concentration.

Considering all, it can be discharge the use of the chlorophyll content index as an
environmental indicator due to the low correlation between this method and the
traditional one, nevertheless, it can be appreciated this potential in the
photosynthetic performance parameter, allowing to analyze its performance as an
stress indicator for A. germinans exposed to HFH.

16
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1. INTRODUCCION

Debido a la actividad de la industria petrolera en México, uno de los principales
problemas de contaminacién en las costas del Golfo de México es la presencia de
hidrocarburos tanto en el agua como en el suelo (Gallegos, 1986). A pesar de lo
anterior, se reportan pocos trabajos de campo que estudien la relacién entre las
especies de vida silvestre y la concentracién de los hidrocarburos en el suelo asi
como sus efectos.

Lo anterior cobra mayor importancia al considerar que dichas relaciones pueden
ser de utilidad en diversos estudios, tales como las evaluaciones de riesgo
ambiental mediante la identificacidon y analisis de posibles indicadores o especies
centinela, permitiendo el desarrollo de programas de manejo adecuados. Para este
fin, se recomienda el uso de productores primarios como indicadores de estrés en
ecosistemas debido a su funcidn como base de la cadena alimenticia (Evans et al.,
2003).

Los ecosistemas de manglar son reconocidos por su alta productividad, asi como
por sus multiples funciones como barrera protectora de las lineas de costa contra
los procesos de erosidn y eventos climatolégicos como huracanes (Gallegos, 1986;
Lugo y Snedaker, 1974). Se reconoce que éstos son sistemas fragiles y sensibles,
especialmente a presiones antropogénicas como la deforestacion, cambio de uso
del suelo y contaminacién (Rani et al., 2010).

Este trabajo evallia en campo el impacto de la presencia de hidrocarburos en el
suelo sobre la concentracidon de clorofila en Avicennia germinans en una poblacién
natural localizada en el estado de Veracruz, México. La clorofila fue elegida como el
parametro indicador debido a su papel fundamental en el proceso fotosintético, el
cual es basico para la subsistencia de todo organismo vegetal.

Por otra parte, se evaluaron otros factores fisiolégicos y estructurales de los
individuos de la especie de mangle seleccionada (eficiencia fotosintética, biomasa,
superficie foliar, diametro a la altura del pecho y altura) que pueden verse
afectados por la presencia de los hidrocarburos, asi como otras variables

17
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ambientales que también pudieran tener un efecto en el desarrollo de los
organismos en estudio (nitrogeno total, fésforo aprovechable y salinidad).

Todos los parametros mencionados se cuantificaron en dos sitios, uno denominado
Sitio Contaminado (SC), caracterizado por ser un area con alta concentracion de
hidrocarburos y otro considerado como Sitio Testigo (ST) debido a la nula o escasa
presencia de hidrocarburos en él.

De forma adicional, se buscd la validacion de una técnica de cuantificacion de
clorofila por un método no destructivo utilizando un medidor portatil (Opti-
Sciences CCM-200) respecto a la metodologia tradicional de extraccion de
pigmentos fotosintéticos por medio de acetona al 80 %. Este objetivo adquiere
mayor importancia al considerar que la validacion de un método no destructivo
ofrece multiples beneficios tales como la reduccion de tiempo y costos, asi como
evitar el uso de sustancias toxicas y por ende de residuos peligrosos para el hombre
y el ambiente.

18
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2. ANTECEDENTES

Para el desarrollo de este trabajo de tesis se eligid un sitio contaminado por
hidrocarburos en el norte del estado de Veracruz, en el cual el Instituto de
Ingenieria de la Universidad Nacional Auténoma de México realizd un estudio
previo en el afilo 2007. Ese estudio tuvo como propdsito conocer los niveles de
hidrocarburos de fraccion ligera (HFL), hidrocarburos fraccion media (HFM) e
hidrocarburos fraccion pesada (HFP) en el suelo, de acuerdo con la NOM-138-
SEMARNAT/SSA-2003 (DOF, 2005), asi como la estimacién del riesgo para los
organismos por la exposicidon a estos compuestos. Donde como parte de los
resultados se obtuvo que el percentil 95 de los HFP en los primeros 20 cm. de suelo
supero el limite maximo permisible establecido por la norma antes mencionada,

con un valor superior a los 70 000 mg-kg™.

El sitio de estudio se caracteriza por haber tenido aportes de hidrocarburos de
manera periddica por varias décadas, y en el proyecto mencionado se determind
qgue la especie vegetal con mayor valor de importancia relativa es A. germinans,
haciendo de este lugar un drea ideal para el estudio de las respuestas de esta
especie ante la contaminacion crénica de hidrocarburos.

En el estudio de 2007, se observé que en las dreas que presentaron una mayor
concentracion de hidrocarburos en el suelo se localizaban individuos de mangle
con una menor altura, asi como una menor densidad en su poblacién; éstas
observaciones permitieron establecer un posible efecto negativo de esta
perturbacién antropogénica sobre la estructura de los individuos en el ecosistema
de manglar; sin embargo, el tipo de metodologia utilizada en dicho estudio no hizo
posible determinar si se presentaba el mismo efecto a nivel fisiolégico sobre los
individuos de mangle. Aunado a lo anterior, no existe una amplia informacién de
estudios de campo acerca del efecto de los hidrocarburos en el funcionamiento
fisiolégico de poblaciones de A. germinans.

Debido a lo anterior, se planted el presente trabajo de tesis para evaluar el efecto
de los hidrocarburos sobre la concentraciéon de clorofila y otras variables
fisiolégicas de A. germinans, asi como caracteristicas del suelo.
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3. OBJETIVOS Y ALCANCES

3.1 Objetivo general

Determinar si la mezcla de hidrocarburos (fracciones ligera, media y pesada)
produce un efecto en la concentracién de clorofila de una especie de mangle.

3.2 Objetivos particulares

e Determinar las diferencias en la concentracion de clorofila la altura vy
diametro a la altura del pecho de los individuos de Avicennia germinans
localizados en areas con diferente concentraciéon de hidrocarburos en el
suelo.

e Comparar y correlacionar los resultados obtenidos en la medicién de
clorofila de la especie A. germinans con el medidor portatil Opti-Sciences
CCM-200 (método no destructivo) respecto a los determinados por el
método de extraccion por acetona al 80% (método destructivo).

e Establecer si existe relacidon entre las concentraciones de clorofila estimadas
por ambos métodos respecto a los valores de salinidad, nitrégeno total y
fésforo aprovechable en el suelo.

e Determinar si existen diferencias en la eficiencia fotosintética en los
individuos de A. germinans en areas con diferente concentracion de
hidrocarburos en el suelo.

e Establecer la factibilidad del uso de la clorofila como un indicador biolégico
de la exposicidn a hidrocarburos en la especie A. germinans.
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3.3 Alcances

En el area de estudio se ha documentado la presencia de las fracciones ligera,
media y pesada de hidrocarburos, de las cuales la fraccion pesada es de mayor
importancia tanto por la magnitud de las concentraciones como por su
distribucién. Esto se explica por el proceso de intemperizaciéon al cual ha estado
sometido el hidrocarburo, ya que han transcurrido varias décadas desde el evento
de contaminacién original. Si bien se han tenido aportaciones recientes debido a
emanaciones remanentes de la fuente de contaminacion, éstas no han sido muy
importantes comparadas con la explosion del pozo de extraccion de petréleo, el
cual afectd cerca de 300 hectareas.

Por lo anterior, la fraccion pesada de los hidrocarburos (HFP) serd tomada como
representativa de este evento de contaminacién. Esta decision, obedece también a
la facilidad y economia que implica la determinacion de las concentraciones de esta
fraccion respecto a la media y ligera.
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4. MARCO TEORICO
4.1 Humedales

Los humedales son definidos como “extensiones de marismas, pantanos y turberas
o superficies cubiertas de agua, sean éstas de régimen natural o artificial,
permanentes o temporales, estancadas o corrientes, dulces, salobres o saladas”
(UNESCO, 1987).

Estos ecosistemas se caracterizan por presentar condiciones tanto acuaticas como
terrestres, teniendo como producto uno de los sistemas ecolégicos mas complejos
y productivos del mundo. Las caracteristicas ambientales que determinan
principalmente la condicion de humedal son el tipo y periodicidad de los procesos
hidroldgicos, pudiendo ser de agua dulce, salobre o salada y presentar
fluctuaciones diarias o estacionales, lo anterior dependiendo de las condiciones
climaticas y de la ubicacién geografica de cada sitio. Debido a que estas
condiciones son sumamente variables, existen diferentes tipos de humedales
(Bacon, 1997).

Otro factor que condiciona la presencia de los humedales son las caracteristicas
topograficas; bajo esta premisa es posible clasificar a estos ecosistemas en tres
tipos: los que se desarrollan sobre depresiones, llamados humedales de depresion;
los que se desarrollan a lo largo de orillas someras e inundables de forma periddica
y se denominan humedales de ribera, y, por ultimo, se reconocen los humedales
costeros, que se desarrollan en las costas de grandes lagos y del mar (Smith y
Smith, 2001), los manglares es la vegetacion dominante en estos ultimos.

Al ser ecosistemas altamente productivos, sus principales funciones ecolégicas son
la regulacion de los ciclos hidrolégicos, siendo puntos de recarga de aguas
subterraneas, actian como embalses naturales para el control de inundaciones,
filtros de contaminantes en el agua tales como nitrégeno, fésforo, sulfatos vy
algunos metales pesados, los cuales generalmente son acumulados en el suelo y
sedimento (Smith y Smith, 2001; UNESCO, 1987).

Aunado al valor biolégico vy cientifico de los humedales, éstos constituyen ademas
un recurso de gran valor econémico, cultural y recreativo (UNESCO, 1987). En el
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aspecto econdmico, las actividades que se pueden desarrollar en este tipo de
ecosistemas son variables y dependen principalmente de las caracteristicas
especificas de cada lugar, por lo que no pueden ser generalizadas.

En las llanuras mareales de las costas tropicales se distribuyen los bosques de
mangle, caracterizados, entre otros factores, por localizarse en zonas
intermareales, lo que permite la acumulacion del sedimento, siendo reconocidos
por ser de los humedales costeros con mayor desarrollo y productividad (Smith y
Smith, 2001).

4.1.1 Biologia y ecologia de los manglares

Los ecosistemas de manglar se definen formalmente como una formacion vegetal
lefiosa que puede ser arbdrea o arbustiva y se pueden componer de una o varias
especies. A nivel mundial se reconocen 54 especies de mangles verdaderos
correspondientes a 20 géneros y 16 familias, donde 30 especies pertenecen a una
de las dos familias con mayor distribucion: Avicenniaceae y Rhizophoraceae
(Hogarth, 1999). En México predominan cuatro especies: Rhizophora mangle L.
(mangle rojo), Avicennia germinans L. (mangle negro), Laguncularia racemosa L.
(mangle blanco) y Conocarpus erectus L. (mangle botoncillo), las cuales se pueden
encontrar formando asociaciones vegetales o en bosques monoespecificos
(CONABIO, 2009). Los arboles de mangle pueden llegar a medir mas de 30 metros
de altura y pueden abarcar dimensiones de miles de hectareas de superficie. En el
area de estudio se localizan individuos de estas cuatro especies, dominando A.
germinans.

Los manglares comprenden areas extensas de los ambientes costeros en las zonas
tropicales y subtropicales del planeta, se localizan en la interfase entre los
ecosistemas marino y terrestre, sobresaliendo por su alta diversidad de especies
asociadas y los multiples servicios que ofrecen a las comunidades humanas tanto a
nivel local como global (FAO, 2010). Los principales factores ambientales que
delimitan su distribucion son la mezcla de aguas continentales y marinas, una
temporada marcada de lluvias, altas temperaturas y una considerable humedad
atmosférica (Menéndez y Guzman, 2006).

Este tipo de ecosistemas son en su mayoria exclusivamente tropicales debido,

principalmente, a su susceptibilidad a las bajas temperaturas ya que la mayor parte
e e  —
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de las especies de mangle no pueden sobrevivir a una temperatura ambiental
inferior a los 5 °C, pero en raras ocasiones rebasan los limites de la isoterma de
20 °C (Hogarth, 1999).

Por su localizacidn en ambientes costeros y ecosistemas terminales de las cuencas
hidrograficas, los manglares presentan caracteristicas que los distinguen de otros;
constituyen uno de los ecosistemas con mayor productividad y riqueza bioldgica,
son habitat de multiples especies residentes y temporales, ademas de representar
una fuente importante de nutrientes para ecosistemas adyacentes, como los
pastos marinos y los arrecifes de coral (Hogarth, 1999).

Taxondmicamente, las especies de mangle son sumamente variadas, aunque en
general se caracterizan por la presencia de raices aéreas (neumatéforos), teniendo
la peculiaridad de ser altamente tolerantes a la salinidad del ambiente.
Actualmente las cuatro especies que predominan en México se encuentran
clasificadas como amenazadas de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF,
2010).

Existen multiples factores que pueden limitar la productividad y en general la salud
de los ecosistemas de manglar, sin embargo, se reconoce que las caracteristicas del
sustrato deben de ser consideradas como uno de los mayores factores que
restringen su desarrollo; principalmente el nitrégeno y el fésforo (Boto vy
Wellington, 1984; Smith y Smith, 2001).

Como ejemplo de lo anterior se encuentran estudios que concluyen que, de forma
general, los manglares localizados en Australia se encuentran limitados
principalmente por el bajo contenido de fdsforo en el suelo (Boto y Wellington,
1983; 1984), mientras que en un drea de manglar de Sierra Leona se encontré que
a pesar de presentar valores similares en el contenido de nitrégeno, la
concentracion de fésforo en el suelo era considerablemente mayor que en el
ecosistema del manglar australiano; encontrando en ambos casos que dichos
elementos (fosforo en el caso de Sierra Leona y nitrégeno en Australia) eran
factores limitantes para su desarrollo (Boto y Wellington, 1984; Hesse, 1961).

Ademas de la limitacién a la que se pueden ver sometidas la mayoria de las
especies vegetales por la baja concentracidn nitrégeno y/o fdsforo, en el caso
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especifico de los ecosistemas de manglar existen otras variables particulares que
pueden limitar un desarrollo adecuado; referente a esto se ha reportado que la
salinidad representa, después de las variables antes mencionadas, una de las
limitantes mas importantes (Boto y Wellington, 1984), llegando a observarse la
muerte de mangles en varias especies, incluso en A. germinans, por la alta
concentracion de sales, a pesar de que dicha especie es de las que presentan
mayor tolerancia ante la hipersalinidad (Cardona y Botero, 1998; Tomlinson, 1986).

4.1.2 Avicennia germinans

También conocido como mangle negro (Lugo y Snedaker, 1974), la especie se
distribuye de forma comun en la mayoria de los manglares de las areas costeras
americanas. Su distribucidon va desde el norte de Florida y la costa del Golfo de
México (latitud Norte 29° 53’) hasta Espiritu Santo, Brasil (latitud Sur 23°) en el
Océano Atlantico y en las costas del Océano Pacifico (latitud Sur 30° 15’), desde el
norte de México hasta Peru (latitud Sur 3° 40°).

La distribucidon de esta especie esta altamente influenciada por cambios en la
microtopografia, asi como por los cambios en la inundacidn del suelo y su salinidad.
Generalmente se le puede encontrar en areas bajas en el margen de los manglares,
aunque es capaz de desarrollarse en zonas ligeramente elevadas donde los
episodios de inundacidn ocurren con una menor frecuencia e intensidad
(Tomlinson, 1986).

A. germinans se desarrolla en zonas con clima tropical y subropical bajo un amplio
espectro de precipitacion que oscila desde los 800 a los 7 000 mm anuales, siendo
considerada la especie de mangle mds tolerante a las bajas temperaturas,
dominando en ecosistemas de manglar localizados en zonas con baja precipitacion,
donde la salinidad del suelo excede las 40 ppm (Tomlinson, 1986), aunque se
puede desarrollar en suelos con una amplia gama de salinidad de hasta 100 ppm.
Bajo concentraciones mas altas su desarrollo estructural se puede ver reprimido
(Lugo y Snedaker, 1974).

Su crecimiento se caracteriza por ser continuo y con ramificacion difusa. Su formay
algunos rasgos estructurales pueden llegar a variar significativamente entre
poblaciones debido principalmente a las condiciones climaticas y edéficas (Cintron
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et al., 1978; Hogarth, 1999). Una de las caracteristicas principales de A. germinans
es su sistema radicular subterraneo superficial (formado por neumatéforos), dicho
sistema realiza el intercambio de gases entre la planta y la atmédsfera (Lugo vy
Snedaker, 1974) (ver Figura 4.1).

Figura 4.1 Imagen de Avicennia germinans. Con flechas se sefialan las raices
aéreas, denominadas neumatadforos.

4.1.3 Bienes y servicios prestados por los manglares

Como parte fundamental para el manejo sustentable de los ecosistemas de
manglar es indispensable el conocimiento de los bienes y servicios prestados por
estos, sin embargo, se reconoce que una buena parte de ellos no son
comercializados de manera directa (CONABIO, 2009).

De forma general se realiza la clasificacion de los bienes y servicios en funcidn de si
su percepcion es in situ o ex situ y, ademas, de su clasificacién con base en si dichos
recursos presentan o no precio en el mercado y los que son utilizados Unicamente
para el autoconsumo (Sanjuro y Welsh, 2005).

En este aspecto, el uso de los arboles de mangle como especies maderables es uno
de los aspectos in situ que son considerados con mayor frecuencia durante los
estudios y programas de manejo.

s —
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De forma especifica, A. germinans se utiliza principalmente como fuente de lefa y
carbén en la mayor parte de América tropical, también es utilizada para la
elaboracion de vigas y otros productos hechos de madera. Su uso como recurso
maderable se debe en mayor medida a su buena capacidad de impregnacion de
ciertos aditivos que prolongan su vida util (Jiménez y Lugo, 2004).

La segunda actividad comercial mas importante es la pesca de alta mar de especies
que dependen del manglar en alguna etapa de su ciclo de vida, siendo esta la
actividad econdmica mas importante en términos monetarios. Sin embargo, debido
a la dificultad para la evaluacidon cuantitativa de este servicio, pocas veces es sujeto
a consideracion en la toma de decisiones respecto a la conservacién o el manejo
sustentable del ecosistema (Sanjuro y Welsh, 2005).

De forma adicional, estos ecosistemas han sido reconocidos por su funcion como
barrera natural de proteccion de la linea de costa ante la erosién producida por
vientos, capacidad de amortiguamiento de los impactos por contaminantes
acarreados por las corrientes de agua de rios y arroyos, filtro bioldgico, retencidon y
procesamiento de algunos productos utilizados en la agricultura como fertilizantes
y plaguicidas, abastecimiento de mantos fredticos, captura de gases de efecto
invernadero, asi como multiples servicios con capacidad de ser explotados en
términos econédmicos, como la extraccion de madera, obtencidon de alimento y
desarrollo de actividades cinegéticas y turisticas (CONABIO, 2009).

Pese a lo anterior, en la actualidad se reconoce que las actividades humanas
representan la mayor amenaza para los manglares. Las principales actividades
antrdpicas que ejercen presidn sobre este ecosistema son la reduccién del habitat
por cambio de uso del suelo y la contaminacion del mismo. En la regién del centro
y norte del continente americano las mayores amenazas son la contaminacién por
escorrentia de fertilizantes y plaguicidas, y la eliminacién inadecuada de desechos;
sin embargo, se tienen identificadas areas especificas donde la contaminacién por
petréleo representa un problema que debe ser considerado con mayor énfasis
(Farnsworth y Ellison, 1997; FAO, 2007).

4.2 Hidrocarburos

Los hidrocarburos son los principales componentes del petrdleo crudo, se

caracterizan principalmente por contener casi en su totalidad hidrégeno y carbono,
e e  —
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aunque pueden presentar en menor proporcion elementos como azufre, nitrogeno
y oxigeno (Botello et al., 2005; DOF, 2005; Wauquier, 1994).

De forma tradicional, este tipo de compuestos se clasifican de acuerdo con su
estructura en alifaticos y aromaticos, subdividiéndose a su vez en otros grupos. En
el caso de los hidrocarburos alifaticos se dividen en alcanos, alquenos, alquinos y
cicloalifaticos. Los alcanos o parafinas, tienen solamente enlaces simples y también
son conocidos como hidrocarburos saturados, los alquenos u olefinas poseen al
menos un enlace doble y los alquinos tienen como minimo un enlace triple (Acufia,
2006).

Dentro de los hidrocarburos alifaticos, las parafinas tienen predominantemente de
1 a 33 carbonos, donde las mas abundantes son las que tienen un grupo metilo en
el segundo atomo de carbono. En el caso de las cicloparafinas, al contrario que las
parafinas, las mds abundantes son las que poseen un nimero mayor de atomos de
hidrégeno sustituidos generalmente con el radical metilo (EPA, 2011; Jiménez,
2001).

Los hidrocarburos aromaticos se caracterizan por tener un nucleo o anillo, razén
por la cual, la base de este grupo de hidrocarburos es el benceno. Estos
compuestos son conocidos como aromaticos debido a que muchos de ellos se
caracterizan por presentar un intenso olor (Gutiérrez, 1985; Jiménez, 2001). Los
mas abundantes son aquellos con mayor estabilidad respecto al aumento de la
temperatura (1,3-dialcohil y 1,2,4-trialcohil-benceno). Cuando éstos presentan dos
o mas anillos de benceno unidos entre si se les denomina hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), se sabe que de forma general las fracciones pesadas del petréleo
son ricas en HAP (Acuia, 2006; Jiménez, 2001).

Las principales caracteristicas del crudo, en funcidn de las cuales es clasificado, son
la densidad, el rendimiento volumétrico de los diferentes productos de la
destilacién atmosférica y el contenido de azufre; la densidad se mide en grados API
(American Petroleum Institute) y se calcula en funcién de una ecuacién que
considera el peso especifico y pardmetros estandarizados (Jiménez, 2001).

En México se extraen aproximadamente 17 tipos de crudo, sin embargo, debido a
los volumenes extraidos son el crudo Istmo (crudo ligero), Maya (crudo pesado) y

28



UWM@‘ Gabriela Marisol Vazquez Cuevas
POSGR/TDO Efecto del derrame de hidrocarburos sobre una especie de mangle

7
I

:n..'rnl‘-riu

Olmeca (crudo superligero), siendo estas mezclas las utilizadas con fines de
exportacion. De forma general se sabe que el petréleo mexicano se caracteriza por
su alto contenido (%) de azufre; por ejemplo, el crudo Maya contiene 3.3% de
azufre, mientras el crudo Escravos, originario de Nigeria tiene Unicamente 0.1%
(INEGI, 2011; Rosas y Rodriguez, 1997).

Al encontrarse hidrocarburos en los medios como producto de diferentes procesos
industriales, pueden producir afectaciones en el ambiente y en la salud humana. Se
sabe que algunos de sus compuestos, sobre todo los HAP, son carcindégenos y
mutagénicos (Mastandrea et al., 2005), produciendo a mediano y largo plazo la
reduccidn de las poblaciones naturales vegetales y animales (Botello et al., 2005),
alterando asi los procesos naturales de los ecosistemas.

En el caso de los HFP, tal como son definidos por la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
(DOF, 2005), sus efectos en la salud humana no estan plenamente identificados, sin
embargo, existen estudios toxicoldgicos evaluados por el Total Petroleum
Hydrocarbon Criteria Working Group (TPHCWG, 1997) para diferentes grupos de
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) definidos en funciéon del numero de
carbonos equivalentes (EC), estos representan los puntos de ebullicién
equivalentes para los hidrocarburos, siendo ésta la a caracteristica fisica mas
importante del andlisis quimico de los componentes de los hidrocarburos, dentro
de estos se encuentran los HTP aromaticos con un EC en los intervalos de Ci- Cy1 ¥
de C,; - C3s5, siendo similares a los HFP establecidos por la normatividad mexicana
(DOF, 2005) que seiala que este compuesto debe tener como minimo Cyg. En este
mismo sentido el Departamento de Proteccion Ambiental de Massachusetts, en
Estados Unidos (MassDEP), realiza otra clasificacion de los hidrocarburos, donde,
de nuevo por su similitud con los HFP se establece un grupo de hidrocarburos en el
intervalo de carbonos de Cyq - C3; (MassDEP, 1994). Cabe sefialar que en ambos
casos (MassDEP y TPHCWG) se concluye que las causas mds evidentes de la
presencia de estas sustancias son sus efectos nefrotdxicos sobre los humanos.

De forma general, se reconoce que debido a que fracciones de hidrocarburos con
un EC mayor a Ci5 no son compuestos volatiles, la exposicién a la inhalacién de
éstos es minima, sin embargo, los riesgos por su ingestidon son mayores, pudiendo
provocar, como ya se menciono, alteraciones renales, asi como hepaticas e
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inmunolégicas, las cuales pueden desencadenar en un gran numero de
enfermedades (ASTDR, 1999).

De acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT/SSA-2003 (DOF, 2005), la cuantificacion
de la concentracién de hidrocarburos en el suelo, asi como la evaluaciéon de la
pertinencia de remediacion de un area determinada se establece con base en los
limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en el suelo, haciendo
diferenciacién entre las fracciones ligera (HFL), media (HFM) y pesada (HFP), lo que
corresponde a la mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas contienen cadenas
lineales (hidrocarburos alifaticos) de entre cinco y diez &tomos de carbono para el
caso de la fraccion ligera, de entre diez y veintiocho atomos de carbono en la
fraccion media y mas de 18 carbonos en el caso de la fraccion pesada.

La pertinencia de aplicar acciones para remediar un sitio contaminado con
hidrocarburos se establece comparando las concentraciones en el suelo
encontradas en el sitio de interés con los limites maximos permisibles establecidos
en la norma mencionada anteriormente (DOF, 2005). Sin embargo, si es imposible
cumplir técnica o econdmicamente con esos valores de remediacion, de acuerdo
con la normatividad mexicana (DOF, 2005; 2006; 2007), pueden establecerse
valores limite alternativos mediante las evaluaciones de riesgo ambiental (ERA);
con base en ellas pueden determinarse niveles base especificos de remediacion, los
cuales tienen como finalidad lograr la disminucidn de los riesgos de los ecosistemas
y del ser humano por exposicidon a los contaminantes.

4.2.1 Efectos de los hidrocarburos en manglares

Se cuenta con un gran numero de registros que indican que las presiones de origen
antrépico han tenido como efecto la reduccién de la distribucién de este
ecosistema a nivel global, siendo uno de los habitats costeros mas amenazados,
especialmente en los paises en vias de desarrollo (Bridgewater y Cresswell, 1999).

En este marco han sido desarrollados multiples estudios de los impactos de la
contaminacion sobre aspectos bidticos como el crecimiento de las plantas de
mangle, la estructura de sus bosques y la productividad general del ecosistema,
pudiéndose demostrar, entre otras cosas, que existe una vulnerabilidad del
ecosistema ante perturbaciones extremas como el derrame de hidrocarburos

(Cintrén y Shaeffer, 1983; Elster, 2000; Field, 1999; Gallegos, 1986; Lewis, 1983).
e
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Los efectos de los derrames de hidrocarburos sobre las zonas costeras son
multiples, entre éstos se puede mencionar un efecto negativo sobre la flora y fauna
de los ecosistemas de mangle, asi como a la salud humana. A pesar de que ciertos
procesos ambientales contribuyen a la atenuacion natural del petrdleo, es sabido
gue al paso del tiempo, los hidrocarburos derramados en ambientes acuaticos
tienden a adherirse fuertemente a los sedimentos; en el caso de los manglares, su
alta productividad y abundante detritus organico los hacen un sitio preferencial
para su acumulacién (Olguin et al., 2007).

Los manglares son especialmente susceptibles a los derrames de hidrocarburos
debido a que frecuentemente se localizan en areas de extraccidon o transporte de
dicho combustible. Los accidentes mas comunes ocurren por la ruptura de ductos,
derrames de plataformas y accidentes de buques de transporte (Moreno et al.,
2002).

La investigacion respecto a los principales efectos que producen los hidrocarburos
sobre los ecosistemas costeros, incluyendo a los manglares, ha sido desarrollada
con mayor frecuencia a partir de mediados del siglo pasado, permitiendo en la
actualidad contar con referencias basicas respecto al tema, dentro de las que
sobresalen tres niveles de contaminacion por hidrocarburos (Clark y Finley, 1973):
alto, moderado y bajo/persistente, siendo este ultimo el de mayor interés para el
presente trabajo, por ser definido como la contaminacidon por concentraciones no
letales pero de manera constante, constituida principalmente por hidrocarburos
poco visibles en la superficie; este tipo de contaminacidén se caracteriza por no
presentar un efecto adverso inmediato en las poblaciones, permitiendo la
intemperizacion del compuesto. Sin embargo, bajo este tipo de condiciones es
cuando se ha detectado que se propicia la acumulacién de sustancias tdxicas por
los organismos, haciendo visibles los efectos principalmente a largo plazo e
incrementando la posibilidad de que dichas sustancias sean transmitidas a las
poblaciones humanas (Gallegos, 1986; Jackson et al., 1989). Estos casos de
contaminacion cronica y subletal han sido reportados como los mas importantes en
las zona costera del Golfo de México (Gallegos, 1986).

Es necesario considerar el contenido de fracciones tdxicas de los hidrocarburos
para la determinacién de sus consecuencias, las cuales pueden producir la muerte
de poblaciones asociadas al manglar, siendo unas de las mas sensibles las bacterias

e e  —
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del suelo (Cintron y Schaeffer, 1983). Asimismo, debido a las caracteristicas del
suelo y sedimento de los manglares, principalmente el alto contenido de materia
organica, el hidrocarburo es acumulado tendiendo a resuspenderse y circular en el
ecosistema de manera periddica como consecuencia de las inundaciones variables
propias de este tipo de ecosistema (Burns et al., 1993).

El estudio de los efectos de los derrames de hidrocarburos sobre los manglares ha
permitido establecer de manera general su respuesta a corto plazo, siendo las
principales consecuencias la anoxia y muerte de plantulas y arboles cuando el
petréleo cubre los neumatdforos, impidiendo el intercambio gaseoso entre la
planta y la atmdsfera. También se sabe que el mangle puede morir por intoxicacion
directa con los compuestos aromaticos de bajo peso molecular cuando éstos dafan
las membranas celulares de las raices, impidiendo el proceso natural de exclusién
de sal tipico de este tipo de vegetacion (Ellison y Farnsworth, 1996; Olguin et al.,
2007), y que es mas notorio en A. germinans, especie a la que se le reconoce una
mayor capacidad de tolerar altos niveles de salinidad respecto a otras especies de
mangle (Hogarth, 1999).

Como respuesta directa, se sabe que los mangles han desarrollado mecanismos
para solucionar los efectos adversos mds evidentes, que son la anoxia y la
imposibilidad de excretar el exceso de sal, esto mediante el cambio en la
orientaciéon de los neumatéforos y hojas, principalmente (NOAA, 2010). De forma
general, se reconoce que este ecosistema se encuentra expuesto de manera
directa al efecto de las fracciones solubles téxicas del petrdleo, a los productos
fraccionados por el intemperismo del petrdleo residual, al impacto de los
compuestos toxicos en las poblaciones microbianas del suelo vy, finalmente, como
consecuencia de lo anterior, al desencadenamiento de otros procesos en distintos
niveles del ecosistema (Cintrén y Schaeffer, 1982).

En el caso de México, a pesar de que se ha observado un incremento en la
realizacion de estudios sobre la contaminacion por hidrocarburos en sistemas
costeros (Botello et al., 2005), a partir de la década de 1980 los derrames de
hidrocarburos han seguido ocurriendo, por lo que esta perturbacién es considerada
como una de las mayores amenazas contra los bosques de mangle (NOAA, 2010).
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Los efectos a largo plazo no han podido ser generalizados ya que parecen ser
particulares para las diferentes especies de plantas y animales de los bosques de
mangle, dependiendo de la concentracion, tipo y carga del hidrocarburo, factores
geograficos, ambientales y bioldgicos, y las interacciones entre éstos, lo que
determina que los periodos de recuperacion puedan variar de unos cuantos dias a
mas de diez afios (IPIECA, 1991; Klekowski et al., 1994b; Olguin et al., 2007).

Una de las consecuencias a largo plazo que ha sido reportada en los mangles, es la
disminucion de la biomasa foliar de R. mangle asociada a zonas que presentaban
concentraciones altas de petrdleo (Duke et al., 1997) y desarrollo de una mayor
densidad de neumatéforos en A. marina (Dicks, 1986). Como consecuencia de la
contaminacion crdnica debida a los hidrocarburos, se han observado danos a nivel
estructural y funcional de los mangles. Por ejemplo, en Australia y la zona costera
del Mar Caribe se reportd la aparicion de individuos del género Avicennia
deficientes de clorofila a, asi como una fuerte correlacion entre la concentracion de
hidrocarburos en los sedimentos con la dominancia de este género (Duke y
Watkinson, 2002). También han sido reportadas areas donde se presentan casos de
clorosis foliar (deficiencia de clorofila) asociados directamente a la concentracion
de hidrocarburos en el suelo (NOAA, 2010).

Las clorofilas son los pigmentos propios de las plantas verdes, esenciales para el
desarrollo de los organismos vegetales ya que el conjunto de estos captan la
energia solar (fotones) para que se inicie el proceso fotosintético. La reduccién del
contenido de clorofila conlleva a una menor capacidad de captacién de la luz por lo
tanto la disminucién del proceso de la fotosintesis, sin el cual las plantas son
incapaces de sobrevivir al no obtener los carbohidratos producto de dicho proceso
(Curtis y Barnes, 2003). Debido a lo anterior, es importante considerar este
parametro como una variable de respuesta ante el estrés, aunado a que su
cuantificacidn es relativamente sencilla, rapida y econdmica.

Existen estudios como los de Klekowski et al. (1994b) y Corredor et al. (1990) en los
cuales se ha tratado de utilizar a los mangles como indicadores del nivel de
contaminacion por petréleo; sin embargo, el desarrollo de este tipo de
investigaciones no ha mostrado continuidad. No fue posible localizar estudios
realizados en México referentes al tema, sobre todo con relacién al contenido de

33



UWM@‘ Gabriela Marisol Vazquez Cuevas
POSGR/TDO Efecto del derrame de hidrocarburos sobre una especie de mangle

7
I

:n..'rnl‘-riu

clorofila asociado a la contaminacién por hidrocarburos. De aqui la importancia del
presente estudio.

4.3 Indicadores ambientales

Las evaluaciones de riesgo ambiental (ERA) son una herramienta de suma
importancia en la Ingenieria Ambiental, ya que por medio de ellas es posible
determinar las concentraciones en los medios (suelo, agua, aire) para las cuales
puede esperarse un riesgo aceptable. Concentraciones por arriba de los valores de
riesgo aceptable hacen necesaria la aplicacion de acciones de remediacion u otras
medidas alternativas encaminadas al manejo del riesgo a través de la disminucidn
de la biodisponibilidad o la exposicion de los organismos. La ERA, tal como la define
la Ley General para la Prevencion y Gestidon Integral de los Residuos de México
(LGPGIR) y su reglamento (DOF, 2006; 2007), considera como receptores tanto a los
seres humanos como a los elementos bidticos de los ecosistemas, a diferencia de la
literatura internacional, donde se identifica como evaluacién de riesgo a la salud
humana (ERSH) a las evaluaciones cuyos receptores son los seres humanos, y como
evaluacion de riesgo ecoldgico (ERE) al estudio donde los receptores son los
organismos no humanos, principalmente la flora y la fauna (Graham et al., 1991;
Wayne et al., 2003).

En este sentido, la ERE es la herramienta mas apropiada dentro de la Ingenieria
Ambiental para establecer la necesidad de la aplicacion de medidas de remediacion
o mitigacion con el fin de proteger los elementos bidticos de un ecosistema.
Debido a que en muchas ocasiones no es posible establecer este tipo de riesgos de
manera cuantitativa por medio de la obtenciéon de probabilidades o cocientes, tal
como se realiza generalmente en las ERSH, es comun expresar el riesgo de manera
cualitativa o recurrir al uso de indicadores ambientales para su estimacion
(Hunsaker y Carpenter, 1990).

En este trabajo se plantea evaluar el uso potencial de la concentracidon de clorofila
en la especie de mangle seleccionada, como un indicador ambiental que pueda
aplicarse dentro de las ERE.

Los indicadores ambientales se definen como organismos, funciones o
caracteristicas que constituyen un sistema de sefiales claras y oportunas sobre un

determinado proceso ambiental (Quiroga, 2007). En funcidn de sus caracteristicas
e e  —
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han sido definidas varias categorias de indicadores; algunas de éstas son: de
respuesta, de exposicién y de habitat (Hunsaker y Carpenter, 1990).

Los indicadores de respuesta (también denominados de estrés) son caracteristicas
cuantificables del ambiente en cuestidén, que proveen evidencias de la condicion
biologica del recurso, pueden ser a nivel individuo, poblacién, comunidad o
ecosistema. Los indicadores de exposicion funcionan como herramientas de
diagnostico, generalmente son cuantificados de forma conjunta con los indicadores
de respuesta. Por otro lado, los indicadores de habitat caracterizan atributos fisicos
con el fin de establecer si las condiciones presentes en el sistema son las necesarias
para mantener a un organismo, poblacién o comunidad (Hunsaker y Carpenter,
1990).

En funcién de los objetivos de cada estudio, es necesario establecer el tipo de
indicador que se desea monitorear. Los criterios de seleccion de especies utilizadas
para el monitoreo ambiental son variables, pero en general se recomienda la
seleccion de especies consideradas como criticas, que son aquellas especies
vegetales o animales que presenten funciones importantes en la dindmica del
ecosistema o que tengan importancia (econdmica, cultural o cientifica, entre otras)
y que pudieran presentar una mayor vulnerabilidad por la contaminacion del sitio.
Esta metodologia se basa en el principio de que al proteger a las especies criticas se
protegerd al resto del ecosistema (Torres et al., 2005).

En el caso de ecosistemas que presentan alteraciones de origen antrdpico, la
utilizacion de parametros indicadores es una herramienta necesaria para
determinar el estado de éstos asi como las estrategias adecuadas para su
remediacién en caso de requerirse (Olguin et al., 2007); para esto, la eleccién del
pardmetro indicador adecuado es uno de los pasos mds importantes. Los
indicadores deben reflejar en su comportamiento el efecto de la perturbacién
estudiada; autores como Evans et al. (2003) sefialan que los productores primarios
son los elementos a los que se les debe dar prioridad al ser la base de la cadena
trofica y por ende de la productividad del ecosistema.

Para esto, el uso de la clorofila como parametro indicador de estrés de los
ecosistemas de manglar bajo alteraciones de origen antrépico ha sido
documentado anteriormente con buenos resultados por algunos autores (Duke y

e e  —
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Watkinson, 2002; Klekowski et al., 1994a), permitiendo determinar la existencia de
efectos a largo plazo que pueden ser considerados irreversibles en escalas de
tiempo humano (NOAA, 2010). En este mismo sentido, la eficiencia fotosintética
también ha sido utilizada con éxito como medio para establecer si un organismo
vegetal se encuentra sometido a estrés, por elementos bidticos y/o abidticos
(Calantzis et al., 2000, Clark et al., 2000). Este atributo se estima con base en la
fluorescencia de la clorofila a y algunos de los parametros derivados de su
medicion son ampliamente aceptados como indicadores de estrés de los
organismos vegetales (Hansatech, 2006; Strasser et al., 2000).

Otra de las caracteristicas importantes que deben de ser consideradas para la
elecciéon adecuada de un indicador es que sea facilmente medible (Torres et al.,
2005). La utilizacién de aparatos que faciliten la obtencidon y manejo de datos ha
representado grandes beneficios para el desarrollo econdmico y cientifico.

Con base en lo anterior, la evaluacion de los resultados obtenidos por el uso de los
medidores portatiles respecto a la técnica tradicional de extraccién de pigmentos
fotosintéticos con acetona (Mackinney, 1941) y su correlacidn con el contenido de
hidrocarburos en el suelo, significaria hacer mas eficiente el uso de la clorofila
como un indicador de estrés de uso comun para las evaluaciones de riesgo
ecoldgico, al permitir la simplificacion del método de obtencién de los datos, asi
como la eliminacién del uso de sustancias tdxicas y por ende la generacidén de
residuos peligrosos.

4.3.1 Indice de Contenido de Clorofila (ICC)

Se define como el valor relativo de clorofila. La estimacion de dicho indice se basa
en la absorbancia de la muestra foliar en dos diferentes longitudes de onda (931
nm y 653 nm). Por medio de ambas longitudes de onda es posible realizar la
cuantificaciéon de la absorbancia de la clorofila asi como efectuar de forma
automatica las correcciones necesarias producidas por factores mecanicos tales
como el grosor de las hojas (Opti-Sciences CCM-200, 2009; Richardson et al., 2002).

La practicidad del aparato, asi como su facil operacién, ha permitido su uso
ampliamente aceptado en el campo de la agricultura (Richardson et al, 2002). En
este sentido, la estimacidén rapida y no destructiva de la clorofila foliar ha

representado una herramienta importante para optimizar su produccién ya que se
e e  —
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han ahorrado recursos (tiempo y dinero); esto ha sido posible debido a que se han
obtenido correlaciones adecuadas entre los valores de clorofila total extraida por
los métodos tradicionales y los valores obtenidos por los medidores portatiles de
clorofila expresados por medio del indice de contenido de clorofila (ICC). En el caso
de los cultivos agricolas en los que se ha usado este tipo de equipos, la correlacion
de este indice con los contenidos de nitrogeno en la planta ha permitido gestionar
la aplicacion de fertilizantes de manera efectiva (Haripriya y Byju, 2008; Van Den
Berg y Perkins, 2004). La documentacion de estas relaciones se ha basado en
cultivos como maiz, arroz, tomate, col, algoddén, chicharo y diferentes arboles
frutales, principalmente (Van Den Berg y Perkins, 2004).

La utilidad de los aparatos medidores de clorofila en especies arbdreas de
ecosistemas naturales solo ha sido parcialmente estudiada, sobresaliendo las
correlaciones significativas entre ICC y la clorofila total reportadas en varias
especies de arboles de interés comercial tales como manzana (Malus domestica
Borkh) y varias especies de darboles de maple; sin embargo, también se ha
destacado que las relaciones matematicas entre el ICC y la clorofila total varia para
cada especie asi como dependiendo de las etapas de crecimiento y condiciones
ambientales (Van Den Berg y Perkins, 2004). Debido a lo anterior, las relaciones
entre ambos valores deben ser evaluadas para cada una de las especies de interés
(Richardson et al., 2002).

4.3.2 Fluorescencia de la clorofila a

De forma general, ésta se refiere a la eficiencia con la cual los electrones son
empleados durante el proceso de la fotosintesis en funcién de la cantidad de luz
absorbida (Krause y Weis, 1991; Sanclemente y Pefia, 2008).

En cualquier muestra foliar, cuando la energia de la luz solar es absorbida por la
clorofila, su configuracion electronica es alterada de forma temporal utilizando
dicha energia para realizar varios procesos, entre ellos el fotosintético. Se sabe que
cualquier tipo de estrés, ya sea bidtico o abidtico, puede repercutir en la eficiencia
en que este proceso se realiza, permitiendo mediante esta medicidon determinar si
la planta estd siendo sometida a algun tipo de perturbacion (Hansatech, 2006).

Es mediante ciertos parametros de la fluorescencia de la clorofila a que es posible

evaluar dicho estrés, estos valores parten de la curva tipica generada por la
e,  —
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excitacion de los electrones por una intensidad luminica controlada. En la Figura
4.2 se muestran los parametros generales evaluados por la fluorescencia de la
clorofila a a partir de la curva antes mencionada. En esta figura Fo representa la
emision de energia producida por las moléculas de clorofila a excitadas en la
estructura de la antena del fotosistema Il, Fm es la fluorescencia maxima obtenida
a partir de la exposiciéon de la muestra a una intensidad de luz constante, Fv
representa el componente variable de la medicion (fluorescencia variable) y su
valor se correlaciona con la maxima capacidad fotoquimica (este valor se obtiene al
restar Fo a Fm), Tfm indica el tiempo en el cual se alcanza la fluorescencia maxima
(Fm) y el drea sobre la curva de la fluorescencia es proporcional al tamafio de
electrones receptores del fotosistema Il (Hansatech, 2006; Strasser et al., 2000).
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Figura 4.2 Parametros generales evaluados por la fluorescencia de la clorofila a.
Modificado de Hansatech.(2006). Fo = Energia producida por las moléculas
excitadas de clorofila a, Fm = Fluorescencia mdxima, Fv = Fluorescencia variable,
Tfm = Tiempo en que se alcanza la fluorescencia mdxima, Area = drea sobre la
curva.

De forma general, el parametro obtenido del cociente Fv/Fm se emplea como
indicador del desempefio fotosintético del organismo vegetal (Hansatech, 2006) y
se define como la eficiencia cuantica real del fotosistema Il (Sanclemente y Pefa,
2008).
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Este parametro se mide por medio de equipos especiales como el denominado
fluorimetro de clorofila Pocket PEA que fue usado en el presente trabajo. Este
equipo funciona registrando el espectro de emisién que produce una muestra foliar
como respuesta ante la exposicion a una intensidad luminica controlada por el
fluorimetro (Hansatech, 2006).

Otra variable que puede ser utilizada como referente del estrés al que se encuentra
sometida una planta es el indice de desempefio (Pl por sus siglas en inglés), el cual
se define como un indicador de vitalidad (Hansatech, 2006), que en su calculo
combina tanto criterios estructurales como funcionales del fotosistema Il (Gonzalez
et al., 2008), su calculo se realiza a partir de la ecuacién 4.1:

PI=[ABS /RC] - [@o/ (1 - ¢o)] -[Wo/ (1 - ¢o)] Ecuacion 4.1

Donde:
Pl = indice de desempefio (Adimensional)
ABS / RC = Absorcion de la intensidad luminica (Adimensional)
(o = Producto cuantico maximo de la fotoquimica primara
(Adimensional)
o = Eficiencia con la que se puede mover un electrén
después de haber sido captado por el aceptor de electrones
(Adimensional)

Debido a lo anterior, en el campo de la investigacion la mediciéon de la
fluorescencia de la clorofila a, al igual que el contenido de clorofila, ha sido
evaluada y ampliamente aceptada como un indicador del estrés en sistemas
naturales, siendo utilizada como un método no destructivo para el monitoreo de
los procesos fotosintéticos y para la evaluacién del estado fisiolégico de la planta
(Krause y Weis, 1991; Strasser et al., 2000), permitiendo la valoracion de la
tolerancia de la vegetacidon a condiciones medioambientales especificas, la cual
puede ser por causas naturales o inducidas por la actividad humana, observandose
valores menores en organismos expuestos a estrés bidtico o abidtico, esto
principalmente utilizando el pardmetro de Fv/Fm (Hansatech, 2006).

e e  —
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5. ZONA DE ESTUDIO

Por razones de confidencialidad, los datos sobre la localizacién, caracteristicas
especificas y nombre exacto de la zona de estudio no pueden ser mencionados en
el presente trabajo de tesis.

La laguna donde se ubica el ecosistema de manglar estudiado se localiza al norte
del estado de Veracruz. Las entradas de agua dulce provienen principalmente de
tres rios, un arroyo y un estero. En el area se reporta una precipitacion media anual
de 1 735 mm/afio y una evaporacién de 1 300 mm/afio (Contreras, 1985).

Es reconocida su amplia biodiversidad, contando con registros de mas de 100
especies de peces, un numero considerable de moluscos y crustaceos, entre otros,
asi como ser un habitat reconocido como sitio de descanso y reproduccién de
varias especies de aves migratorias.

5.1 Factores biodticos y abioticos

El 54% del area de estudio se encuentra ocupada por actividades de
aprovechamiento de tipo agricola, pecuario y forestal.

El ecosistema natural con mayor cobertura en el drea de influencia del evento de
contaminacion es el manglar, seguido de manchones de encinar, selva mediana
subperennifolia, duna costera y pastizal. En estos ecosistemas se reporta un total
de 440 especies de flora correspondientes a 303 géneros y 92 familias; entre estas
y de acuerdo con resultados del célculo de la importancia relativa, se identificaron
como especies vegetales importantes a Avicennia germinans (mangle negro) vy
Quercus crassifolia (encino).

A pesar de que, en general, el drea presenta una fragmentacion alta, ésta funciona
como corredor bioldgico de especies cuyo hdbitat dominante son los manglares.

El clima corresponde predominantemente a la clasificacion Am(f), siendo célido
himedo con una temperatura media anual mayor a los 22 °C. Presenta una
marcada estacionalidad, oscilando de los 0 a 60 mm de lluvia en época de estiaje
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hasta alcanzar valores mayores a 1 000 mm durante la temporada de lluvia
(Contreras, 1985).

El suelo se caracteriza por tener como condicionante principal al vertisol de tipo
éutrico (VRe), compuesto por aproximadamente 30% de arcillas hasta 50 cm de
profundidad.

5.2 Problemadtica ambiental

En general, se reconoce que el mayor problema ambiental que presentan los
ecosistemas costeros del estado de Veracruz son los cambios en el uso del suelo, el
aumento de la poblacidn, el uso no controlado de agroquimicos y los desechos de
industrias, principalmente la petrolera (Contreras, 1985).

De forma particular, el area de estudio corresponde a un sitio donde a principios
del siglo XX ocurrié un evento que dio lugar al derrame de petréleo crudo, el cual
con el tiempo fue controlado casi en su totalidad; en la actualidad se tienen
Unicamente emanaciones esporadicas de crudo con poco alcance. Los estudios
realizados en el afio 2007 por el Instituto de Ingenieria de la UNAM reportaron
concentraciones de hidrocarburos en los primeros veinte centimetros de suelo que
van de aproximadamente 300 mg-kg™ para los hidrocarburos de fraccién ligera, 4
000 mg-kg™ para la fraccion media y por arriba de 100 000 mg-kg™ en el caso de la
fraccion pesada.

El drea total estudiada en el proyecto antes mencionado ocupa un total de 925
hectdreas, donde fue determinado que la superficie presumiblemente
contaminada es de 355 hectareas. La mayor parte del terreno que se encuentra
contaminado es inundable, y su cobertura del suelo es vegetacion silvestre (Figura
5.1).
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Figura 5.1 Zona de estudio.
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6. METODOLOGIA

El objetivo principal de la investigacion fue establecer la relacion entre la
concentracion de clorofila en el tejido foliar de la especie A. germinans (variable de
respuesta) y la concentracion de hidrocarburos fraccion pesada en el suelo (HFP,
variable independiente). Para ello se consideraron dos tratamientos: Sitio Testigo y
Sitio Contaminado; el primero presenta poca perturbacidon antropogénica, tanto en
lo que a concentracion de hidrocarburos se refiere como a asentamientos
humanos, mientras que el Sitio Contaminado es una de las areas con mayor
impacto por la contaminacion de HFP. Ademas, dichos resultados proveeran bases
para evaluar la utilidad del contenido de clorofila como un indicador ambiental.

Se trata de un experimento natural (también conocido como estudio
observacional). Este tipo de experimentos se caracterizan por realizarse en campo
y por lo tanto no tener control sobre los factores cuantificados, sino que éstos se
encuentran bajo la variabilidad natural a la que estan sometidos los ecosistemas
(Gotelli y Ellison, 2004). Debido a lo anterior, no es posible realizar un diseiio de
experimentos y se propuso obtener correlaciones estadisticas entre la variable de
respuesta (concentracién de clorofila) y la variable independiente de interés (HFP).
Ademas de esta variable independiente se vio la necesidad de considerar otras que
también pudieran tener un efecto en la variable de respuesta por estar
identificadas en la literatura internacional como factores limitantes en el desarrollo
de la especie en cuestion (nutrimentos, salinidad y pH, ver Tabla 6.1).

Asimismo, se cuantificaron otras variables de respuesta en los individuos de A.
germinans que se considera pueden verse afectadas por las fuentes de estrés:
eficiencia fotosintética, biomasa y superficie foliar de acuerdo con los métodos
sefalados en la Tabla 6.1; estos parametros también se correlacionaron con la
concentracion de HFP en el suelo y las otras variables independientes
mencionadas. En la Figura 6.1 se muestra el diagrama metodoldgico.
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Tabla 6.1 Variables cuantificadas y métodos utilizados.

No. Variable Método Referencia Matriz
1 NOM-021-
pH ) Potenciométrico SEMARNAT-2000
(DOF, 2002)
2 NOM-021-
Nitrégeno Kjeldahl SEMARNAT-2000
total " (DOF, 2002) Suelo ©®
3 Hidrocarburos Extraccion por EPA 9071By EPA
fraccién Microondas 4664A
pesada (HFP) (EPA, 1998; 2000)
4 salinidad ™ Conductividad Evans et al. (2003)
eléctrica
NOM-021-
5 Fésforo Colorimetria SEMARNAT-2000
aprovechable ™ (DOF, 2002)
Concentracion Extraccion con Rodés y Collazo
6 de clorofila® acetona (2006)
al 80%
indice de Espectrofotometria Opti Sciences
7 contenido (CCM-200) CCM 200 Tejido
de clorofila (2009) Foliar
8 Eficiencia Fluorescencia Hansatech
fotosintética ? (Pocket PEA) (2006)
9 Biomasa foliar ? Gravimetria Steubing et al.
(2002)
10 Superficie foliar? Gravimetria Steubing et al.
(2002)
Diametro ala Barreiro y Signoret
11 altura del pecho Cinta métrica (1999)
(DAP) () Individuos de
A. germinans
12 Altura total Clinédmetro No aplica

1 . . ~ 2 .

@ peterminados en la primera campafia de muestreo. @ peterminados en la
muestreo. * Para la determinacién de estos parametros se tomé una muestra de suelo de 1 kg del area
radicular de cada individuo de mangle seleccionado.

segunda campaina de
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Figura 6.1 Diagrama metodoldgico.
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Se realizaron dos campafias de muestreo: la primera del 26 de marzo al 3 de abril y
la segunda del 14 al 19 de noviembre, ambas en el afo 2011. Todos los datos
obtenidos durante ambas campafias de muestreo se registraron en la hoja de
campo que se indica para cada parametro, localizadas en el Anexo 1. En la primera
campaia se midid el contenido de clorofila en las hojas de los arboles de mangle
seleccionados para el estudio (ICC y concentracion de clorofila con el método
destructivo con acetona al 80%; hojas de campo 3 y 4 respectivamente) y los
parametros estructurales de los arboles (didmetro a la altura del pecho vy altura;
hoja de campo numero 2); también se tomaron las muestras de suelo para la
determinacion de HFP, nitrégeno total, fosforo aprovechable, salinidad y pH. En la
segunda campafa se cuantifico la eficiencia fotosintética de los arboles de mangle
seleccionados en la primera campafia (hoja de campo nimero 6) y se determinaron
la biomasa y superficie foliar (hoja de campo numero 8) de acuerdo con los
métodos sefialados en la Tabla 6.1.

Se establecieron unidades experimentales diferentes: para la correlacién de los dos
métodos de cuantificacion del contenido de clorofila (método destructivo de
extraccién con solucién de acetona y método no destructivo por un medidor
portatil), la unidad experimental fue cada hoja muestreada (10 hojas por arbol),
teniendo un total de 300 muestras por sitio. Para la correlacién de la concentracion
de HFP presentes en el suelo con la concentracion de clorofila (evaluado por los
dos métodos antes mencionados) y la eficiencia fotosintética, la unidad
experimental fue cada arbol de mangle estudiado (30 arboles por sitio).

Del mismo modo, el analisis de la relacion de los efectos de los HFP sobre el resto
de los parametros cuantificados se determiné considerando a los individuos de A.
germinans como la unidad experimental.

Por otra parte, es importante mencionar que para la correlacion existente entre la
lecturas del ICC con el medidor portatil Opti-Sciences CCM-200 y la concentracion
de clorofila medida por la extraccidn con acetona, se considerd que una correlacion
positiva superior a 0.9 indicaria que los dos métodos tienen una buena relacion por
lo que seria posible en el futuro usar el medidor portatil para estimar la
concentracion de clorofila en la especie que se esté estudiando (Anand y Byju,
2008; Cassol et al., 2008; Marenco et al., 2009; Uddling et al., 2007). Es decir, con

e e  —
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una buena correlacion como la mencionada anteriormente, podria obtenerse una
curva de calibracion que relacionaria el ICC en el eje de las abscisas y la
concentracion de clorofila en el de las ordenadas, de manera que podria
interpolarse la concentracion de clorofila para un ICC determinado.

Mediante el mismo analisis se estudiod la relacién del valor obtenido por el uso del
medidor portatil respecto a otros pigmentos fotosintéticos (clorofila b vy
carotenoides). Como ya se menciond, para establecer la relacion antes
mencionada, la unidad experimental utilizada fue cada hoja analizada de A.
germinans.

Es importante sefialar que, en el caso del analisis de las correlaciones entre el
contenido de clorofila en el mangle y la concentracion de HFP en el suelo, se usé el
valor promedio de concentracidon de clorofila a + b obtenido por el método
tradicional (extraccidn con acetona), esto por ser la metodologia de cuantificacion
de clorofila utilizada de forma regular internacionalmente. El ICC solo se usé para
evaluar la correlacion de los métodos.

Adicionalmente, se realizaron comparaciones estadisticas de las concentraciones
de clorofila (clorofila a+b, método destructivo), la eficiencia fotosintética, biomasa
y superficie foliar de los arboles de mangle de cada sitio de estudio. Las mismas
pruebas se aplicaron a las variables independientes: concentraciones de HFP, N, Py
salinidad, asi como pH. Esto es con el objetivo de establecer si existian diferencias
estadisticas significativas entre las variables cuantificadas en ambos sitios.

En las secciones siguientes se describen los métodos de andlisis y los
procedimientos seguidos en los pasos sefialados en el diagrama metodoldgico
(Figura 6.1).

6.1 Tamano de la muestra y procedimiento de muestreo
6.1.1 Individuos de mangle

El tamafio de la muestra se establecio en 30 individuos de la especie de estudio por
sitio. Este numero se determind con base en el valor de la varianza, donde el
tamano adecuado es aquel para el cual no se tienen diferencias significativas en
este estadistico independientemente del incremento del numero de individuos
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analizados, ademas de ser un tamafo de muestra superior al recomendado para
trabajos de campo, siendo considerado como suficiente para reflejar patrones de
comportamiento de las variables estudiadas (Glass, 2006; Gotelli y Ellison, 2004;
Kathiresan, 2005).

En cada sitio se establecié una parcela de aproximadamente 10 x 100 metros
paralela al gradiente ambiental (Cintron y Schaeffer, 1983). La ubicacion de las
parcelas se hizo en funcion de los resultados de concentracién obtenidos en el
estudio del ano 2007, asi como de los resultados obtenidos en un muestreo
realizado en abril de 2010, durante una visita de reconocimiento del sitio.

La seleccion de los individuos dentro de cada parcela se hizo en funcién de su
disponibilidad, siguiendo el criterio estructural de un diametro a la altura del pecho
(DAP) minimo de 2.5 cm, ya que este es el didmetro minimo para que un individuo
de mangle sea considerado como arbol y no como plantula (Barreiro y Signoret,
1999). Una vez elegidos los organismos de A. germinans que integrarian la muestra
de cada sitio, se realizé la caracterizacion fisica de cada uno de ellos por medio del
registro del DAP vy la altura total (Tabla 6.1), las cuales corresponden a los atributos
generales del individuo, cabe sefialar que el DAP se define como el didmetro del
tronco del arbol aproximadamente a 130 cm de altura.

6.1.2 Muestras foliares

En ambas campafias de muestreo se colectaron 10 hojas por arbol, dicho niumero
fue elegido en funcidn de lo recomendado para el estudio de sistemas naturales, al
ser suficiente para observar patrones en el comportamiento de la variable, asi
como tener el suficiente poder estadistico que respalde dicho comportamiento
(Gotelliy Ellison, 2004).

En ambas campafias de campo, las muestras seleccionadas se eligieron con base en
la estratificacion del individuo de A. germinans en funcién de su altura, exposicidon
al sol, edad de las hojas, presencia minima o nula de danos por herbivoros o
cualquier otro tipo de deterioro o deformidad; lo anterior con el propédsito de
obtener muestras representativas de cada individuo.

En general se consideraron 3 estratos: alto, medio y bajo, de acuerdo con la

posicion de la rama seleccionada respecto a la altura del arbol. Las ramas se
e e  —
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colectaron por medio de una tijera telescépica, y de cada rama se seleccionaron 3 o
4 hojas para su analisis, hasta completar 10 de cada arbol.

Durante la primera campafia de muestreo, las hojas seleccionadas se marcaron con
cinta de plastico y en ellas se midid el ICC con el medidor Opti-Sciences CCM-200,
tomandose lecturas por duplicado. Cada hoja fue identificada con un nimero del 1
al 10 para llevar el control de las lecturas obtenidas del ICC con el medidor portatil
(Figura 6.2), permitiendo su posterior identificacion para la cuantificacion de la
concentracion de clorofila por medio del método destructivo por extraccion con
solucion de acetona al 80%. Para cada hoja se tomaron los datos que se indican en
la hoja de campo numero 3 (Anexo 1).

Figura 6.2 Proceso de colecta y marcado de las hojas de mangle. a) Colecta con
tijeras telescopicas. b) Determinacion de ICC con el equipo portdtil Opti-Sciences
CCM-200. c) Marcado de hojas con cinta de pldstico.

Una vez medido el ICC, las ramas se envolvieron en bolsas de plastico negro para
prevenir degradacion por efecto de la luz de los pigmentos fotosintéticos y se
preservaron en una hielera hasta el momento de su analisis para determinar las
clorofilas por el método destructivo (extraccidén con solucidn de acetona al 80%).

B ———————
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El muestreo de hojas y la determinacion del ICC se realizaron de las 8:00 a las 12:00
h, procesandose entre 12 y 15 arboles diariamente. El procesamiento de las
muestras foliares por el método de extraccidon de pigmentos con acetona al 80% se
realizé de las 13:00 a las 20:00 h. del mismo dia en que fueron colectadas.

Por otra parte, se registrd la intensidad luminica durante el proceso de muestreo
en intervalos de 15 minutos con un radidmetro marca LI-COR con el objetivo de
reunir la mayor informacién posible respecto a las condiciones ambientales
durante el proceso de toma de muestras.

En el caso de la segunda campaifia de muestreo, las muestras seleccionadas se
analizaron en campo para el registro de la eficiencia fotosintética, la cual se
cuantificd6 con un fluorimetro marca Hansatech, modelo Pocket PEA, previa
adaptacion a la oscuridad por 15 minutos. El tiempo de adaptacion fue establecido
de acuerdo con la metodologia recomendada en el manual del fluorimetro
(Hansatech, 2006), la cual consiste en someter varias muestras de la especie en
cuestion a diferentes periodos de tiempo de adaptacion a la oscuridad,
incrementando el tiempo transcurrido hasta obtener el valor maximo de eficiencia
fotosintética (Fv/Fm).

La determinacién de la eficiencia fotosintética se basa en la medicion de la
fluorescencia de la clorofila a de los organismos vegetales. El equipo Pocket Pea
emplea pinzas especialmente disefiadas para adaptar la superficie foliar analizada a
condiciones de oscuridad (Figura 6.3a). Posterior al periodo de adaptacién a la
oscuridad, el fluorimetro registra la fluorescencia resultante de someter la muestra
en cuestion a un haz de luz de 3 500 pmols m™ s a una longitud de onda de 627
nm (Figura 6.3b).
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Figura 6.3 Determinacion de la eficiencia fotosintética con el equipo Pocket PEA de
Hansatech. a) Pinzas para la adaptacion a la oscuridad colocadas en las muestras
foliares. b) Fluorimetro Pocket Pea utilizado para la cuantificacion de la
fluorescencia de la clorofila a.

Posterior a la cuantificacion de la fluorescencia de la clorofila, las muestras se
almacenaron en bolsas plasticas, se etiquetaron y se transportaron en una hielera
para la determinacién de la biomasa y la superficie foliar.

6.1.3 Muestras de suelo

En la primera campafia de muestreo, de manera simultanea a la colecta de hojas de
los arboles de mangle, se tomaron muestras de suelo del area inmediata a la base
de cada individuo de A. germinans para determinar los parametros sefalados en la
Tabla 6.1. Se colecté 1 kg de muestra de suelo por individuo de mangle
considerado. Las muestras de suelo se tomaron con un muestreador tipo Auger. Se
geoposicionaron dichos puntos con un GPS marca Garmin Etrex. Las muestras se
identificaron con la misma clave utilizada para el individuo de A. germinans al cual
representaban; se empacaron en bolsas de pldstico y se preservaron con hielo
hasta su llegada al laboratorio del Instituto de Ingenieria.

A cada muestra de suelo se le midié pH y salinidad, y 200 g de suelo se enviaron al
Laboratorio Central de la Universidad Auténoma Chapingo para la cuantificacion de

fésforo aprovechable y nitréogeno total por los métodos indicados en la Tabla 6.1. El
e — .
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resto de la muestras de suelo se mantuvieron a 4°C en el cuarto frio del Laboratorio
de Ingenieria Ambiental antes mencionado para la cuantificacion de HFP y
conductividad eléctrica, esta ultima para la determinacion de salinidad.

Los resultados obtenidos de los analisis de nutrimentos y salinidad de las muestras
del suelo se usaron para hacer las correlaciones con las concentraciones de
hidrocarburos medidas en el suelo (HFP) y el contenido de clorofila de los
individuos de mangle, asi como con los otros parametros de respuesta evaluados
(eficiencia fotosintética y pardmetros estructurales).

6.2 Analisis de las muestras foliares
6.2.1 Determinacion de clorofila por el método destructivo

Como ya se explicd, las correlaciones del contenido de clorofila en las hojas de
mangle vs. la concentracion de HFP en las muestras de suelo se realizd empleando
los valores de concentracion de clorofila obtenidos por el método destructivo
(promedio de la 10 hojas analizadas de cada individuo). Estos resultados a su vez se
emplearon para la comparacion de resultados entre el método destructivo y el no
destructivo de cuantificacion de la clorofila.

Para la determinacién de clorofila por el método destructivo (Figura 6.4) se uso el
método de extraccidon con una solucién de acetona al 80% (Rodés y Collazo, 2006)
con el siguiente procedimiento:

1) Se elimind la nervadura central a la hoja y posteriormente se registré su
peso.

2) Se macerd cada hoja de forma individual en un mortero de ceramica,
facilitando la molienda con la adicion de aproximadamente' 15 ml de
solucién de acetona grado industrial al 80%, media cucharilla de arena grado
reactivo (aproximadamente 1 g)’ y un cuarto de cucharilla de carbonato de
calcio (aproximadamente 1 g)°.

1 . . . . o) s .

Las cantidades adicionadas son aproximadas al tener como propdsito el facilitar la molienda de la muestra,
asi como prevenir la acidificaciéon (en el caso del carbonato de calcio), por lo que no es necesaria la adicion
exacta de dichos reactivos.

e e  —
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3) Una vez finalizada la molienda, el extracto se filtré con papel filtro genérico
de poro fino (aproximadamente 2.5 um) y se aforé6 en matraces
volumétricos de 50 ml con la solucién de acetona al 80% previamente
preparada.

4) La absorbancia de la solucién se cuantificé por duplicado a 440, 645 y 663
nm con el uso de un espectrofotémetro marca HACH, modelo DR 2000.

5) Los resultados se registraron en la hoja de campo numero 4 (Anexo 1), y
dichos datos se utilizaron para el calculo del contenido de clorofilaa, b, a + b
y carotenoides en mg I (Ecuaciones 6.1 a 6.4).

En la Figura 6.4 se muestra el procedimiento antes descrito.

Figura 6.4 Determinacion de clorofila por el método de extraccion con acetona al
80%. a) Identificacion de muestras previamente seleccionadas. b) Molienda de la
muestra. c) Aforado de la muestra preparada. d) Cuantificacion de la absorbancia.
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Clorofilaa (mg ™) =(12.7 - Absggs) - (2.69 - Absgys) Ecuacion 6.1
Clorofila b (mg ™) = (22.9 - Absgys) - (4.68 - Absggs) Ecuacion 6.2
Clorofila a + b (mg ™) = (20.2 - Absgss) + (8.02 - Absggs) Ecuacion 6.3
Carotenoides (mg 1) = (4.695 - Abs,4) - (0.268 - Clorofila a + b) Ecuacion 6.4

Donde:

Abs,.o = Absorbancia de la muestra a 440 nm
Absgss = Absorbancia de la muestra a 645 nm
Absgss = Absorbancia de la muestra a 663 nm

6.2.2 Biomasa foliar

Como ya se explicd, posterior a la determinacién de la eficiencia fotosintética, las
hojas se preservaron para la determinacién de la biomasa y la superficie foliar.
Estos pardmetros se determinaron para verificar si la concentraciéon de HFP tenia
un efecto adverso en estas caracteristicas que son importantes para la vegetacién
porque, de la misma forma que los parametros estructurales, denotan si el
organismo vegetal esta destinando parte de la energia generada a su crecimiento.
Ambos parametros se determinaron por métodos destructivos basados en
gravimetria.

En el caso de la estimacion de la biomasa, el material foliar recolectado vy
transportado al laboratorio se colocé en una estufa a 105°C hasta obtener un peso
constante (Steubing et al., 2002); dicho peso (peso seco) se comparé con el peso
inicial (peso humedo tomado en campo) para estimar el contenido relativo de agua
de las muestras.

7.2.3 Superficie foliar

Para la determinacion de la superficie foliar se siguid el siguiente procedimiento
(Steubing et al., 2002):

1) Una vez seleccionadas las muestras foliares se trazé su perimetro en hojas de
papel bond.
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2) El perimetro de las hojas trazado en papel se recortd y relacioné con el peso de
un area conocida del mismo papel utilizado.

3) Una vez realizado este procedimiento, los datos registrados se relacionaron con
la Ecuacion 6.5 para asi obtener la superficie de cada hoja recolectada.

S=(g'-a)/g Ecuacién 6.5

Donde

S = Superficie foliar (m?)

g' = Peso de las hojas de papel recortadas (g)
a = Superficie conocida del papel (m?)

g = Peso del area de papel recortada con peso conocido (g)

Como dato auxiliar para la determinacién tanto de la biomasa como de la superficie
foliar se realizé el conteo del niumero aproximado de hojas que posee cada arbol,
con lo cual fue posible determinar el niumero promedio de hojas por arbol por sitio,
lo anterior cobra importancia al recordar que el tejido foliar es en donde se realiza
el proceso de la fotosintesis.

Debido a que dicha técnica es subjetiva (Steubing et al., 2002), los resultados
obtenidos a partir de ésta no seran analizados estadisticamente y sélo se utilizaran
como una aproximacion.

6.3 Andlisis de las muestras de suelo

6.3.1 Hidrocarburos Fraccion Pesada (HFP)

La cuantificacion de HFP en el suelo se realizé por duplicado de acuerdo con la
técnica de extraccion en horno de microondas y cuantificacién gravimétrica (EPA,
1998; 2000) (Tabla 6.1). Se usé un horno de microondas marca MARS con
capacidad para 14 muestras. El procedimiento se enuncia a continuacion:

1) Todas las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente y se

tamizaron con una malla del nimero 10 (2 mm).
e e  —
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2) Se pesaron 3 g de muestra (por duplicado), los cuales se colocan en vasos de
tefléon del horno de microondas.

3) A cada vaso se adicionaron 30 ml de una mezcla 1:1 de acetona-hexano
grado técnico y posteriormente se colocaron en el carrusel portavasos del
horno.

4) El proceso de extraccién por microondas tuvo una duracién total de 40
minutos (10 minutos de rampa para alcanzar 110 °C, 10 minutos donde se
mantiene dicha temperatura y 20 minutos para el proceso de enfriamiento).

5) Las muestras se filtraron por gravedad con filtros Whatman No. 43, en
matraces volumétricos con capacidad de 250 ml, previamente
acondicionados a peso constante en una estufa (105 °C por 24 horas).

6) El filtrado resultante se evaporé a sequedad en un rotavapor marca
Laborota, modelo 4011 - digital, a una temperatura de 30 a 35 °Cy 100 rpm.

7) Los matraces se colocaron nuevamente a peso constante (105 °C por 24
horas). Posteriormente se les agregd silica gel (la cantidad necesaria se
determind en funcidn del peso del extracto®). La mezcla se diluyé con 70 ml
de hexano grado técnico mediante agitacion magnética.

8) La solucion resultante del paso anterior se filtré por gravedad con papel
Whatman No. 43 y nuevamente se evaporaron por medio de un rotavapor.

9) Una vez evaporada la muestra, los matraces se colocaron en la estufa a
105 °C hasta tener condiciones de peso constante.

10) El matraz con la muestra procesada se pesd en una balanza analitica. La
cuantificacién de los HFP se realizd por la determinacion de diferencias de
-1 .z
pesos (mg-kg™~) de acuerdo con la Ecuacidn 6.6.

? peso del extracto: de 0 a 100 mg se agregan 3 g de silica gel, de 101 a 200 mg: 6 g, de 201 a 300 mg: 9 g, de
3012400 mg: 12 gy de 401 a 500 mg: 15 g.
e e  —
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HFP = [Ppmenc — Pm] / Ps Ecuacion 6.6

Donde:
HFP = Hidrocarburos fraccién pesada (mg-kg™)

Puv+uc = Peso del matraz del segundo proceso de filtrado (mg) Paso9y 10
Pv = Peso del matraz limpio a peso constante (mg) Antes del paso 8
Ps = Peso de la muestra seca utilizada (kg) Paso 2

6.3.2 Nutrimentos

Para la cuantificacion de los nutrimentos del suelo (nitrégeno total y fésforo
aprovechable), las muestras se llevaron al Laboratorio Central de la Universidad
Auténoma Chapingo. Las muestras se preservaron y analizaron como lo indica la
norma oficial mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002). En el caso del
analisis del fésforo aprovechable, previamente a su envio al laboratorio, se
determiné el pH para cada muestra con el propdsito de seleccionar el método
adecuado de analisis, el cual fue el procedimiento de Olsen, el cual se basa en Ila
extraccion del fésforo del suelo por medio de una solucion de NaHCO; 0.5 M
ajustada a un pH de 8.5. Respecto a la medicion del nitrégeno total, esta se realizd
por medio de la digestidon de la muestra por calentamiento. Los métodos utilizados
se muestran en la Tabla 6.1.

6.3.3 pH

Las determinaciones de pH se realizaron en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental
del Instituto de Ingenieria de la UNAM.

Se determind el pH medido en agua por el método potenciométrico (Tabla 6.1).
Cada muestra se analizo por triplicado. El método de analisis fue el siguiente:

1) Todas las muestras se secaron a temperatura ambiente y se tamizaron con
una malla del numero 10 (2 mm).
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2) Se colocaron 10 g de suelo en un vaso de precipitados al cual se adicionaron

20 ml de agua destilada.

3) Las muestras se agitaron mecanicamente durante 30 minutos a 120 rpm.

4) La mezcla se dejé reposar por 15 minutos.

5) Una vez pasado dicho periodo de tiempo, se agitaron las muestras
manualmente con el fin de resuspender la muestra y el pH se midié
inmediatamente después con un potenciometro marca Thermo, modelo
Orion 4Star, previamente calibrado de acuerdo con las especificaciones del
fabricante.

6.3.4 Salinidad

La salinidad se cuantificod en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental del Instituto de
Ingenieria de la UNAM de acuerdo con la metodologia sefalada en la Tabla 6.1 (por
medio de la conductividad eléctrica) como se describe a continuacién (Figura 6.5):

Se pesaron 40 g de cada muestra de suelo seco y tamizado (tamiz nUmero
10), los cuales se colocaron en vasos de precipitados. Las muestras se
procesaron por triplicado.

La muestra se saturd a juicio con agua destilada hasta obtener la pasta de
saturacion.

La saturacion de la pasta del suelo se comprobd una hora después de
haberse concluido el proceso, verificando que no se presentara agua libre ni
sequedad. En caso de ser necesario se afiadid una mayor cantidad de suelo o
agua destilada segun el caso.

La pasta del suelo se dejé reposar por un periodo de 24 horas.

Una vez cumplido este periodo, la pasta se filtré al vacio con un matraz
Kitazato, recolectando el extracto del suelo por medio de la adaptacidon de
un tubo plastico en el interior del matraz y alineado a la boca del embudo.
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6. Inmediatamente después de haber obtenido el extracto, se cuantificé la
conductividad eléctrica con un conductimetro marca Thermo modelo Orion
4Star previamente calibrado de acuerdo con las especificaciones del

fabricante.

La salinidad fue evaluada mediante los resultados obtenidos de esta muestra
utilizando la tabla de clasificacion establecida en la NOM-021-SEMARNAT-2000

(DOF, 2002).

Figura 6.5 Medicion de la salinidad por medio de la conductividad eléctrica.
a) Preparacion de la pasta de saturacion del suelo. b) Filtrado de la pasta de
saturacion de la muestra de suelo.

59



UWM@‘ Gabriela Marisol Vazquez Cuevas
POSGR/TDO Efecto del derrame de hidrocarburos sobre una especie de mangle

7
I

:n..'rnl‘-riu

7. RESULTADOS

Se realizaron tres tipos de analisis de los resultados obtenidos. En primer lugar se
correlacionaron los resultados obtenidos por los dos métodos empleados para la
cuantificacién de la clorofila (método destructivo y no destructivo) con la finalidad
de evaluar si este ultimo podria ser empleado como un sustituto del primero, con
los beneficios de eliminar el uso y generaciéon de sustancias y residuos peligrosos.
En caso de obtenerse una alta correlacidn entre ambos métodos, el ahorro de
tiempo y recursos econdmicos seria considerable.

En segundo lugar se comparé el comportamiento de las variables cuantificadas en
los Sitios Testigo (SC) y Contaminado (ST), esto fue con el objetivo de establecer si
se presentan diferencias significativas entre ambas localidades; la existencia de
éstas entre ambos sitios seria una sefial de que la presencia de hidrocarburos en el
suelo podria estar afectando a los individuos de la especie estudiada.

Finalmente, se realizaron las correlaciones entre las variables independientes (HFP,
nitrégeno total, fésforo aprovechable, salinidad y pH) y las variables de respuesta
(clorofila, eficiencia fotosintética y biomasa y superficie foliar). Altas correlaciones
entre los parametros indicarian una alta dependencia entre estos, mientras que
bajos coeficientes de correlacion denotarian que el comportamiento de un
parametro no tiene influencia sobre la variable de respuesta. Todos los resultados
son discutidos y analizados con detalle en el capitulo 8.

7.1 Comparacion de dos métodos de cuantificacion de clorofila

Los resultados obtenidos por ambos métodos para la cuantificacidon de clorofila en
A. germinans se analizaron por medio de correlaciones simples. Mediante dicho
estadistico se obtuvo un coeficiente de correlacién r = 0.498 para un tamafio total
de muestra de 600 hojas, es decir, considerando en un sélo conjunto las muestras
de los SCy ST (Figura 7.1).
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Sitio Testigo
o Sitio Contaminado

O L) L) L) I L) L) L) I L) L) L) I L) L) L) I L) L) L)
0 10 20 30 40 50
Clorofila a+b (mgl?). Sitios Contaminado + Testigo
y =1.4875x +62.61
r —0.498 R? =0.2488

Figura 7.1 Correlacidn de clorofila a+b (mg ') respecto al indice de contenido de
clorofila (n = 600, 300 hojas de mangle por sitio). r = Coeficiente de correlacion,
R? = Coeficiente de determinacidn, y = Ecuacidn estimada para el comportamiento
del ICC en funcion de la variable x (clorofila a + b).

La relacidon de los valores de ICC respecto a la clorofila a es similar, aunque
ligeramente inferior a la observada respecto a la clorofila a+b; mostrando un
coeficiente de correlacion r = 0.490 para un tamafio de muestra total de n = 600. En
el caso de la clorofila b y carotenoides, los coeficientes de correlacidon fueron
menores en comparacioén con el resto de los pigmentos fotosintéticos, como se
puede apreciaren laTabla 7.1
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Tabla 7.1 Coeficientes de correlacion (r) del indice de Contenido de Clorofila
respecto a los pigmentos fotosintéticos evaluados.

r
Sitio ICC vs. ICC vs. ICC vs. ICC vs.
Clorofila a+b Clorofilaa Clorofilab Carotenoides
Sitio Testigo 0.427 0.412 0.391 0.153
(n = 300)
Sitio Contaminado 0.356 0.368 0.291 0.348
(n = 300)
Sitio Contaminado +
Sitio Testigo 0.498 0.490 0.452 0.279
(n=600)

Analizando de manera independiente a cada sitio se obtuvo un valor r = 0.356 en el
caso del Sitio Contaminado (Figura 7.2a) y una r = 0.427 para el Sitio Testigo (Figura
7.2b).
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y =1.1529x +63.857 y =1.3105x +69.857
r —0.356 R2=0.1272 r—0.427 R?=0.183

Figura 7.2 Correlacion de la clorofila a+b respecto al indice de contenido de
clorofila. a) Sitio Contaminado (n=300). b) Sitio Testigo (n = 300). r = Coeficiente de
correlacion, R? = Coeficiente de determinacion, y = Ecuacion estimada para el
comportamiento del ICC en funcion de la variable x (clorofila a + b).
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Debido a la baja correlacion obtenida entre ambos métodos de estimacion del
contenido de clorofila, a partir de este punto, se utilizaron los valores obtenidos
por el método tradicional de extraccion de pigmentos fotosintéticos con solucion
de acetona al 80% en todos los analisis realizados donde se evalud el
comportamiento de la clorofila.

7.2 Comparacion estadistica de las variables entre sitios

Se realizd la comparacién de los parametros estudiados en el Sitio Contaminado y
Sitio Testigo por medio de la prueba de Wilcoxon utilizando el Software JMP 7; en
dicho software esta prueba es equivalente al estadistico U de Mann - Whitney. En
cualquiera de los casos, se trata de una prueba no paramétrica, ya que las pruebas
de normalidad y homocedasticidad de los residuos (prueba W de Shapiro — Wilk)
indicaron que los datos no tienen una distribucion normal y tienen varianzas
diferentes. En todos los casos, se cumple con un valor de significancia del 5%
(a = 0.05). Valores de probabilidad (p) menores que a indican diferencias
significativas.

7.2.1 Concentracion de clorofila

Utilizando el método tradicional de extraccion de pigmentos fotosintéticos con
acetona al 80%, es posible observar en la Figura 7.3 concentraciones mayores de
clorofila a+b en las muestras foliares (n = 300) de los individuos de A. germinans
localizados en el Sitio Testigo respecto a los ubicados en el Sitio Contaminado.
Utilizando el estadistico U se obtiene un valor p = 0, con lo que se confirma la
existencia de diferencias significativas de la concentracion de estos pigmentos
entre ambos sitios.
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Figura 7.3 Concentracion de clorofila a +b (n = 300) en el Sitio Contaminado y
Testigo. S = desviacion estdndar, Z = aproximacion normal a la desviacion estandar
(S) y Prob>|Z| = Probabilidad de obtener al azar un valor Z mayor al calculado.
Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

7.2.2 Biomasa y superficie foliar

En el caso de los resultados obtenidos para la biomasa foliar, el andlisis estadistico
muestra que hay diferencias significativas entre los sitios evaluados, corroborando
un menor desarrollo de la especie en el sitio con mayor concentracidon de HFP en el
suelo (p < 0.0163) (Figura 7.4).
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Figura 7.4 Biomasa foliar (n = 30). S = desviacion estdndar, Z = aproximacion normal
a la desviacion estdandar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de obtener al azar un valor Z

mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

En el caso de la superficie foliar, se presentd la misma tendencia que en la biomasa,

con un valor p < 0.0001

(Figura 7.5).
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Figura 7.5 Superficie foliar (n = 30). S = desviacidn estdndar, Z = aproximacion
normal a la desviacion estandar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de obtener al azar un
valor Z mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

Para ambas variables, los resultados obtenidos reflejan que los individuos de A.
germinans que habitan en el Sitio Contaminado tienen un menor desarrollo. Este
comportamiento podria deberse a la presencia de los HFP o bien a algun parametro
ambiental como salinidad o nutrimentos. Para aclarar esto se realizaron las
correlaciones que se muestran posteriormente.

Adicionalmente, mediante un conteo estimado del niumero de hojas por arbol, se
presentd la misma condicidon de valores inferiores en el Sitio Contaminado, con un
promedio por arbol de 1 665 hojas, mientras que en el Sitio Testigo este valor fue
de 7 580.
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7.2.3 Eficiencia fotosintética

Los parametros empleados para la evaluacion de la eficiencia fotosintética son el
cociente de la fluorescencia variable sobre la fluorescencia maxima (Fv/Fm) y el

indice de desempeiio (PI).

Con la cuantificacion de dichas variables se busca observar si existen factores que
limiten el desempefio fisiolégico de los individuos de A. germinans en el Sitio
Contaminado.

En los dos parametros se obtuvieron diferencias significativas entre los sitios,
presentando valores menores en el Sitio Contaminado.

Respecto a la variable de Fv/Fm, el valor p resultante del andlisis estadistico
aplicado es < 0.0001 (Figura 7.6), siendo significativamente diferentes.
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Figura 7.6 Eficiencia fotosintética (n = 30). S = desviacion estdndar,
Z = aproximacion normal a la desviacion estdandar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de
obtener al azar un valor Z mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media
aritmética, Min = Minimo.
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En el caso del indice de desempefo (Pl) se presentd la misma tendencia que en
parametro anterior, con un valor p < 0.0484, sefialando de la misma forma,
diferencias significativas entre ambos sitios de estudio (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Indice de desempefio (n = 30). S = desviacién estdndar, Z = aproximacion
normal a la desviacion estandar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de obtener al azar un
valor Z mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

7.2.4 Parametros estructurales

La determinacion de los parametros estructurales tuvo como finalidad obtener
evidencias cuantificables de un menor desarrollo en los individuos de Avicennia
germinans en el sitio donde se encuentran las mayores concentraciones de
hidrocarburos en el suelo (Sitio Contaminado).

La respuesta observada de esta especie en cuanto a la estructura de los individuos
se reflejo al obtener diferencias significativas entre ambos sitios, presentando un
valor p < 0.0002. Esto indica que los individuos de mangle en el Sitio Contaminado
son significativamente mas pequeinos que los del Sitio Testigo (Figura 7.8). Al igual
qgue en el caso de la biomasa y superficie foliar, el comportamiento descrito podria
deberse a la presencia de los HFP o bien a algin parametro ambiental como la
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salinidad o los nutrimentos. Para corroborar esto, se realizaron las correlaciones
gue se muestran en la seccién 7.3.
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Figura 7.8 Altura total de A. germinans (n = 30). S = desviacion estdndar,
Z = aproximacion normal a la desviacion estdndar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de
obtener al azar un valor Z mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media
aritmética, Min = Minimo.

En cuanto al didmetro a la altura del pecho (DAP) de los arboles estudiados
mostraron la misma tendencia que los parametros anteriores (Figura 7.9),
presentando un menor desarrollo en el sitio que ha sido impactado por la
presencia de hidrocarburos en el suelo respecto al Sitio Testigo (p < 0.0019).
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Figura 7.9 Diametro a la altura del pecho DAP de A. germinans (n = 30).
S =desviacion estdandar, Z = aproximacion normal a la desviacion estdndar (S) y
Prob>|Z| = Probabilidad de obtener al azar un valor Z mayor al calculado.
Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

7.2.5 Hidrocarburos fraccion pesada (HFP)

Para el presente trabajo, la concentracidon de los HFP es la variable de control, ya
gue a partir de dicho valor se realizard la evaluacion del efecto de los hidrocarburos
sobre la especie de mangle A. germinans.

El andlisis estadistico correspondiente demostré que se presentan diferencias
significativas entre los sitios estudiados (p < 0.0001), observandose de forma
general valores mayores de HFP en el Sitio Contaminado respecto al Sitio Testigo
(Figura 7.10).
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Figura 7.10 Hidrocarburos fraccion pesada (n = 30). S = desviacion estdndar,
Z = aproximacion normal a la desviacion estdndar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de
obtener al azar un valor Z mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media
aritmética, Min = Minimo.

7.2.6 pH

Los resultados de pH de ambos sitios presentaron valores similares (Figura 7.11) sin
observarse diferencias significativas, teniendo un valor de p = 0.2971, presentando
valores de 6.82 a 8.37 en el Sitio Testigo y de 7.45 a 8.01 en el caso del Sitio
Contaminado.
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Figura 7.11 pH del suelo (n = 30). S = desviacion estdndar, Z = aproximacion normal
a la desviacion estdndar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de obtener al azar un valor Z
mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

De acuerdo con lo establecido en la NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002), las
muestras obtenidas en ambos sitios corresponden en su mayoria a la clasificacion

de suelo medianamente alcalino, a excepcidn de seis muestras del Sitio Testigo, las

cuales fueron clasificadas como muestras de suelo neutro.

7.2.7 Nitrdgeno total

Los resultados obtenidos de nitrégeno total (Figura 7.12) no mostraron diferencias

significativas entre ambos sitios (p = 0.6716).
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Figura 7.12 Nitrégeno total (n = 30). S = desviacion estdndar, Z = aproximacion
normal a la desviacion estandar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de obtener al azar un
valor Z mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

Evaluando los resultados de acuerdo con lo sefalado en la NOM-021-SEMARNAT-
2000 (DOF, 2002), los valores oscilaron en su mayoria de bajo a medio,
presentdndose, en el Sitio Contaminado un total de 10 muestras con un contenido
bajo de nitrégeno total y 20 con un contenido medio. En el caso del Sitio Testigo,
un total de dos muestras se clasificaron con un contenido muy bajo de nitrégeno,
12 como bajo, 15 como medio y una como alto.

7.2.8 Fosforo aprovechable

Los valores del fosforo aprovechable presentaron diferencias significativas entre los
sitios (p < 0.0001), resultando en un mayor contenido de este nutrimento en el
suelo del Sitio Testigo (Figura 7.13).
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Figura 7.13 Fésforo aprovechable (n = 30). S = desviacion estdndar,
Z = aproximacion normal a la desviacion estdndar (S) y Prob>|Z| = Probabilidad de
obtener al azar un valor Z mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media
aritmética, Min = Minimo.

Pese a presentar valores de fosforo aprovechable significativamente mayores en el
Sitio Testigo respecto al Sitio Contaminado, de acuerdo con la interpretaciéon de
fertilidad establecida en la NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002) la mayoria de
las muestras de ambos sitios corresponden a la clase de contenido alto, a
excepcion de cuatro muestras pertenecientes al Sitio Contaminado, las cuales
corresponden a la clasificacion de contenido medio de fésforo aprovechable.

7.2.9 Salinidad

La evaluacion de la salinidad en el suelo se realizé por medio de la cuantificacion de
la conductividad eléctrica. Para dicho pardmetro se presentaron diferencias
significativas entre los sitios, donde la salinidad mas alta se localizé en el SC (Figura
7.14), con un valor de significancia p < 0.0001.
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Figura 7.14 Salinidad (n = 30). S = desviacion estdndar, Z = aproximacion normal a
la desviacion estdndar (S) y Prob>[Z| = Probabilidad de obtener al azar un valor Z
mayor al calculado. Mdx = Mdximo, x = Media aritmética, Min = Minimo.

Los valores de la salinidad presentaron una gran variabilidad, presentandose
valores minimos de 12.92 y 1.89 mS-cm™ en los sitios Contaminado y Testigo,
respectivamente; sin embargo, en la mayoria de los casos y de acuerdo con la
NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002), las muestras corresponden a suelo
clasificado como muy fuertemente salino.

7.3 Correlacion entre los parametros analizados

Para la evaluacidon del efecto de los hidrocarburos sobre las variables cuantificadas
se realizaron correlaciones simples.

Dichas correlaciones se analizaron tanto por sitio como de forma general (Sitio
Contaminado y Sitio Testigo en conjunto). En la mayoria de los casos, las tendencias
encontradas fueron las mismas.

Debido a la baja correlaciéon obtenida entre los métodos de cuantificacion de
clorofila evaluados (método destructivo y no destructivo), los resultados obtenidos
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por el método no destructivo (expresados en el texto como ICC) se excluyeron del
analisis de correlacion entre las variables estudiadas.

En la tabla 7.2 se presenta la matriz de correlaciones obtenida para los datos del
Sitio Testigo, se observa que la mayor correlacion se presentd entre los
hidrocarburos fraccion pesada y la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) presentando un
cociente de correlacion r = -0.97 (Figura 7.15), es decir, que existe una fuerte
correlacién inversa entre esos factores, indicando que a mayor concentracion de
HFP se tienen menores valores de eficiencia fotosintética.

De forma general se observa un efecto negativo pero de baja intensidad (r<|0.38|)
de la salinidad sobre la mayoria de las variables analizadas, como es la
concentracion de clorofila, la biomasa y superficie foliar, asi como el diametro a la
altura del pecho y la altura total.

Tabla 7.2 Matriz de correlacion (valores de r) de las variables cuantificadas para el
Sitio Testigo.

pH NT | Hee | sat | fa | a | er | p | BF | sF | pap | AT

pH 1

NT -0.09 1

HFP 0.29 | -0.12 1

Sal 0.11 0.19 -0.3 1

FA -0.23 | 0.24 | -0.03 | 0.01 1

Cl 0.01 | -0.23 | 0.04 | -0.27 | -0.22 1

EF -0.35 | 0.13 | -0.97 | 0.33 0.05 | -0.07 1

Pl -0.21 | 0.04 | -0.64 | 0.25 0.16 | -0.16 | 0.59 1

BF -0.03 | 0.06 0.21 | -0.26 | -0.03 | -0.02 | -0.13 | -0.23 1

SF 0.02 | -0.03 | 0.57 -0.4 -0.18 | 0.23 | -0.55 | -0.38 | 0.22 1

DAP -0.2 -0.34 | -0.02 | -0.29 0.2 0.31 0.04 | -0.11 | 0.22 | -0.11 1

AT -0.12 | -0.29 | 0.12 | -0.38 | 0.09 039 | -0.14 | -0.16 | 0.18 0 0.9 1

NT = Nitrégeno total (mg-kg ), HFEP = Hidrocarburos fraccion pesada (mg-kg™), Sal = Salinidad (mS-cm),
FA = Fésforo aprovechable (mg-kg™), Cl = Clorofila a+b (mg-I""), EF = Eficiencia fotosintética (Fv/Fm),
PI = indice de desempefio, BF = Biomasa foliar (g), SF = Superficie foliar (m?), DAP = Didmetro a la altura del
pecho (cm), AT = Altura total (m).
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Figura 7.15 Correlacion de Hidrocarburos Fraccion Pesada (HFP) respecto a la

eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en el Sitio Testigo (n = 30). r = Coeficiente de

correlacion, R? = Coeficiente de determinacidn, y = Ecuacion estimada para el
comportamiento la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en funcidn de la variable x (HFP).

En el caso del Sitio Contaminado (Tabla 7.3), de forma general se observa la misma
tendencia que en el Sitio Testigo, es decir, una alta correlacion entre la
concentracion de hidrocarburos fraccidon pesada vy la eficiencia fotosintética con un
coeficiente de correlacion de r =-0.90 (Figura 7.16).
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Tabla 7.3 Matriz de correlacion (valores de r) de las variables cuantificadas para el
Sitio Contaminado.

pH NT | e | sal | fa [ a | er | m | BF | sF | Dap | AT

pH 1

NT | -0.28 1

HFP | -0.4 0.12 1

Sal | -0.29 | 0.27 -0.05 1

FA 0 -0.06 | -0.18 -0.2 1

Cl 0.09 0.25 | -0.02 | -0.27 | 0.03 1

EF 0.25 | -0.17 | -0.90 | 0.09 0.03 | -0.09 1

Pl 0.31 | -0.29 | -0.66 | 0.11 | -0.08 | -0.25 | 0.72 1

BF 0.04 | -0.11 0.02 | -0.30 | 0.20 0.15 | -0.25 | -0.18 1

SF | -0.11 | -0.09 | 0.21 | -0.24 | 031 | -0.01 | -0.36 | -0.17 | 0.76 1

DAP | -0.01 | 0.08 | -0.32 | 0.19 0.01 0.10 0.44 0.33 | -0.15 | -0.23 1

AT 0.09 0.27 | -0.24 | 0.07 0.27 0.30 0.26 0.12 | -0.19 | -0.28 | 0.67 1

NT = Nitrégeno total (mg-kg ™), HFP = Hidrocarburos fraccion pesada (mg-kg™), Sal = Salinidad (mS-cm),
FA = Fésforo aprovechable (mg-kg™), Cl = Clorofila a+b (mg-I""), EF = Eficiencia fotosintética (Fv/Fm),
PI = indice de desempefio, BF = Biomasa foliar (g), SF = Superficie foliar (m?), DAP = Didmetro a la altura del
pecho (cm), AT = Altura total (m).
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Figura 7.16 Correlacion de Hidrocarburos Fraccion Pesada (HFP) respecto a la
eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en el Sitio Contaminado (n = 30). r = Coeficiente de
correlacién, R? = Coeficiente de determinacion, y = Ecuacidn estimada para el
comportamiento la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en funcion de la variable x (HFP).
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En la tabla 7.4 se presentan los resultados de las correlaciones de las variables
considerando los datos de ambos sitios, Este analisis conjunto se realizd con la
finalidad de analizar si en el caso de incrementar el niUmero de valores era posible
observar tendencias diferentes o con mayor magnitud.

Se observa un comportamiento similar al descrito anteriormente para los Sitios
Testigo y Contaminado: una correlacion fuerte e inversa entre las concentraciones
de HFP y la eficiencia fotosintética (r = -0.91) (Figura 7.17) y no se presentan otras
correlaciones de importancia ya sea directas o inversas; los valores de r en el resto
de las relaciones, en general son menores a |0.57|, a excepcién de las relaciones
entre el diametro a la altura del pecho y la altura total (0.89), la cual es una relacién
considerada como normal, al estar bidlogicamente relacionados ambos
parametros.

Tabla 7.4 Matriz de correlacion (valores de r) de las variables cuantificadas para

ambos sitios.
pH NT‘HFP|SaI‘FA‘CI|EF‘PI‘BF‘SF‘DAP‘AT
pH 1
NT | -0.12 1
HFP | 0.10 0 1

Sal 0.06 0.18 0.38 1

FA -0.23 | 0.14 | -0.52 | -0.37 1

Cl -0.05 | -0.05 | -0.52 -0.5 0.30 1
EF -0.20 0 -0.91 | -0.19 | 0.38 0.33 1
Pl -0.09 | -0.09 | -0.57 0 0.23 0.03 0.67 1

BF -0.05 | -0.01 | -0.22 -0.4 0.22 0.25 0.04 | -0.10 1

SF -0.07 | -0.03 | -0.37 | -0.57 | 0.32 0.52 0.10 | -0.05 | 0.46 1

DAP | -0.02 | -0.21 | -0.40 | -0.34 | 0.38 0.45 0.35 0.12 0.23 0.18 1

AT -0.13 | -0.13 | -0.41 | -0.44 | 0.37 0.56 0.28 0.07 0.21 0.29 0.89 1

NT = Nitrégeno total (mg-kg ), HFP = Hidrocarburos fraccion pesada (mg-kg™), Sal = Salinidad (mS-cm),
FA = Fésforo aprovechable (mg~kg'1), Cl = Clorofila a+b (mg~l'1), EF = Eficiencia fotosintética (Fv/Fm),
Pl = indice de desempefio, BF = Biomasa foliar (g), SF = Superficie foliar (m?), DAP = Didmetro a la altura del
pecho (cm), AT = Altura total (m).
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Figura 7.17 Correlacion de Hidrocarburos Fraccion Pesada (HFP) respecto a la
eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en ambos sitios. r = Coeficiente de correlacion,
R? = Coeficiente de determinacidn, y = Ecuacidn estimada para el comportamiento
la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en funcidn de la variable x (HFP).

7.4 Andlisis factorial 2*

El andlisis factorial es una herramienta estadistica ampliamente utilizada en el
analisis de experimentos, ya que permite de forma simultanea estudiar los efectos
de cierto numero de factores diferentes sobre una respuesta especifica, basandose
en analizar tratamientos que constan de todas las combinaciones posibles que
puedan formarse de los factores incluidos (Anderson y MclLean, 1974; Cochran vy
Cox, 1991; Montgomery, 1997).

De forma general, este tipo de andlisis se divide en balanceado y desbalanceado en
funcion de si los diferentes factores contienen el mismo numero de datos o no,
respectivamente. Cuando se cuenta con datos desbalanceados (como es el caso de
este estudio), es posible recurrir a procedimientos que permiten convertirlos en
datos balanceados, una de éstas herramientas es el uso de las medias de los
factores o la estimacidn de los datos faltantes, en este caso se recurrio al uso de las

medias, sin embargo, es importante destacar que al hacer uso de estas
e e  —
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conversiones, los resultados obtenidos del analisis factorial deben de ser
considerados como aproximaciones (Montgomery, 1997).

Como el resto de los parametros diferentes a la concentracién de HFP en el suelo y
la eficiencia fotosintética presentaron correlaciones bajas (inferiores al 67%) pese a
gue en su mayoria presentaron diferencias significativas entre el Sitio Contaminado
y el Sitio Testigo, se penso en otra forma de analizar los datos con el propdsito de
identificar el o los factores que pudieran estar interviniendo en estas diferencias.
Para ello se aplicd un analisis factorial 2> con una repeticién, con el uso del
software Minitab 15.

Debido a que los datos utilizados no proceden de un experimento controlado, sino
de mediciones realizadas en un ecosistema natural, los datos obtenidos fueron
estructurados de tal forma que permitieran la realizacidon de este analisis. Para este
fin, se selecciond el factor que mostré tener mayor relacion (HFP) con la variable de
respuesta (eficiencia fotosintética), asi como otro factor que es considerado como
limitante para el desarrollo de las especies de mangle (salinidad) (Lugo y Snedaker,
1974). Los datos de la variable de respuesta fueron ordenados con base en las
condiciones que se muestran en la siguiente tabla (Tabla 7.5).

Tabla 7.5 Combinaciones de tratamientos y nimero de observaciones utilizadas en
el analisis factorial.

Factores
HFP*  Salinidad

+ -

- +

+ +

*HFP = Hidrocarburos fraccidn pesada.

Donde, en el caso de los HFP, el nivel bajo (-) fue considerado de 0 a 10 000 mg-kg™
(39 observaciones) y el alto (+) 210 000 a mg-kg™ (21 observaciones). Respecto a los
intervalos de la salinidad, el nivel bajo (-) corresponde al rango de 0 a 25 mS-cm™
(44 observaciones) y el nivel alto (+) = 25 mS-cm™ (16 observaciones).
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Mediante el analisis factorial se corroboré que la variable de respuesta esta
relacionada en mayor medida con la concentracion de HFP en el suelo, mostrando
para ésta el mayor coeficiente de interaccidén, lo que significa que estos dos
parametros son los que presentan una mayor relacion (Tabla 7.6).

Tabla 7.6 Coeficientes de interaccion.

Factor Coeficiente
HFP* -0.01483
Salinidad -0.00164

HFP* . Salinidad -0.00118

*HFP = Hidrocarburos fraccién pesada.

De esta forma, se puede afirmar que la mayor eficiencia fotosintética (Fv/Fm) en
Avicennia germinans se presenta cuando se tiene la menor concentracién de HFP
en el suelo, sin ser determinante la salinidad de éste.
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8. DISCUSION

La comunidad de manglar estudiada en el presente trabajo representa claramente
un caso de contaminacion crénica por hidrocarburos, ya que de acuerdo con lo
sefalado por Olguin et al. (2007), las consecuencias de ésta pueden ser observadas
Unicamente a mediano o largo plazo, y se caracteriza por no tener efectos letales
inmediatos. Dicho efecto a mediano y largo plazo permite que los organismos
afectados puedan utilizar mecanismos de defensa ante el estrés al que se ven
sometidos por medio de cambios fisioldgicos y morfoldgicos (Gallegos, 1986).

8.1 Comparacion de dos métodos de cuantificacion de clorofila

En el caso de la comparacion de los métodos de cuantificacion de clorofila
evaluados en este trabajo, este objetivo ha sido abordado en varios trabajos,
principalmente con fines de optimizacion de la produccién agricola, ya que dentro
de los beneficios de la implementacion del método no destructivo estd la
obtencién de resultados de forma rdpida y facil, factores que son de vital
importancia para su implantacién en estudios en campo (Cassol et al., 2008).

Sin embargo, debido a las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas especificas de
cada especie, el método no destructivo de cuantificacion de clorofila requiere
realizar previamente la calibracién especifica para cada especie para la que se
desee utilizar el medidor portatil (Hawkins et al., 2007). Debido a lo anterior, se
cuenta con numerosos reportes respecto a la calibracién del aparato para varias
especies, principalmente de aquellas con gran valor comercial como el maiz,
tomate, papa, trigo, tabaco, col, algoddn, chicharo, asi como algunos arboles
frutales y de ornato como el maple y el abedul (Castelli et al., 1996; Haripriya y
Byju, 2008; Uddling et al., 2007; Van Den Berg y Perkins, 2004), donde, en la
mayoria de los casos coeficientes de determinacion son suficientemente altos (>
0.8) como para poder sustituir el método tradicional de extracciéon de pigmentos
por el método no destructivo que emplea un medidor portatil.

Pese a lo anterior, en el caso de este trabajo y con base en los resultados
mostrados en la seccion 7.1, se presentaron coeficientes de correlacion vy

e e  —
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determinacion bajos (< 0.5), lo cual indica que no es posible sustituir el método
destructivo de extraccion de pigmentos en la especie Avicennia germinans por el
indice de contenido de clorofila (ICC), obtenido con el medidor portatil Opti-
Sciences CCM-200. Esta baja correlacion puede deberse a varios factores, entre
ellos la anatomia particular de las hojas de A. germinans, ya que éstas se
caracterizan por ser coridceas (mas gruesas respecto a las de las especies para las
cuales han sido reportados buenos resultados), y dicha condicién puede causar
interferencias en las propiedades de absorcion y reflexion de la luz, las cuales son
los principios utilizados por el medidor portatil para determinar los indices de
clorofila (Cassol et al., 2008; Opti-Sciences CCM-200, 2009). Otra de las razones por
la cual pudiera impedirse el uso de este tipo de medidores portatiles es la
distribucién heterogénea de los pigmentos en las hojas (Cassol et al., 2006), sin
embargo, en este caso no es posible afirmar que ésta sea una de las causas, ya que
para ello es necesario realizar una serie de experimentos los cuales no fueron
objeto de estudio en este trabajo.

8.2 Comparacion de las variables entre sitios

De forma simultanea al estudio de la comparacién de los métodos de cuantificacion
de clorofila, se realizo la cuantificacion en ambos sitios de estudio de variables
fisioldgicas y estructurales de los individuos de A. germinans, asi como de
caracteristicas del suelo consideradas como importantes para su desarrollo.

En el aspecto fisioldgico, al inicio del presente estudio se planted la hipdtesis de
que los hidrocarburos podrian tener un efecto adverso en el contenido de clorofila;
con el propdsito de corroborar o descartar dicho efecto, se realizaron las pruebas
estadisticas, donde fue posible determinar que existe una disminucién significativa
en la concentracion de clorofila en los individuos que habitan en el Sitio
Contaminado, lo que concuerda con los estudios realizados sobre el tema. Cabe
aclarar que en la mayoria de los reportes existentes al respecto, como es el caso de
Corredor (1990), Duke y Watkinson (2002) y Klekowski et al. (1994a; 1994b) éstos
corresponden a un efecto extremo de dicho contaminante, el cual es la mutacion
genética de algunos arboles, derivando en el cese de la produccién de clorofila y
produciendo a su vez individuos de mangle albinos. Sin embargo, de forma general
se reconoce que uno de los efectos de la contaminacidon por hidrocarburos sobre
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las plantas puede ser la destruccién de la clorofila, el amarillamiento y finalmente,
la defoliacién (Baker, 1970)

El Sitio Contaminado podria ser considerado como representativo de una de las
primeras etapas de los casos antes mencionados de mutaciones, asi como de
clorosis foliar, el cual es un resultado de la contaminaciéon por hidrocarburos en
este tipo de ecosistemas y que ha sido reportado con anterioridad (NOAA, 2010).

También fueron cuantificadas la biomasa y la superficie foliar, en ambos casos se
encontraron diferencias significativas entre los sitios, presentando menor peso y
superficie en el Sitio Contaminado, este efecto ya ha sido reportado, tanto para
otras especies de mangle, como para los organismos vegetales en general. Los
efectos toxicos de los hidrocarburos sobre las plantas son multiples, y entre ellos se
pueden encontrar la muerte de las hojas (Baker, 1970).

De forma especifica para los individuos de mangle, se ha reportado esta misma
situacion como efecto de la contaminaciéon de tipo crdnico por hidrocarburos,
observandose la disminucién de la biomasa foliar en la especie Rhizophora mangle
(Duke et al., 1997), asi como cambios en la morfologia de las hojas de individuos de
esta misma especie sometidos a la presencia de hidrocarburos (Duke y Watkinson,
2002: Ellison y Farnsworth, 1996).

Los efectos, asi como la magnitud de los dafios en este tipo de ecosistemas sobre
las hojas de las plantas varia en funcién de multiples factores, en los que
sobresalen la cantidad y tipo de hidrocarburo, las condiciones ambientales y la
biologia especifica de cada especie, sin embargo, en la mayoria de los casos las
alteraciones en la morfologia foliar de las plantas se produce principalmente por el
efecto inhibidor del contaminante sobre diversos procesos vitales, tales como el
intercambio gaseoso entre la planta y la atmdsfera; afectando a la respiracion y
transpiracién (Baker, 1970), derivando en la limitacién del desarrollo adecuado de
las hojas, que es lo que pudiera estar produciendo un menor tamano de éstas en el
caso de este estudio.

Otro parametro que denota si una planta esta desarrollandose de forma adecuada
es la fluorescencia de la clorofila a, la importancia de esta variable radica en que el
crecimiento general de cualquier organismo vegetal representa el balance general
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de la fotosintesis, produciendo que los valores obtenidos de esta variable puedan
proporcionar informacidon importante respecto a su estado general, permitiendo un
mejor manejo y aprovechamiento (Takemura et al., 2000).

En el caso de este trabajo, los valores de fluorescencia de la clorofila a evaluados
por medio del cociente Fv/Fm (fluorescencia variable / fluorescencia maxima) es un
parametro frecuentemente utilizado y aceptado para medir la eficiencia maxima
del fotosistema Il (Maxwell y Johnson, 2000), y es reconocido que esta eficiencia
responde a una combinacién factorial que incluye elementos vitales para el
desarrollo de las plantas, tales como el suministro apropiado de nutrientes mas
factores estresantes (Ball et al., 1994; Bown et al., 2009; Krause y Weis, 1991),
como es el caso de la contaminacién por hidrocarburos.

Para este parametro (Fv/Fm) ha sido posible establecer un radio considerado como
tipico para la mayoria de los autores, éste va de 0.80 a 0.83, el cual ha sido
observado en una gran variedad de plantas que se desarrollan bajo condiciones
consideradas como adecuadas (Ball et al., 1994; Krause y Weis, 1991; Strasser et
al., 2000); estos valores concuerdan de forma general con los cuantificados para
este trabajo, donde se presentd un valor promedio de 0.82 para el Sitio Testigo y
de 0.79 para el Sitio Contaminado, lo que indica, en el caso de este ultimo, que
algun tipo de estrés podria estar actuando en una mayor magnitud sobre el
proceso fotosintético de A. germinans.

No se cuenta con reportes especificos respecto al efecto de la contaminacion por
hidrocarburos en el suelo sobre este pardmetro en arboles de mangle, sin
embargo, en la literatura se sefala que uno de los efectos de este tipo de
perturbacion sobre las plantas es la inhibicién de los procesos fotosintéticos, esto
debido principalmente a la destruccion de la clorofila (como ya fue sefialado
anteriormente), asi como en algunos casos por la acumulacion de los hidrocarburos
en los tejidos, ya sea en los espacios intracelulares o en el sistema vascular de la
planta (Baker, 1970).

La eficiencia fotosintética también puede ser inhibida por otras condiciones del
medio ambiente, principalmente por el suministro de nitrégeno y fésforo (Bown et
al., 2009); dichos resultados seran discutidos posteriormente, aunque cabe
destacar que en ambos casos, de forma general se encontré que tanto los niveles
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de fosforo aprovechable y de nitrégeno total en el suelo se encuentran en
concentraciones clasificadas en los niveles de medio a alto de acuerdo con lo
establecido por la NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002).

En el aspecto estructural, en un estudio previo realizado por el Instituto de
Ingenieria, UNAM, en la misma zona de estudio, se habia observado una menor
altura de los individuos de mangle en el Sitio Contaminado respecto a los que
habitaban en el Sitio Testigo. Debido a lo anterior, en el presente estudio se
comparo estadisticamente los parametros de altura total y diametro a la altura del
pecho.

Los resultados obtenidos demostraron que existen diferencias significativas entre
los sitios para ambas variables, donde los individuos con menor talla (altura total y
didmetro a la altura del pecho) son los que habitan en el Sitio Contaminado, con lo
cual se muestra una deficiencia en el crecimiento de los arboles de A. germinans, lo
anterior puede deberse a los efectos tdxicos directos que pueden tener los
hidrocarburos sobre la vegetacidn, y en el caso de las especies de mangle, ademas
a la adhesion del crudo a las raices aéreas (neumatéforos) propios de este tipo de
vegetacion, con lo cual se inhibe ademas del intercambio gaseoso, otros procesos
sumamente importantes como lo son la asimilacion de nutrientes como el
nitréogeno y fésforo (Olguin et al., 2007), los cuales son factores limitantes para el
desarrollo de la mayoria de las plantas, este Ultimo punto podria ser el caso del
presente estudio, ya que como se discutird posteriormente con mayor
profundidad, los niveles de estos dos nutrientes dificilmente podrian ser un factor
limitante para su desarrollo, permitiendo considerar que no estan siendo
aprovechados por A. germinans de manera adecuada.

Ademas, este efecto es una consecuencia comunmente reportada desde el inicio
de los estudios de este tipo, tal como lo menciona Lewis (1983), ya que a diferencia
del efecto letal que caracteriza a la contaminacién de tipo aguda, en el caso de
comunidades vegetales sometidas durante un largo periodo de tiempo a la
presencia de los hidrocarburos, la consecuencia mas notoria es la inhibicién de su
crecimiento.

De la misma forma que en el caso de las caracteristicas fisioldgicas y estructurales
analizadas anteriormente, se realizd la cuantificacion de algunas caracteristicas
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guimicas del suelo, éstas fueron seleccionadas en funcidén de su importancia para el
desarrollo de los arboles de A. germinans.

En el caso de los hidrocarburos de fraccidn pesada, como ya se ha mencionado a lo
largo de este trabajo, son considerados como un problema ambiental comun en la
mayoria de las regiones donde se distribuyen los ecosistemas de manglar debido
principalmente a su localizacidon geografica cercana a las areas de extraccion y/o
transporte de este compuesto (Gallegos, 1986; Olguin et al., 2007). En los sitios
donde se desarrolld este trabajo se encontraron diferencias significativas entre las
localidades sefialadas como Sitio Testigo y Sitio Contaminado, presentandose
concentraciones mayores de HFP en el Sitio Contaminado, donde los valores
registrados en promedio son de 3 750 y 11 777 mg-kg™ en los Sitios Testigo y
Contaminado, respectivamente.

Dichas concentraciones de HFP sobrepasan en su mayoria a los limites maximos
permisibles establecidos en la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 (DOF, 2005), que
establece un valor maximo de 3 000 mg-kg™ para areas de uso de suelo residencial,
forestal, recreativo y/o de conservacion. En todos los casos del Sitio Contaminado
fue superado dicho valor, y para el sitio Testigo se excedid el limite en 16 de los 30
puntos analizados.

Si bien es sabido que las fracciones ligeras de hidrocarburos son las mas toxicas
para la biota en general, éstas son las primeras en ser eliminadas del sistema al
volatilizarse o degradarse. También se reconoce que los hidrocarburos fraccion
pesada son los que pueden llegar a producir un mayor dafio en los ecosistemas ya
que persisten en el suelo y sedimento, especialmente en los ecosistemas de
manglar, que al presentar altos contenidos de materia organica, favorecen su
acumulacién, siendo dificilmente degradables (Corredor et al., 1990; Olguin et al.,
2007). Esta persistencia en el medio ha sido corroborada en varias ocasiones; Burns
et al. (2000) observaron que a pesar de seguir protocolos de biorremediacién en un
area de manglar contaminada por petréleo crudo, los niveles de este contaminante
no descendieron de forma significativa.

Existen muy pocos estudios respecto al efecto a largo plazo de la contaminacion
por hidrocarburos en manglares, debido a su alta complejidad y al gran numero de
factores que deben de ser considerados para su estudio; entre éstos destaca la
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revision realizada por Lewis (1983), donde al documentar numerosos casos de
derrames de crudo en las costas del Mar Caribe, fue capaz de generalizar los
efectos de estos accidentes a corto y mediano plazo. Sin embargo, debido a la
escasa documentacioén de los efectos crénicos (caracteristicos de la contaminacion
a largo plazo) no le fue posible establecer la escala de tiempo en la cual se presenta
la recuperacion completa del sistema, aunque plantea como posible que ésta se dé
en un periodo de entre 10 y 50 afos después del evento contaminante. Con base
en esto y comparandolo con los efectos nocivos que fue posible detectar en este
estudio, se puede afirmar que los dafios aun se siguen presentando a mas de 100
afos del derrame de crudo, manifestandose a través de los multiples parametros
fisiolégicos mencionados anteriormente.

Sin embargo, para corroborar que la alta concentracién de HFP es el factor
responsable del deterioro de las condiciones fisioldgicas y morfoldgicas discutidas
anteriormente, es necesario analizar otras variables que pudieran producir el
mismo efecto sobre A. germinans, como lo son los principales nutrientes limitantes
(nitrégeno y fésforo), la salinidad por ser un factor caracteristico de este tipo de
ecosistemas, y potencialmente tdéxico en concentraciones extremas, asi como el
pH.

En el caso del pH del suelo del ecosistema estudiado, el valor promedio fue de 7.6,
sin presentarse diferencias significativas entre el Sitio Contaminado y el Sitio
Testigo, este valor es mds alcalino que la mayoria de los casos abordados en Ia
literatura consultada, ya que en estos el pH oscila de 4.3 en un manglar sin
contaminaciéon en Nigeria (Effiong y Ayolagha, 2010) a 6.85 en una localidad
colombiana del Rio Magdalena, Colombia (Cardona y Botero, 1998) y de 6.81 en un
bosque de mangle en Hong Kong (Tam y Wong, 1998). El Unico caso encontrado
donde se presentan valores similares es en Indonesia, donde los valores promedio
fueron de 7.13 a 7.71 (Suprayogi y Murray, 1999). Este pH mds elevado pudiera
deberse a las caracteristicas edafoldgicas del sitio, ya que corresponde a un suelo
de tipo vertisol, el cual por lo general presenta valores de pH alcalinos debido a la
presencia de los iones de Ca* y Mg" (Porta et al., 2003), asi como en el caso del Sitio
Contaminado, a la entrada de agua hipersalina por parte del cuerpo de agua
localizado al suroeste de este sitio y que en época de lluvias desborda hacia la zona
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mencionada (Figura 5.1); este cuerpo de agua posee una salinidad superior a la del
agua de mar, segun algunas personas que han trabajado en este cuerpo de agua.

Es importante sefialar que en la literatura se especifica que, de forma general, los
suelos y sedimentos de los ecosistemas de manglar tienden a la acidez debido a los
procesos de descomposicion de la gran cantidad de materia organica que se
encuentra en ellos y a las condiciones andxicas (Lugo y Snedaker, 1974; Tomlinson,
1986), sin embargo, debido a las caracteristicas alcalinas antes mencionadas,
propias de los vertisoles, se pudieran estar produciendo las condiciones cercanas a
la neutralidad encontradas en los sitios estudiados.

En el caso de los resultados de nitrogeno total, los valores de dicho nutriente
presentaron un minimo de 11.1 y un maximo de 49.0 mg-kg™, oscilando en su
mayoria entre los niveles bajo a medio, esto de acuerdo con la clasificacion de la
NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002), y no presentaron diferencias significativas
entre los sitios. El contenido de este nutriente, y en general de todos, en los
ecosistemas de manglar tiende a ser muy variable, ya que la cantidad de éste
dependera en gran medida de factores especificos tales como la geologia,
hidrologia y multiples factores bidticos (Boto y Wellington, 1983).

Pese a lo anterior, fue posible encontrar ciertas similitudes con algunos de los
reportes revisados, como es el caso de un ecosistema dominado por la especie
Avicennia marina localizado en Sierra Leona (Hesse, 1961) y otro ubicado en
Venezuela (Rivera-Monroy et al., 2004), donde se presentaron contenidos de
nitrogeno de 15.2 y 18 mgkg' respectivamente, los cuales pueden ser
considerados como bajos si se aplica el criterio establecido por la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (DOF, 2002). En ninguno de los dos casos mencionados se
concluye que el contenido bajo de nitrégeno total pudiera ser considerado como
limitante para el desarrollo de las respectivas especies estudiadas (Hesse, 1961;
Rivera-Monroy et al., 1974), por lo que se podria pensar que este también es el
caso del presente estudio.

Considerando el punto anterior, es dificil hacer una comparacién entre la
concentracion de nitrégeno total cuantificada en este trabajo con otras
investigaciones reportadas anteriormente, ya que estos valores oscilaron de cerca
de 10 mg-kg™ en un ecosistema dominado por Rhizophora mangle localizado en
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Venezuela (Rivera-Monroy et al., 2004) a valores superiores a los 400 mg-kg™ en
una localidad de Sierra Leona (Hesse, 1961).

Por otro lado, de acuerdo con la clasificaciéon presentada por la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (DOF, 2002), en el caso del fosforo aprovechable, las muestras
corresponden a un contenido de medio a alto. Sin embargo, de forma general se ha
reconocido que el contenido de fosforo en el suelo de los manglares tiende a ser
bajo, siendo asi un elemento limitante para la productividad en estos ecosistemas
(Alongi, 1996; Hogarth, 1999), por lo que de acuerdo con estos autores la
disponibilidad de fosforo para ambos sitios no deberia ser un problema para el
desarrollo adecuado de los individuos de mangle estudiados en este trabajo.

Asimismo, fueron encontradas diferencias significativas entre los sitios,
presentandose un mayor contenido de fosforo aprovechable en el Sitio Testigo,
esto pudiera deberse a las actividades de ganaderia y agricultura que se realizan
tierra adentro, a partir de las cuales se podria estar presentando la adicidn de este
nutriente, principalmente como producto del uso de fertilizantes.

Comparando los resultados obtenidos con los reportes de otros autores en
ecosistemas similares, se encontré que hay una gran variabilidad, de la misma
forma que en el caso del nitrédgeno total, ya que los datos sefalados en este caso
varian de 500 mg-kg" en un ecosistema de mangle venezolano dominado por
Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia racemosa con suelo
regenerado después de una perturbacion severa (Rivera-Monoy et al., 2004) a 9.06
mg-kg™" en un bosque de manglar en Nigeria dominado por Rhizhopora racemosa
en un suelo sin contaminacion aparente (Effiong y Ayolagha, 2010).

Los resultados mds cercanos a lo cuantificado en el presente son los sefialados por
Suprayogi y Murray (1999) con una concentracion de 13.11 mgkg” en un
experimento montado con suelo y plantulas obtenidas de un ecosistema de
manglar localizado en Indonesia, donde las especies dominantes son Rhizophora
mangle, Rhizophora stylosa y Avicennia marina. En este experimento se
adicionaron diferentes cantidades de hidrocarburo al suelo, permitiendo observar
gue las concentraciones de este nutrimento son altamente variables.
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Otro factor de suma importancia para la especie estudiada es la salinidad, ya que el
establecimiento de los manglares depende en gran medida del contenido de sal
tanto en el agua como en el suelo (Tomlinson, 1986), debido a que los pardmetros
biofisicos de las especies de mangle tienden a decrecer en ambientes con
condiciones extremadamente salinas, este efecto fue corroborado por Panda et al.
(2006), quienes encontraron que el incremento de la salinidad (56 mS-cm™)
produce la disminucién de la eficiencia fotosintética (Fv/Fm), decreciendo 16% en
individuos del género Avicennia. Esto coincide con los datos encontrados en el
presente trabajo, ya que el drea con mayor contaminacion por HFP también
presentd los mayores valores de salinidad en el suelo, con un valor promedio de
45.25 mS-cm™ en el sitio mencionado y presentdndose diferencias significativas
entre los sitios estudiados.

También se cuenta con reportes donde se indica, que bajo condiciones de una
considerable hipersalinidad, se produjo la muerte de arboles de mangle de las
especies R. mangle, A. germinans y L. racemosa en un ecosistema localizado en el
Delta del Rio Magdalena, Colombia (Cardona y Botero, 1998).

Sin embargo, es importante mencionar que en este caso, la mayor salinidad del
Sitio Contaminado respecto al Sitio Testigo puede atribuirse a la influencia de un
cuerpo de agua con un contenido de sal superior al del agua de mar’ y cuyo cauce
natural es cercano al SC, dicha influencia de las caracteristicas hidrolégicas sobre la
salinidad del suelo es bastante conocida, siendo reportada comunmente en la
literatura (Porta et al., 2003).

Pese a lo anterior, debe de hacerse énfasis en que A. germinans es una especie de
mangle que se caracteriza por ser la que presenta mayor tolerancia a condiciones
hipersalinas (Tomlinson, 1986), por lo que no es de esperarse que éste sea un
factor limitante de su desarrollo.

8.3 Correlacion entre los parametros analizados

Como se ha venido explicando, la respuesta de los organismos ante situaciones de
estrés es muy variable y siempre dependera de la conjuncidn de todas las

% Datos no publicados.
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condiciones en las que estos se desarrollen, sin embargo es posible establecer qué
pardmetros son los que estdn ejerciendo una mayor influencia (ya sea positiva o
negativa) sobre su desarrollo. En el caso de este trabajo, la forma de determinar
gué caracteristica del medio tiene mayor influencia sobre las variables de respuesta
es mediante coeficientes de determinacion (R%) y correlacién (r), ya que dichos
estadisticos han mostrado eficacia para el estudio de sistemas naturales en los
cuales no es posible establecer un disefio de experimentos (Snedaker y Snedaker,
1984).

Mediante esta metodologia fue posible determinar qué variables estan ejerciendo
un mayor efecto sobre otras. Con base en los resultados presentados en la seccidn
7.3 de este trabajo, se puede considerar que los parametros con mayor relacién
son los HFP respecto a la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) evaluada por medio de la
fluorescencia de la clorofila a, con valores de determinacion y correlacion de 0.82 y
-0.91, respectivamente. Este efecto nocivo ha sido reportado en algunas ocasiones
con anterioridad, principalmente en algas, como son los casos de Marwood et al.
(1999; 2001) y Ralph y Burchett (1998), donde sefialan que la fluorescencia de la
clorofila a es el pardmetro que mostré ser mas sensible a la presencia de los
hidrocarburos en el medio; en todos los casos las tendencias encontradas coinciden
con los resultados obtenidos para A. germinans en este trabajo.

Otra variable que mostré tener un efecto constante, aunque de menor magnitud es
la salinidad, la cual mostré tener una correlacién negativa con todas las variables
de respuesta analizadas de forma conjunta para ambos sitios a excepcion del pH y
el nitrégeno total, la magnitud de las correlaciones inversas va de -0.19 respecto a
la eficiencia fotosintética (Fv/Fm), hasta -0.57 en el caso de la concentracion de
clorofila a + b, tendencia que muestra ciertas similitudes con lo encontrado por
Panda et al. (2006), quienes observaron que de forma general los pardmetros
biofisicos de las especies de mangle decrecen en ambientes con altas salinidades,
induciendo alteraciones funcionales multiples, entre ellas las del fotosistema I, las
cuales son evaluadas mediante la fluorescencia de la clorofila a, siendo en este
ultimo caso donde no se llega a la misma conclusiéon, dado que en este trabajo se
pudo determinar que el parametro menos sensible a las condiciones hipersalinas es
la eficiencia fotosintética. Esto puede deberse a la especie estudiada corresponde
al género Rhizhopora, a diferencia del presente trabajo, donde la especie estudiada
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es Avicennia germinans, a la cual se le reconoce como una de las especies de
mangle con mayor tolerancia a condiciones ambientales hipersalinas (Tomlinson,
1986).

El resto de las variables analizadas no mostraron coeficientes de correlacién
suficientemente altos, siendo en general menores de |0.67|, a excepcién de la
relacion entre el didmetro a la altura del pecho respecto a la altura total (r = 0.89),
sin embargo, este alto valor de correlacién es normal, debido a las relaciones
morfométricas entre ambos parametros. Por lo que, a excepcidn de estas variables,
en el caso del resto, no es posible considerar que su interaccidon tenga un efecto
considerable en su comportamiento.

Los resultados obtenidos a partir del analisis factorial 2% coinciden con la tendencia
observada por medio del coeficiente de correlacién, esto es, que la mayor relacién
se presentd en el caso de la interaccion entre los HFP y la eficiencia fotosintética,
obteniéndose para este caso el mayor coeficiente de interaccion (-0.01483),
indicando que la mayor eficiencia fotosintética (Fv/Fm) se presenta bajo las
menores concentraciones de HFP en el suelo. Este resultado corrobora que los
individuos de A. germinans estdn presentando alteraciones fisioldgicas
importantes, ya que esta disminucidn de la eficiencia fotosintética se puede deber
principalmente a la acumulacidon de sustancias procedentes de los HFP en los
espacios intracelulares, asi como en los cloroplastos de la planta, el cual es un
efecto documentado de la contaminacién por hidrocarburos sobre las plantas, lo
gue tiene como consecuencia la inhibicion del proceso fotosintético; este efecto ha
sido reportado para varias especies vegetales, como arboles de diferentes citricos,
manzana, platano y algunas algas marinas (Baker, 1970).

En el caso del efecto de la salinidad sobre la eficiencia fotosintética, también es
posible observar que el efecto es de una menor magnitud, observandose en el
analisis factorial un coeficiente de interaccién de -0.00164, inferior al de los HFP,
las causas de este efecto minimo ya se han explicado anteriormente, pero cabe
recalcar que una de las principales causas podria ser la gran tolerancia a salinidades
altas, tipica de la especie estudiada.

En el caso de la evaluacion del uso de alguno de los parametros cuantificados en
este trabajo como un posible indicador ambiental, es importante considerar que
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existen ciertas caracteristicas que deben de ser cumplidas para que un parametro
pudiera ser considerado como un indicador ambiental, entre ellas se encuentra que
éste refleje en su comportamiento el efecto de una perturbacién, ser facilmente
medible, no requerir mayores costos para su cuantificacion, asi como una
capacitacion minima del personal que realiza las mediciones directamente en
campo (Evans et al., 2003).

Al realizar la evaluacidn de si algunos de los parametros analizados en este trabajo
cumple con las caracteristicas antes mencionadas para ser considerado como un
indicador adecuado para la determinacion cuantitativa del deterioro de
ecosistemas de manglar contaminados por hidrocarburos, la Unica variable que
cumple con dichas caracteristicas es la eficiencia fotosintética evaluada mediante el
cociente Fv/Fm, ademas de contar con documentacion previa de su utilizacién con
buenos resultados para otras especies (Krause y Weis, 1991; Strasser et al., 2000).
Ralph y Burchett (1998) y Marwood et al. (1999; 2001) destacan la eficacia que
tiene dicho cociente para la estimacion de la presencia de efectos adversos sobre
plantas acuaticas (macro y microalgas) por la accidon de contaminantes producidos
por la industria petroquimica vertidos en el agua, sin embargo no se cuenta con
reportes de la utilizacién de este parametro en la especie Avicennia germinans para
la misma clase de contaminantes.

El uso de este pardmetro como indicador ambiental ademas podria ser una
herramienta para favorecer un mejor entendimiento de las consecuencias que
pueden llegar a presentar los ecosistemas de manglar como producto de la
contaminacion crénica por hidrocarburos, ya que ha sido sefalada la dificultad que
representa la generalizacion de las respuestas de este tipo de comunidades
vegetales debido a la gran variabilidad bidtica y abidtica que éstas presentan
(Snedaker y Snedaker, 1984; Hogarth, 1999).

Debido a todo lo anterior, se observa, que se presenta un efecto negativo de los
HFP sobre la especie A. germinans, considerando esto, es pertinente sefialar la
importancia de evitar que los hidrocarburos derramados lleguen a este tipo de
ecosistemas, ya que a pesar de tratarse, en este caso de un evento sucedido hace
mas de 100 afios, aun se presentan dafios como producto de éste.
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Los efectos de este tipo de contaminacion, como ya se ha mencionado son
multiples (Olguin et al., 2007), sin embargo, todos ellos pueden llevar a la
alteracién de las funciones propias del ecosistema, degradando significativamente
tanto las funciones que poseen estos ecosistemas, asi como la actividad comercial
gue se deriva de ellos, temas que ya han sido abordados en secciones anteriores.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
9.1 Conclusiones

e Los individuos de Avicennia germinans en el Sitio Contaminado presentan
valores significativamente menores de clorofila a + b, biomasa y superficie
foliar, eficiencia fotosintética (Fv/Fm), indice de desempefio (Pl), altura total
y diametro a la altura del pecho que los del Sitio Testigo.

e El suelo asociado a los individuos de A. germinans del Sitio Contaminado
presenta valores significativamente mayores de hidrocarburos fraccién
pesada y salinidad que en el Sitio Testigo, mientras que el contenido de
fésforo aprovechable fue menor en el Sitio Contaminado.

e No existen diferencias significativas en el contenido de nitrégeno total y pH
del suelo entre el Sitio Contaminado y el Sitio Testigo.

o El contenido de clorofila no es un buen indicador ambiental de los efectos de
los HFP sobre la especie A. germinans, ya que se presentd una baja
correlacién entre ambos parametros.

o La eficiencia fotosintética (Fv/Fm) se propone como un buen indicador
ambiental ya que su correlacion respecto a los HFP es alta, es facilmente
medible y requiere bajos costos de inversion.

e Las concentraciones mostradas de nutrientes no son un factor limitante para
el desarrollo de A. germinans, debido a que sus concentraciones estuvieron
en niveles adecuados y ademds presentaron correlaciones bajas respecto a
las variables de respuesta evaluadas.

e La salinidad mostré tener un efecto adverso sobre casi todas las variables
cuantificadas, aunque no de forma significativa.

e La mezcla de hidrocarburos, representada por los HFP en el suelo
produjeron un efecto adverso sobre todos los parametros estructurales y
fisiolégicos evaluados en este trabajo para la especie de mangle A.
germinans.
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o El método no destructivo de cuantificacion de clorofila (ICC medido con el
equipo Opti-Sciences CCM-200) no puede ser utilizado como un sustituto del
método destructivo tradicional de extraccidn con solucion de acetona al 80%
debido a que la correlaciéon entre ambos métodos fue muy baja.

9.2 Recomendaciones

Mediante los resultados de este estudio es posible establecer que los HFP estan
teniendo un efecto negativo sobre el desarrollo de |la especie Avicennia germinans,
sin embargo, para una etapa posterior se recomienda realizar un estudio en
laboratorio que permita establecer valores toxicolégicos de referencia como la
concentracion o dosis maxima de efecto adverso no observado, o algun valor
toxicologico similar.

Para lo anterior, seria necesario establecer un disefio de experimentos que permita
tener control sobre las variables ambientales a las cuales se encontrarian
sometidos los individuos de A. germinans, afiadiendo cantidades conocidas de los
hidrocarburos.

Los datos obtenidos a partir de la presente recomendacion permitirian establecer
concentraciones maximas de hidrocarburos a las que los arboles de A. germinans
aun no presentan inhibiciones en su desarrollo, que, por las caracteristicas de este
trabajo, no fue posible determinar.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo 1: Hojas de campo
11.1.1 Hoja de campo No. 1: Datos generales de la parcela

i T T
K L]

L=

Universidad Nacional Autébnoma de México

Hoja de campo No. 1

Instituto de Ingenieria

DATOS GENERALES DE LA PARCELA

Anoto:

INSTITUTO
DE INGENIERIA
EUNAM

DATUM:

Nota: Se registran las coordenadas geograficas de todos los nodos (¥% )

Punto Coordenadas Observaciones 1y #2
X Y
1
e 33 el
3
4
5 53¢ 576
6
7
8 73¢ G
9
10
11 9%¢ 5¢10
12
13
14 100m 113%¢ w12
15
16
17 13 %514
18
19
20 15%¢ 5716
21
22
173¢ w18
Orientacion:
o 19% 720
—2 1’E 3922

10m

10 m
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Hoja de campo No. 4
Extraccion de pigmentos fotosintéticos

Sitio: Anoto:

INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM
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No. de hoja
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11.1.5 Hoja de campo No. 5: Intensidad luminica

Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto de Ingenieria
) INSTITUTO
Hoja de campo No. 5 DE INGENIERIA
INTENSIDAD LUMINICA UNAM

Fecha: Anoté:

Sitio: DATUM:

I
I
I
I
I
I
I
I
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11.1.6 Hoja de campo No. 6: Fluorescencia de la clorofila

Universidad Nacional Autbnoma de México

Instituto de Ingenieria E%ﬁﬁ’;m
; Hoja de campo No. 6
Fecha: Fluorescencia de la clorofila  gjtjq:
Arbol:
Hoja Archivo Fm/Fv PI Observaciones
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Arbol:
Hoja Archivo Fm/Fv Pl Observaciones
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Arbol:
Hoja Archivo Fm/Fv Pl Observaciones
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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11.1.7 Hoja de campo No. 7: Conteo foliar

Universidad Nacional Autbnoma de México

Fecha:

Instituto de Ingenieria

Hoja de campo No. 7
Conteo foliar

. Sitio:

INSTITUTO
DE INGENIERIA

IJUNAM

Arbol

Numero de
ramas

Numero de hojas Observaciones
en una rama
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11.1.8 Hoja de campo No. 8: Superficie foliar

(e R Ty,
p== oy

Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto de Ingenieria

Hoja de campo No. 8
Superficie foliar

. Sitio:

INSTITUTO
DE INGENIERIA
@UNAM

Arbol:

Hoja

Peso fresco (gr) Observaciones
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