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RESUMEN

Se evaluaron los efectos toxicos que produce un suelo contaminado con petrdleo
fresco sobre plantas de Phaseolus vulgaris. Para ello se generd un indice absoluto de
fitotoxicidad que integra siete parametros, medidos a través de indices relativos de
fitotoxicidad para las variables: altura, longitud radical, nimero de nédulos y biomasa
seca (foliar, radical, del fruto y total). Asimismo, se calcularon los coeficientes de
determinacion (R?). El bioensayo se realizd bajo condiciones de tinel de plastico y
se evaluo los efectos toxicos del petroleo en plantas de frijol negro (P, vulgaris L.) al
cabo de 100 dias. Se establecio un disefio experimental de bloques al azar en condi-
ciones semicontroladas, con seis tratamientos con tres repeticiones por tratamiento.
Las concentraciones de hidrocarburos fueron: 1500, 3000, 4500, 6000, 7500 y 9000
mg/kg de hidrocarburos totales del petroleo (HTP) y un tratamiento testigo (0 mg/kg).
Al dia 100, el detrimento fisiolégico [emergencia (R?= 0.89; b = -3.427); altura
(R2=0.84; b =-0.0029); longitud radical (R*>= 0.62; b =-0.001); nimero de nédulos
(R2=0.68; b=-0.0092) y biomasa total (R?= 0.77; b=-0.0014)] de las plantas mostrd
una correlacion negativa con la concentracion de los HTP en el suelo, con diferencias
entre los tratamientos (Tukey p< 0.05). Al dia 68 del ensayo se observo marchitez de
las plantas a concentraciones mayores de 3000 mg/kg HTP.
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ABSTRACT

The toxic effects produced by soil contaminated with fresh crude oil on Phaseolus
vulgaris plants was assessed. An absolute phytotoxicity index was generated, which
includes seven parameters measured by a relative phytotoxicity index for the vari-
ables: height, radicular length, number of nodules, dry mass (foliar, radical, fruit and
total). Likewise, the coefficients of determination (R?) were calculated. The bioassay
carried out under plastic tunnel conditions and the toxic effects of crude oil in plants
P vulgaris was assessed at 100 days. A randomized complete block design was used
in the bioassays under semi controlled conditions, with six treatments and three
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replicates at concentrations of 1500, 3000, 4500, 6000, 7500 and 9000 mg/kg of total
petroleum hydrocarbons (TPH) based on dry matter and control treatment. At day
100, the physiological damage [seedling emergence (R? = 0.89; b = -3.427); height
(R? = 0.84; b = -0.0029); radical length (R?>= 0.62, b = -0.001); nodules number
(R?=0.68; b = -0.0092) and dry mass (R?= 0.77; b = -0.0014)] of the plants was
inversely proportional to the TPH concentration in the soil, with differences between
the treatments (Tukey p < 0.05). At the 68 day of the assay, the withered in plants was
noticed to upper concentrations of 3000 mg/kg TPH.

INTRODUCCION

El desarrollo de la industria petrolera en el sureste
de México ha generado diversos problemas ambien-
tales. El petroleo es una mezcla de hidrocarburos
parafinicos, cicloparafinicos, aromaticos y bajas can-
tidades de azufre, trazas de nitrogeno y compuestos
de oxigeno (Seodnez et al. 1999, Ortiz-Salinas et al.
2012), ademas de pequenas concentraciones de meta-
les como V, Ni, Pb y Fe. (Figueruelo y Davila 2001,
Owamah 2013). El grado de contaminacion de los
suelos por petroleo depende de los componentes del
ecosistema, de las propiedades fisicas y quimicas de
los hidrocarburos del crudo y del tipo de emergencia
ambiental (Garcia-Lopez et al. 2006, Pinkus-Rendon
y Contreras-Sanchez 2012). Las principales fuentes
de contaminacién de los suelos por petroleo son la
rotura de oleoductos, la dispersion de los derrames
cronicos, los derrames de aguas residuales provenien-
tes de los procesos de separacion que se realizan en
las instalaciones petroleras e, incluso, derrames de
lodos de perforacion y de labores de mantenimiento
de los pozos petroleros (Mujica et al. 2006, Mirza et
al. 2012, Riveroll-Larios et al. 2015).

Diversos estudios demuestran que los consti-
tuyentes del petroleo pueden inhibir la actividad
enzimatica del suelo (Alrumman et al. 2015), la
germinacion, el brote de meristemos, asi como la
disminucion de la elongacion radicular y la fotosin-
tesis en las plantas (Pérez et al. 2002, Gafari-Rahbar
et al. 2012, Sangeetha y Thangadurai 2014). En
Meéxico, la evaluacion del impacto ambiental de un
suelo contaminado con petréleo se realiza con base
en parametros geoquimicos estipulados en la NOM-
138-SEMARNAT/SA1-2012 (SEMARNAT 2013),
la cual establece los limites maximos permisibles de
hidrocarburos en el suelo y el tipo de actividad que
puede realizarse en ellos: a) agricola, forestal, pecua-
ria y de conservacion; b) residencial y recreativa; y
¢) Industrial y comercial. Las normas ambientales en
Meéxico no establecen el uso de parametros bioldgicos
para medir la toxicidad en el suelo. Asimismo, la Ley

General del Equilibrio Ecolégico y Proteccion al
Ambiente (LGEEPA) no especifica el uso de plantas
como bioindicadores toxicoldgicos (Rivera-Cruz
y Trujillo-Narcia 2004). Por el contrario, a nivel
internacional el Organismo para el Desarrollo y la
Cooperaciéon Econdmica (OECD) ha establecido
la “Guia para la evaluacion de sustancias quimicas
OECD No. 208”, la cual implementa el uso de espe-
cies vegetales como biondicadores de toxicidad de
sustancias quimicas. La fitotoxicidad es el estudio
toxicoldgico de un contaminante o sustancia toxica,
a partir de la respuesta fisioldgica de una especie
vegetal a una dosis determinada (Cruz et al. 2013).
Aunque P. vulgaris no esta considerada en la guia
de la OECD No. 208 (OECD 2006) como especie
fitoindicadora, autores como Beltagi (2007), Nwoko
et al. (2007), Aade-Ademilua y Mbamalu (2008),
Sadunishvili et al. (2009), Al-Yemeni et al. (2010)
y Alba et al. (2013) han evaluado su sensibilidad en
suelos contaminados con petréleo y sus derivados.
Considerando lo anterior, el objetivo de este traba-
jo fue evaluar el efecto toxico de los hidrocarburos del
petroleo en el crecimiento y desarrollo de plantas P,
vulgaris, para determinar su viabilidad como especie
bioindicadora de toxicidad al estimar el impacto fisio-
l6gico mediante indices de fitotoxicidad (IRF e IAF).

MATERIALES Y METODOS

La colecta del suelo se realizo en las instalaciones
de la Universidad Popular de la Chontalpa, ubicada
en el municipio de Céardenas, Tabasco, en las coor-
denadas 17°57°35.1” Ny 93°21°58.3” W. El suelo se
secO a sombra, se molid y se tamiz6 con malla de 0.5
cm. El andlisis fisico y quimico del suelo se realizo
en el laboratorio de analisis del suelo, planta y agua,
Colegio de Postgraduados campus Tabasco. Bajo el
criterio de la NOM-021-RECNAT-2000 (SEMAR-
NAT 2002), el suelo se identificoé como: arcilloso
[arcilla (51 %); limo (37 %); arena (12 %)], pH de
7.71 y contenido de materia orgénica de 1.61 %); estas
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variables solo se midieron en la caracterizacion del
suelo colectado.

Establecimiento del bioensayo. El bioensayo
tuvo una duracion de 100 d en condiciones semi-
controladas de tunel de plastico, con un disefio ex-
perimental de bloques al azar, seis tratamientos con
concentraciones de 1500, 3000, 4500, 6000, 7500
y 9000 mg/kg de hidrocarburos totales del petrdleo
(HTP) y un suelo testigo (0 mg/kg HTP). Se aplicod
el Protocolo No. 208 (OECD 2006) modificado por
Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004).

Los sustratos para los ensayos se prepararon a
partir del suelo testigo (0 mg/kg de HTP) que se
mezclo con petroleo (29.5 °API) disuelto en 15
mL de diclorometano (99.5 % de pureza marca
EMD™) para homogeneizar el suelo; se adiciond
agua destilada para una humedad entre 28 y 30 %, y
se incubo por 24 h en un contenedor de vidrio de 30
x 30 x 25 cm de profundidad con una capacidad de
12 kg de suelo. Previamente se realizaron pruebas
de germinacion para determinar la viabilidad inicial
de las semillas antes de sembrar, el resultado fue
una germinacion del 90 % a los 5 d de la siembra
(Alizaga et al. 1994).

En cada unidad experimental (UE) de cada tra-
tamiento se sembraron cinco semillas de P. vulgaris
(variedad criolla: dos mesano), en un contenedor
con 10 kg de suelo seco; al registrar el 90 % de
germinacion se espero6 15 dias para seleccionar una
de las cinco plantulas al azar y extraer las plantulas
no seleccionadas. El bioensayo se mantuvo a capa-
cidad de campo (33 % de humedad) con riegos cada
tercer dia y no se aportaron nutrimentos (N, Py K)
para evitar interferencias en las observaciones por
su presencia, lo que no permitiria conocer el efecto
de los hidrocarburos del petrdleo en las variables
a estudiar (OECD 20006).

Medicion de variables fisiologicas. Durante el
bioensayo la emergencia se registro por seis dias a
partir de la siembra de las semillas de P. vulgaris en
las UE. La medicion de la altura (AL) se realizo a los
12,25, 39,54, 68, 82y 96 dias después de la siembra
(dds). La longitud radical (LR), nimero de nédulos
(NN) y biomasa seca aérea (BSA), radical (BSR) y
total (BST) se midieron al término del bioensayo (100
dds) al hacerse el muestreo destructivo (cosecha)
de las UE de los tratamientos. Se contabilizd el NN de
la raiz de cada planta y la LR se midié con una regla
en cm, desde la base del tallo al extremo mas largo
de laraiz de cada planta. Para determinar la biomasa
seca se cortd y separd la parte aérea (frutos, tallos
y hojas) y radical (raiz y ndédulos) de cada planta y
se colocaron en bolsas de papel etiquetadas, poste-

riormente se secaron en una estufa (75 °C, 48 h), el
material seco se peso en una balanza analitica para
obtener los valores de BSA, BSR y BSF.

indices de fitotoxicidad. El indice relativo de
fitotoxicidad (IRF) y el indice absoluto de fitotoxi-
cidad (IAF) de P. vulgaris se determinaron con el
método de Vazquez—Luna et al. (2010) modificado
de Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004). El IRF
indica el deterioro de las variables fisiologicas de
P, vulgaris a causa del contenido HTP de cada tra-
tamiento. El IAF indica el efecto fitotoxico total de
P vulgaris por tratamiento, considerando los IRF de
todas las variables fisiologicas. Para ello se aplicaron
las siguientes ecuaciones:

IRF(x) =1 [TP—RI] (1)
Tt
" IRF
IAF = 2 IRE i=12-¢ 2
Tt
Donde:

IRF ) = indice relativo de fitotoxicidad.
IAF = indice absoluto de fitotoxicidad.
Tp = tratamiento con HTP.

Tt = tratamiento testigo.

RI : repeticién 1...n.

n = numero de variables.

Los resultados se interpretaron bajo el criterio de:
siIRF ), es igual a cero: el efecto es neutro (no afecta
a la variable), pero si es mayor de cero el efecto es
negativo (inhibicion); si el /RF ), es menor de cero
el efecto es positivo sobre la variable (estimulacion).

Se utilizé el programa SPSS para determinar el
analisis de varianza y los coeficientes de determina-
cion (R?) de cada una de las variables fisioldgicas de
P vulgaris (p <0.05).

RESULTADOS

Las variables presentaron diferencias estadisticas
significativas al aumentar la concentracion de HTP
en el suelo. La emergencia mostrd una inhibicion
significativa en los tratamientos con hidrocarburos
del petroleo (R?= 0.8907; b = -3.427) (Fig. 1.). En
suelos con 1500 y 3000 mg/kg de HTP esta variable
registré una inhibicion del 20 % y 32 % respec-
tivamente, en relaciéon con el tratamiento testigo,
mientras que a concentraciones de 9000 mg/kg de
HTP se inhibio un 80 % con respecto al testigo.
A los 68 dds las plantas de P. vulgaris en suelos a
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Fig. 1. Regresion lineal de las variables fisiologicas de Phaseolus vulgaris (emergencia,
altura, longitud radical, nimero de nodulos, biomasa seca aérea, biomasa seca de frutos, bio-
masa seca radical y biomasa seca total) en relacion al contenido de hidrocarburos del petroleo

(p <0.05).

concentraciones de 4500, 6000, 7500 y 9000 mg/kg
de HTP se marchitaron (Cuadro I). Solo las plantas
que crecieron en suelos con 1500 y 3000 mg/kg de
HTP soportaron la exposicion al petroleo durante
todo el experimento (Fig. 1).

Los resultados de NN (R?=0.68; b=-0.0092) y LR
(R?>=0.62; b=-0.001) presentaron variaciones sig-
nificativas entre los tratamientos (Fig. 1; Cuadro I).
E1I NN en suelos con 1500 mg/kg de HTP fue mayor
en un 60 %, mientras que la LR se redujo en un
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CUADRO I. VALORES DE INDICES RELATIVOS Y ABSOLUTOS DE FIIOTOXICIDAD EN PLANTA DE
Phaseolus vulgaris DE SUELOS CONTAMINADOS CON PETROLEO (100 DIAS)

Indice relativo de fitotoxicidad

Tratamiento indice absoluto
(mg/kg de HTP) Altura  Longitud Biomasa Biomasa Biomasa Numero de  de fitotoxicidad
radical seca area  seca de fruto  seca radical nodulos

Testigo (0) 0 0 0 0 0 0 0

1500 0.29 0.28 0.45 0.48 0.36 -0.59 0.26

3000 0.42 0.30 0.73 1 0.69 0.20 0.58

4500 0.71 0.73 0.91 1 0.88 1 0.87

6000 0.76 0.76 0.92 1 0.89 1 0.88

7500 0.76 0.74 0.93 1 091 1 0.89

9000 0.77 0.76 0.93 1 0.91 1 0.90

26 % respecto al testigo. La BS registr6 diferencias
estadisticas entre los tratamientos. En los tratamien-
tos a concentraciones de 1500 y 3000 mg/kg de HTP
1aBST (R*=0.77; b=-0.0014) disminuy6 enun 36 y
69 %, respectivamente, con respecto al testigo. Para
el caso de la BSF (R?=0.63), el tinico el tratamiento
en el que se produjeron vainas fue el de 1500 mg/kg
de HTP, sin embargo, el valor fue un 54 % menor
que el del testigo.

Los IRF muestran una relacion directamente pro-
porcional entre el contenido de HTPy las variables de
P vulgaris estudiadas. La BSA 'y BSR fueron las méas
afectadas por la concentracion de HTP en los suelos.
Sin embargo, el NN a 1500 mg/kg HTP present6 una
estimulacion del 59 % respecto al testigo. Los IAF
en los suelos con 1500 y 3000 mg/kg de HTP regis-
traron una reduccion del 26 y 58 % respectivamente,
en relacion con el testigo, lo que demuestra el dafio
provocado a P. vulgaris por los hidrocarburos del
petroleo, a pesar de su desarrollo vegetal (Cuadro I).

DISCUSION

El severo dafio fisiologico de P. vulgaris durante el
experimento, se atribuye a las condiciones adversas
que se generan por los cambios fisicos y quimicos
del suelo por los hidrocarburos (aumento del carbono
organico, concentracion de nitrogeno, pH, conducti-
vidad eléctrica y contenido de arcilla). Asi como por
los metales pesados (cadmio, cobre, hierro, zinc y
plomo) presentes en el petroleo (Khan et al. 2013). Se
ha demostrado que la fraccion soluble en agua y los
lixiviados de los hidrocarburos del petréleo, reducen
el metabolismo y desarrollo fisiologico de las plantas
tras un derrame, al inhibir la madurez fisiologica
de las raices y propiciar la reduccion en la biomasa
foliar (Blankenship y Larson 1978, Sadunishvili
et al. 2009, Hawrot-Paw y Bakowska 2014). Este

efecto deriva como respuesta de la penetracion de
los hidrocarburos a nivel celular, los cuales inducen
cambios metabdlicos intracelulares que conducen a
la marchitez (Abha y Swaranjit-Singh 2012). Asimis-
mo, pueden perjudicar el crecimiento del embrion por
la inhibicion de la comunidad microbiana tanto del
suelo como de la rizosfera (Sangeetha y Thangadurai
2014), y por el efecto hidrofébico que restringe el
contenido de agua y oxigeno (Akaninwor et al. 2007,
Ferreira do Nascimento et al. 2013).

En cuanto a la reduccion de la AL, BS y LR por
efecto de los HTP, Hernandez-Acosta et al. (2006),
Adams et al. (2008) y Al-Yemeni et al. (2010) in-
dican que el petroleo puede afectar la fotosintesis
y el contenido de clorofila en la vegetacion, lo que
podria generar una baja produccion de biomasa. La
presencia de HTP puede inhibir el crecimiento foliar
de las plantas para aprovechar la mayor cantidad de
sus recursos y energia para consolidar su fraccion ra-
dical (Banks et al. 2003, Kechavarzi et al. 2007, Bona
et al. 2011). Asimismo, Syafruddin y Efendi (2014)
concluyeron que un factor importante en la produc-
cion de biomasa seca en especies fitorremediadora
de suelos contaminados con petroleo, es la densidad
y el tipo de poblaciones microbianas de la rizosfera.
Por otra parte, estudios en gramineas y leguminosas
explican que las condiciones de anegamiento permiten
el aumento de la materia vegetal por el transporte de
material fotosintético a las raices, esto favorece el
crecimiento y desarrollo del tejido fotosintético. Sin
embargo, esta produccion de materia vegetal puede
variar dependiendo de los exudados radicales, el tipo
de sistema radical y la fase fisioldgica de la especie
vegetal (Huang et al. 2004, Liu et al. 2011, Ciotti et
al. 2014).

A pesar de la estimulacion (-59, IRF) de la pro-
duccion de nodulos de P, vulgaris en el tratamiento a
1500 mg/kg de HTP, se asume que este efecto es una
forma de la planta de contrarrestar las condiciones



416 A. Arias Trinidad et al.

adversas de los HTP para mejorar su crecimiento
y desarrollo fisiologico (Adam-Duncan 2002, Ke-
chavarzi et al. 2007). Ciertos estudios indican que
la producciéon de nodulos se debe a la presencia de
acidos y compuestos biosintéticos aromaticos que
estimulan la presencia de bacterias del genero Rhi-
zobium; las cuales promueven el crecimiento de las
plantas; al invadir las raices de las leguminosas y for-
man nodulos para fijar nitrégeno atmosférico como
amoniaco (Parke et al. 1985, Teng et al. 2015). Dorn
y Salanitro (2000) y Baek et al. (2004) explican que
bajos contenidos de hidrocarburos del petroleo puede
estimular el desarrollo y crecimiento de las especies
vegetales, e incluso los efectos no son observables
a concentraciones inferiores a 1000 mg/kg de HTP.
Asimismo, Odokuma y Ubogu (2014) registraron un
incremento del 22 % respecto al testigo en la materia
seca total de suelos contaminados con petroleo a 1
% p/p. Por el contrario, Méndez-Natera et al. (2005)
y Nwoko et al. (2007) reportaron una disminucion
en la formacién de nddulos en las leguminosas
Vigna unguiculata y P. vulgaris, respectivamente,
directamente proporcional al contenido de HTP.
Asimismo, Ekpo y Nkanang (2010), explican que
los derivados del petréleo, como el diésel, afectan
el desarrollo de nodulos y la multiplicacién de bac-
teroides dentro de los noédulos de las leguminosas.
Spiares y Kenworthy (2001) sefialan que la inhi-
bicién de nédulos en algunas leguminosas se debe
al bajo contenido de agua y oxigeno, la pérdida de
nutrimentos, el descenso de la actividad microbiana
y el incremento de metales pesados que el petroleo
causa en los suelos.

Los indices fitotoxicos generados en esta investi-
gacion son similares a los reportados por Vazquez-
Lunaetal. (2010), que demuestran de forma cuanti-
tativa los dafos causados en el desarrollo de plantas
de P. vulgaris en presencia de petroleo en el suelo.
Resultados similares se registraron en los estudios
de Varnero et al. (2007) quienes identificaron, a
partir de indices toxicoldgicos, que la germinacion
es la variable mas sensible (efecto fitotoxico) a
sustratos organicos en composta (café instantaneo,
fruta seca, residuos vitivinicolas y guano de aves).
Camarillo-Ravelo et al. (2015) reportaron la apli-
caciéon de indices de germinacién y radicular para
asignar los valores NOEL (concentracion a la que
los efectos no son observables) y LOEL (concentra-
cion minima a la que los efectos son observables) de
cuatro especies vegetales (Lactuca sativa, Cucumis
sativus, Brassica juncea y Nasturtium officinale)
en jales mineros y observaron que el indice radical
es la alternativa mas viable para evaluaciones de

fitotoxicidad. Trujillo-Narcia et al. (2014) concluye-
ron que el calculo de indices de impacto ecotoxico-
logico permite identificar parametros sensibles para
evaluar la calidad de la restauracion de fluvisoles
contaminados con petroleo crudo.

CONCLUSIONES

El estrés vegetal de P. vulgaris en suelos conta-
minados con HTP fue directamente proporcional a
la concentracion del tratamiento, las variables de
emergencia, como altura y biomasa total, fueron
los parametros mas sensibles. Los resultados del
estudio demuestran la sensibilidad de P. vulgaris
como una especie bioindicadora para el monitoreo
de un proceso de remediacion y el impacto sobre un
ecosistema de un pasivo o emergencia ambiental.
Los indices de fitotoxicidad (IRF y IAF) permiten
estimar y relacionar en forma porcentual el dafio
fisiologico de las plantas en bioensayos toxicologi-
cos de suelos contaminados con hidrocarburos del
petréleo fresco.
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