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RESUMEN

La contaminacion de ecosistemas por hidrocarburos toxicos y carcinogénicos derivados
del petroleo es un problema ambiental. Por ello, se han desarrollado técnicas como la
biorremediacion para sanear lugares contaminados utilizando microorganismos con ca-
pacidad de degradar hidrocarburos; sin embargo, algunos pueden biotransformar estos
compuestos generando metabolitos mas toxicos. Con el objeto de detectar la posible for-
macion de compuestos toxicos se han disefiado pruebas de toxicidad sobre la germinacion
y el crecimiento de plantulas de Lactuca sativa, como marco de referencia. La finalidad
del presente trabajo fue estudiar el efecto toxico o estimulante de tres hidrocarburos
aromaticos policiclicos: fenantreno, naftaleno y pireno; el efecto del crudo extrapesado
Carabobo y sus fracciones de saturados y aromaticos, y finalmente la evaluacion del
posible efecto toxico de hidrocarburos biotratatados con Penicillium aculeatum (BM-
83). Se demostrd que bajas concentraciones de naftaleno, fenantreno, pireno y saturados,
generaron un estimulo de crecimiento en las plantulas de L. sativa. Por otro lado, a altas
concentraciones de hidrocarburos, el crecimiento del hipocotilo fue el parametro mas
afectado, lo que sugiere la importancia de utilizar un indice de toxicidad modificado
denominado indice integral de fitotoxicidad (IIF), el cual considera el crecimiento del
hipocétilo. El orden de toxicidad de los hidrocarburos segun el indice IIF fue el siguiente:
naftaleno (100) > fenantreno (65) > pireno (64) > aromaticos (27) > CEP (7) > saturados
(1). ELIIF permitio6 evidenciar que el hongo BM-83 tuvo la capacidad de biotransformar
los hidrocarburos sin generar compuestos mas toxicos que los originales.

Key words: hydrocarbons, integral index of phytotoxicity, germination, plants

ABSTRACT

The pollution of ecosystems by toxic and carcinogenic hydrocarbons derived from petro-
leum is an environmental problem. Therefore, scientists have developed bioremediation
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to clean up contaminated sites with microorganisms that have the ability to degrade hy-
drocarbons. However, some are capable of generating more toxic metabolites when they
biotransform these compounds. To detect the possible formation of toxic compounds,
toxicity tests on germination and seedling growth of Lactuca sativa have been designed
as a frame of reference. The aim of this work was to study the toxic effects of extra-
heavy crude Carabobo and its saturated and aromatic fractions; three polycyclic aromatic
hydrocarbons, phenanthrene, naphthalene and pyrene, and finally the evaluation of the
possible toxic effect of biotreated hydrocarbons with Penicillium aculeatum (BM-83).
It was demonstrated that low concentrations of naphthalene, phenanthrene, pyrene and
saturated hydrocarbons, generated stimulus for growth in the seedlings of L. sativa. On
the other hand, high concentrations of hydrocarbons mainly affected the growth of hypo-
cotyls, which suggests the importance of using a modified toxicity index that considers
the growth of the hypocotyl. The order of toxicity of hydrocarbons according to the IIF
was naphthalene (100) > phenanthrene (65) > pyrene (64) > aromatic (27) > CEP (7) >
saturated (1). The IIF allowed showing that the fungus BM-83 is able to biotransform
hydrocarbons without generating compounds that are more toxic than the original.

INTRODUCCION

El petréleo y sus derivados representan la fuente
de energia mas importante del mundo y se utilizan
como materia prima en numerosos procesos de la
industria quimica. Sin embargo, la explotacion,
produccion, refinacion y transporte de petroleo y
sus derivados conlleva ocasionalmente accidentes
técnicos y operacionales que causan graves deterioros
al ambiente, generando dafios irreversibles (Leon et
al. 2009, Pernia et al. 2012).

Los hidrocarburos en general son compuestos
toxicos que pueden ser acumulados por plantas y
animales generando mutaciones e incluso la muerte
(Das y Chandran 2011). La Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (USEPA, por sus si-
glas en inglés) considera que algunos hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) son toxicos y posible-
mente carcinégenos humanos (Nadon et al. 1995).

Debido a la problematica de la contaminacion
por hidrocarburos y su potencial toxicidad se han
desarrollado técnicas para solventar o mitigar los
problemas de contaminacion, entre las que se encuen-
tran métodos fisicos y quimicos que resultan muy
costosos (Plaza et al. 2005). Por ello en la actualidad
se han desarrollado nuevas técnicas mas amigables
con el ambiente y de menor costo, como es el caso
de la biorremediacion.

La biorremediacion comprende un conjunto de
técnicas que se basan en el uso de bacterias, hongos y
plantas, asi como de sus compuestos metabolicos o en-
zimas, los cuales se emplean para neutralizar sustan-
cias toxicas transformandolas en compuestos menos
toxicos o inocuos para el ambiente (Bamforth y Sin-
gleton 2005). En este sentido, la micorremediacion,

que se vale de los hongos como organismos que
transforman los contaminantes, surge como una estra-
tegia viable para el saneamiento de cuerpos de agua
y suelos contaminados con hidrocarburos (Chaillan
et al. 2004, Moreno et al. 2004, Naranjo et al. 2007,
Pernia et al. 2012).

Para evidenciar la eficacia de los procesos de bio-
rremediacion, en la mayoria de los casos se realizan
evaluaciones basadas so6lo en analisis quimicos de
reduccion en la concentracion de contaminantes. No
se toma en cuenta la posible transformacion de los
quimicos en compuestos mas toxicos, con lo cual se
subestima el verdadero riesgo ambiental (Plaza et al.
2005). Ademas, en algunos casos este tipo de estu-
dios subestima los posibles dafios, al no considerar
la biodisponibilidad de los contaminantes. Por ello,
se ha propuesto la realizacion de bioensayos que
permitan integrar la informacion de la presencia de
contaminantes, su biodisponibilidad y los posibles
efectos toxicos sobre los organismos vivos.

Una de las especies mas estudiadas en ensayos
de toxicidad ha sido Lactuca sativa L. (lechuga), ya
que es una planta de crecimiento rapido, de pequefio
tamano, facil de mantener en el laboratorio y de bajo
costo. Ademas, en el caso de los hidrocarburos, se ha
seleccionado trabajar con L. sativa debido a las si-
guientes evidencias: el bioensayo con esta planta esta
avalado internacionalmente por la Administracion
de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas
en inglés), la Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econémicos (OCDE) y la USEPA (Wang
y Freemark 1995).

Ademas, los ensayos con lechuga son sencillos,
poco costosos y pueden utilizarse como indicadores
de los efectos biologicos de sustancias quimicas



FITOTOXICIDAD DE HIDROCARBUROS EN Lactuca sativa 81

presentes en muestras ambientales de diferentes ori-
genes (Torres et al. 2006). Banks y Schultz (2005) la
reportan como especie Optima para realizar estudios
de toxicidad en suelos impactados con crudos por su
sensibilidad a este tipo de compuestos. Finalmente,
su uso se ha propuesto para el monitoreo de suelos
contaminados con crudos en procesos de biorreme-
diacion, demostrandose que L. sativa es la especie de
planta mas sensible para este fin (Plaza et al. 2005).

El bioensayo de fitotoxicidad con L. sativa se basa
en la determinacion de variaciones en la germinacion
y crecimiento inicial de las plantulas, debido a que
en ese estadio de desarrollo son mas sensibles a los
contaminantes ambientales (Baud-Grasset et al.
1993). Para realizar este bioensayo se determina el
porcentaje de germinacion y se mide la longitud de
los hipocoétilos y las radiculas (Greene 1988). Aunque
estas pruebas de fitotoxicidad son sumamente utiles,
la interpretacion de los resultados en algunos casos
es compleja, ya que se puede presentar inhibicion
en el crecimiento de la radicula y estimulo en el
crecimiento del hipocétilo o viceversa. Por ello, se
han generado una serie de indices para integrar la
informacion y facilitar su interpretacion.

En este sentido, se han utilizado diversos indices
para evaluar los efectos fitotdxicos de los compuestos
sobre las plantulas, entre los cuales se encuentran: 1)
el indice de vigor de las plantulas (IVP), que conside-
ra el porcentaje de germinacion y el crecimiento de la
radicula (Abdul-Baki y Anderson 1973); 2) el indice
de germinacion que, al igual que el IVP, s6lo consi-
dera el porcentaje de germinacion y el crecimiento de
la radicula (Zucconi et al. 1981); 3) el indice relativo
de fitotoxicidad (IRF), en que se analizan los tres
parametros por separado (germinacion, radicula e
hipocoétilo), y 4) el indice absoluto de fitotoxicidad
(IAF), en que se suman los valores del IRF (Rivera-
Cruz y Trujillo-Narcia 2004). Sin embargo, algunos
de los indices sefialados s6lo consideran los efectos
sobre la radicula y no los que se generan sobre los
hipocétilos.

La finalidad del presente trabajo fue estudiar el
efecto toxico o estimulante de diversos hidrocarburos
sobre la germinacion y el crecimiento de plantulas
de L. sativa, segun el protocolo propuesto por la
USEPA, con el empleo de los HAP (fenantreno,
naftaleno y pireno), y el crudo extrapesado Carabobo
y sus fracciones de saturados, aromaticos y asfal-
tenos, ademas de evaluar el efecto toxico de estos
compuestos biotratados con Penicillium aculeatum
(BM - 83). Finalmente se logré modificar un indice
de fitoxicidad, el cualque se adapto al efecto toxico
de los hidrocarburos sobre la especie bioindicadora

L. sativa con el fin de facilitar la interpretacion de
los resultados de manera integral.

MATERIALES Y METODOS

Hidrocarburos empleados en los bioensayos
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

Se prepararon soluciones acuosas de fenantreno,
naftaleno y pireno (Sigma) a una concentracion de 0,
10, 50, 100, 500 y 1000 mg/L para lo cual se cons-
tituyd una emulsion con Tween 80 al 0.1 % (Fisher
Scientific) y acetona 10 % (Riedel-de Haén).

Crudo extrapesado (CEP) Carabobo

Se utilizé un crudo extrapesado venezolano del
bloque Carabobo proveniente de la Faja Petrolifera
del Orinoco (FPO), que segun el Instituto Americano
del Petroleo (API, por sus siglas en inglés) posee
una gravedad de 8.5°, una concentracion de azufre
de 3.9 % y 480 mg/L de metales pesados Niy V.
Para la formacion de emulsiones de CEP se utilizo
el surfactante alcohol tridecilico etoxilado (TDA) a
una concentracidn final de 5000 mg/L para generar
emulsiones al 95 % p/v con un agitador Rustond. Se
realizaron diversas diluciones para alcanzar concen-
traciones de CEP de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 % p/v.

Obtencion de las firacciones de saturados y aroma-
ticos del CEP Carabobo

Para la obtencion de dos de las fracciones del
crudo (saturados y aromaticos) se utilizo el procedi-
miento descrito por la norma ASTM (2009). A fin de
solubilizarlos y llevarlos a una concentracién final de
0,0.05,0.1,0.5, 1 y 5 % v/v se realizd una emulsion
con el surfactante acetona al 10 % (Riedel-de Haén)-
Tween 80 al 0.1 % (Fisher Scientific).

Biotratamiento de HPA con el hongo Penicillum
aculeatum BM-83

A fin de comparar el efecto fitotdxico de los HAP
con los HAP biotratados con el hongo filamentosos
hidrocarbonoclésticos Penicillum aculeatum (BM-
83) (Naranjo et al. 2007), se inocularon 20 X 10*
esporas del hongo en un ambiente liquido minimo del
medio salino basidiomicota (BSM, por sus siglas en
inglés) y se incubaron en una estufa a 30 °C por siete
dias. Al séptimo dia se afiadieron 5 mg/L de cada uno
de los HAP (naftaleno, fenantreno y pireno) y a los
siete dias de exposicion se tomaron las muestras de
los sobrenadantes para el estudio de su toxicidad. Se
utilizé como emulsionante una mezcla acetona-tween
80. Como testigos se utilizaron el medio BSM con
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los HAP sin el hongo, el medio BSM sin los HAP
suplementado unicamente con el surfactante con el
hongo y el medio BSM sélo con el surfactante. Todos
los experimentos se realizaron por triplicado.

Bioensayos de fitotoxicidad

Para cada una de las soluciones del apartado 1
(HAP, CEP, fracciones de saturados y aromaticos, y
HAP biotratados) realizadas por triplicado se siguid
el protocolo 600/3-88/029 propuesto por la USEPA
(Greene 1988), para lo cual se utilizaron semillas co-
merciales de L. sativa variedad Great Lakes 659. Las
semillas se mantuvieron selladas hasta el momento de
suuso. Se desinfectaron en condiciones de esterilidad
en una cabina de flujo laminar LABCONCO®, con
una solucion de cloro diluida a 3.33 g OCI1 /L durante
20 min (APHA 1998). Posteriormente se procedid
a lavarlas cuatro veces con agua destilada estéril y
se distribuyeron a razén de 20 semillas por placa de
Petri de 90 mm de diametro, las cuales contenian
un papel de filtro Whatman ntim. 2 estéril y 5 ml
de cada una de las soluciones; se utilizé agua como
testigo positivo. Las placas se guardaron en bolsas
plésticas a fin de mantener el ambiente de humedad
y se dejaron en oscuridad a 25 °C por 120 h. Estos
ensayos se realizaron por cuatriplicado. Cumplidas
las 120 h se procedi6 a determinar el porcentaje de
germinacion y la medicion de la longitud de las ra-
diculas y los hipocotilos.

indice de fitotoxicidad modificado de Zucconi
et al. (1981) propuesto en el presente trabajo de
investigacion

Se modifico el indice de toxicidad propuesto por
Zucconi et al. (1981), al cual se anadio el parametro
de longitud de los hipocétilos que no estaba contem-
plado en el indice original. La formula del indice
de toxicidad modificado propuesto en el presente
trabajo, denominado indice integral de fitotoxicidad
(ITF), se presenta a continuacion:

LRM  LHM

74_7
1F =100~ | SOM | LRC  LHC |,
SGC 2

donde SGM es el nimero de semillas germinadas de
la muestra (el promedio del nimero de semillas ger-
minadas en las cuatro réplicas para cada tratamiento
[n = 4]); SGC es el numero de semillas germinadas
del testigo (el promedio del nimero de semillas ger-
minadas en las cuatro réplicas del testigo [n = 4]);

LRM es la longitud de la radicula de la muestra (el
promedio de la medicidn en centimetros de las radi-
culas de 10 plantulas por réplica de cada tratamiento
[n =40]); LRC es la longitud de la radicula del tes-
tigo (el promedio de la medicidon en centimetros de
las radiculas de 10 plantulas por réplica del testigo
[n = 40]);

LHM es la longitud del hipocétilo de la muestra
(el promedio de la medicién en centimetros de los
hipocotilos de 10 plantulas por réplica de cada tra-
tamiento [n =40]); y

LHC es la longitud del hipocétilo del testigo
(el promedio de la medicién en centimetros de los
hipocotilos de 10 plantulas por réplica del testigo
[n = 40]).

Este indice, ademas de considerar el efecto de los
hidrocarburos sobre la longitud de los hipocétilos,
tiene la ventaja de mostrar los resultados de —100 a
100, pudiéndose interpretar en términos de porcen-
taje. También permite observar no so6lo los efectos
de inhibicion de crecimiento (valores positivos) sino
también los de estimulacidn de crecimiento (valores
negativos).

Analisis estadisticos de los datos

Se compararon las medias entre los tratamientos
utilizando un analisis de varianza de un factor, con
un nivel de significancia de p < 0.05. Los resultados
se verificaron por medio de una prueba de Dunnet.
Los analisis se realizaron con el programa Minitab
version 17.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efectos fitotoxicos de los HAP

En el presente trabajo, la germinacion de semillas
se vio fuertemente afectada en presencia de naftale-
no, con el cual se observd un efecto inhibitorio de
12 y 100 % a concentraciones de 500 y 1000 mg/L,
respectivamente (Fig. 1A). El pardmetro de germi-
nacion se ha utilizado en varios trabajos para evaluar
la toxicidad de los HAP (Maliszewska-Kordybach y
Smreczak 2000, Baek et al. 2004, Cofield et al. 2007).
Al igual que los resultados obtenidos en el presente
trabajo, en L. sativa se encontr6 que al incrementar las
concentraciones de HAP en el suelo la germinacion
disminuia (Maliszewska-Kordybach y Smreczak
2000, Sverdrup et al. 2003).

De manera similar, Maila y Cloete (2002) demos-
traron que a 1000 mg/LL de HAP la germinacion se
reduce a 16 %, en tanto que a 50 mg/L s6lo a 75 %.
Es decir, a mayor concentracion de HAP, mayor
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Fig. 1. Efecto de distintas concentraciones de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) sobre la germinacion y el
crecimiento de radiculas e hipocétilos de plantulas de
Lactuca sativa. (a) Naftaleno, (b) fenantreno y (c) pireno.
Los resultados se muestran como medias + desviacion
estandar (n = 30). Los asteriscos indican diferencias
significativas en comparacion con el testigo tween80/
acetona, p < 0.05

inhibicidén de la germinacion. No obstante, Baek
(2004) demostro que los HAP no afectan la germina-
cion a bajas concentraciones. Para el tratamiento con
naftaleno, los resultados aqui reportados coinciden
con los de Henner et al. (1999), quienes hallaron una
inhibicidn de la germinacion con este HAP en Zea
mays'y Lupinus albus.

El crecimiento de las plantulas en presencia de
naftaleno se vio estimulado a bajas concentraciones,
donde se observd un incremento en la elongacion de
las radiculas; a partir de 100 mg/L se present6 una re-

duccién en la longitud de las radiculas de 10, 68 y 100
%, proporcional a concentraciones de naftaleno de 100,
500 y 1000 mg/L, respectivamente. En cuanto a los
hipocétilos, el efecto fue menos marcado, generandose
una inhibicion del crecimiento a partir de 500 mg/L
(69 %) y una inhibicion total a 1000 mg/L (Fig. 1A).
Estos resultados fueron similares a los obtenidos por
Chaineau et al. (1997) y Hulzebos et al. (1993), en los
que el naftaleno resulté 20 veces mas toxico que los
HAP de alto peso molecular debido a su volatilidad.
Estos autores también reportaron una reduccion de
50 % de crecimiento a una dosis de naftaleno de 100
mg/L en L. sativa en un suelo contaminado.

En el cuadro I se observa el efecto globalizado
del naftaleno en L. sativa, en el cual se integran los
efectos sobre la germinacion y la elongacién de las
radiculas y los hipocotilos en el IIF. Asi, se demuestra
el efecto de estimulacion a concentraciones de 10, 50
y 100 mg/L de este HAP, con valores de IIF negativos
de—30,-31y—4, respectivamente, asi como un efecto
inhibitorio a 500 mg/L con un IIF de 72, hasta llegar
a la inhibicion total a 1000 mg/L con un valor de 100.

En este estudio se verificd que el fenantreno no
afectd la germinacion de las semillas, resultados
opuestos a los obtenidos por Liu et al. (2009), quie-
nes encontraron una reduccion de 60 % en la tasa de
germinacion de Arabidopsis sp. al exponerla a altas
concentraciones de fenantreno. Esto sugiere que L.
sativa es mas tolerante a este HAP (Fig. 2A). Sin
embargo, este compuesto afectd el crecimiento de
las radiculas a concentraciones de 500 y 1000 mg/L
en 44y 66 %, respectivamente (Fig. 1B).

El crecimiento de los hipocotilos se vio fuerte-
mente reducido a partir de 50 mg/L de fenantreno, ob-
teniéndose una inhibicion en el crecimiento de 52 %
hasta llegar a 66 % a 1000 mg/L (Fig. 1B). En el
cuadro I se observan las variaciones en el IIF con
un estimulo en el crecimiento a 10 mg/L y toxicidad
a partir de 50 mg/L, que se incrementd de manera
directamente proporcional a las concentraciones
probadas de este hidrocarburo.

Estos resultados coinciden con los de Liu et al.
(2009), quienes encontraron una reduccion en el
crecimiento a altas concentraciones de fenantreno,
resultado del incremento en los niveles de H20O2 en
Arabidopsis sp. A su vez, los altos niveles de pe-
roxido de hidrégeno generan dafio oxidativo a nivel
de peroxidacion lipidica y, segiin Liu et al. (2009),
ocurre una activacion de las enzimas del sistema an-
tioxidante tales como superoxido dismutasa (SOD),
peroxidasas (POD), ascorbato peroxidasas (APX).
Con altas concentraciones de este hidrocarburo los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO)
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CUADROL VALORES DEL INDICE INTEGRAL
DE FITOTOXICIDAD (IIT) Y DEL INDICE DE
GERMINACION DE ZUCCONI (IG) PARA
LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS PO-
LICICLICOS NAFTALENO, FENANTRENO
Y PIRENO, Y PARA CRUDO EXTRAPESADO
Y SUS FRACCIONES DE SATURADOS Y

AROMATICOS
Compuesto  Concentracion 1G IIF
(mg/L)

Naftaleno 0 100 + 4 0+2
10 137 £7 29 £ 5
50 142 £ 5 31 +2
100 87 £3 4 + 2

500 29 £2 72 £ 1
1000 0+0 100 = 0
Fenantreno 0 100 + 4 0+2
10 116 + 5 3 +3

50 124 £ 5 14 +3

100 145 £5 7+3
500 54 +3 51 +£2

1000 35+ 1 65 £ 1

Pireno 0 100 £5 0+3
10 91 +3 22 £ 2
50 137 £8 -12 £ 4
100 149 £ 6 ~15 £ 4

500 82 +5 24 +£3

1000 32 +1 64 + 1

CEP 0% 100 + 4 0+1
TDA 88 £ 5 30 £ 1

2% 118 £ 6 7+ 1
4% 123 £ 8 1+0

6% 108 + 7 15 £2

8% 89 £ 8 24 £ 2

10 % 115 £7 8 +1

Saturados 0% 100 + 4 0+3
0.5 % 109 £ 4 -8 £3

0.1 % 104 + 4 0+2

0.5 % 90 + 4 11 £2

1% 105 £5 1+3

5% 80 =3 28 + 2

Aromaticos 0% 100 £ 5 0+3
0.05 % 74 £ 6 19 + 4

0.1 % 90 + 5 11 +4

0.5 % 80 + 6 18 + 4

1% 68 + 6 27 £ 3

TDA: surfactante alcohol tridecilico etoxilado. Los resultados
se muestran como medias + error estandar

exceden la capacidad del sistema antioxidante de las
plantas, generando una reduccion en la germinacion y
en el crecimiento de las raices, dafio a los tejidos y los
organelos, y disminucion en el contenido de clorofila.
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Fig. 2. Efecto de distintas concentraciones de hidrocarburos
sobre la germinacion y el crecimiento de radiculas e
hipocotilos de plantulas de Lactuca sativa. (a) Crudo
extrapesado (CEP), (b) saturados y (¢) aromaticos. TDA:
surfactante alcohol tridecilico etoxilado. TA: surfactante
Tween/acetona. Los resultados se muestran como medias
+ desviacion estandar (n = 30). Los asteriscos indican
diferencias significativas en comparacion con el testigo
tween80/acetona, p <0.05. IIF para las distintas concen-
traciones de crudo extrapesado (CEP)

Finalmente, el pireno (Fig. 1C) afecto la germi-
nacion solo a altas concentraciones (1000 mg/L) con
una reduccién de 15 %. Por otro lado, también afecto
a las radiculas, en las cuales se observo inhibicidon
de crecimiento de 17 % a partir de 500 mg/Ly 62 %
a partir de 1000 mg/L. En cuanto a los hipocétilos,
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su crecimiento se vio afectado en todas las concen-
traciones de pireno en 30, 12, 20, 30 y 53 % a 10,
50, 100, 500 y 1000 mg/L, respectivamente. En el
cuadro I se observa un IIF negativo de —11 y —14 a
50 y 100 mg/L, respectivamente, y un efecto toxico
de 24 y 64 a 500y 1000 mg/L, respectivamente. Estos
resultados obtenidos coinciden con los reportados
por Sverdrup et al. (2002), quienes demostraron que
el pireno puede reducir el crecimiento temprano en
las plantas terrestres.

Existen diversas vias por medio de las cuales las
plantas pueden tomar los HAP: absorcion aérea de
compuestos volatiles a través de las hojas, penetra-
cion de particulas s6lidas y polvo a través de las hojas
y por transferencia del suelo a las raices y su posterior
transferencia al vastago, considerandose esta ultima
como la via principal de acumulacion (Fismes et al.
2002, Khan et al. 2008). En cuanto al efecto téxico
observado sobre el crecimiento, se ha descrito que
los HAP pueden atravesar las membranas celulares,
reducir la eficiencia en el uso de agua y nutrientes
e inhibir la actividad fotosintética y el transporte de
electrones (Reilley et al. 1996, Chaineau et al. 1997,
Salanitro et al. 1997, Mallakin et al. 2002). Por otro
lado, la reduccion en el crecimiento de las plantas
ante la exposicion a HAP se ha atribuido al efecto
toxico de éstos sobre los pigmentos fotosintéticos, lo
cual esta asociado con una inhibicion de la fotosinte-
sis que genera reduccion en la produccion de biomasa
(Lewis 1995, Kummerova y Kmentova 2004.

Estos resultados podrian explicarse por las pro-
piedades quimicas de estos hidrocarburos, ya que el
naftaleno presenta el menor peso molecular (128.2),
numero de anillos (dos) y un log de coeficiente de
reparto octanol-agua (Kow, por sus siglas en inglés)
de 3.32, seguido por el fenantreno, con mayor peso
molecular (178.2), tres anillos y un log Kow de 4.60,
y finalmente el pireno, cuyo peso molecular es supe-
rior (202.2), posee cinco anillos y su log Kow es de
5.20. Segun Sverdrup et al. (2002), la lipofilicidad
representada por el log de Kow se correlaciona ne-
gativamente con la solubilidad en agua; a mayor log
Kow menor solubilidad, por lo que puede deducirse
que el efecto toxico de los HAP sobre las plantas
fue proporcional a la solubilidad de los compuestos,
como era de esperarse. Khan et al. (2006) también
sugieren que las plantas pueden absorber HAP de
bajo peso molecular en mayor proporcion que los
HAP pesados por su mayor solubilidad, proceso que
se efecttia por una transferencia entre el continuum
suelo-agua-planta-aire. Los resultados aqui obtenidos
también coincidieron con los reportados por Henner
et al. (1999), quienes observaron que los HAP que

mas afectan el crecimiento de las plantas son aquellos
que presentan menos de tres anillos aromaticos por
ser mas volatiles, solubles en agua y de bajo peso
molecular. En cambio, los de mayor peso molecular,
que poseen de tres a cinco anillos aromaticos, son
menos fitotdxicos.

Efectos fitotoxicos del CEP y sus fracciones de
saturados y aromaticos

El CEP no gener6 efectos toxicos a nivel de la
germinacion (Fig. 2A), resultado que coincide con
los reportados por otros autores, quienes incluso
mencionan que se ha observado un incremento en
los porcentajes de germinacion ante la exposicion al
crudo y sugieren que ese estimulo podria deberse a
la presencia de sustancias semejantes a las auxinas
vegetales (Bossert y Bartha 1985, Salanitro et al.
1997, Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia 2004).

Sin embargo, los resultados aqui reportados fue-
ron contrarios a los obtenidos por Baek et al. (2004),
quienes estudiaron el efecto de distintas concentra-
ciones de crudo sobre plantas de maiz y observaron
inhibicion completa de la germinacion a 5 % p/p cru-
do. Cabe mencionar que a diferencia de este estudio,
los autores consideraron un suelo contaminado con
crudo liviano de 33.4°API. Sananitro et al. (1997) y
Dorn y Salanitro (2000) han sugerido que los cru-
dos livianos son mas toxicos que el crudo pesado
y le CEP. En el presente trabajo, se emple6 el CEP
Carabobo de 8.5°API, por lo que la diferencia en los
resultados podria deberse a que, por ser mas pesado,
este crudo fue menos toxico que el utilizado por Baek
etal. (2004). Por otro lado, Infante y Morales (2012)
también realizaron bioensayos con CEP venezolano
de 10°API y no encontraron toxicidad alguna.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias
significativas en la elongacion de las radiculas y los
hipocoétilos de las plantas expuestas al crudo. Sin
embargo, en el cuadro I se observa que el IIF mos-
tr6 una toxicidad leve con un méaximo de 24 a 8 %
p/v de CEP. Fernandez et al. (2005) encontraron
que en un suelo impactado a 1600 mg/kg de crudo,
se inhibio el crecimiento de las especies Triticum
aestivum, Brassica napus y Trifolium pratense, en
60, 25y 51 %, respectivamente.

En el caso de los saturados del crudo Carabobo,
la germinacion disminuy6 en 8 % solamente con la
concentracion de 5 % p/v (Fig. 2B). En cambio, el
hipocotilo fue la parte de las plantulas mas afectada
por la toxicidad, con una disminucién en su longitud
proporcional a la concentracion de saturados de 10,
16,13y33%a0.1,0.5,1y 5 % p/v, respectivamente.
Las radiculas también se vieron afectadas pero en
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menor proporcion, con una reduccion importante
de 18 % a la mayor concentracion de saturados. Los
resultados del IIF mostraron un efecto estimulante a
concentraciones de 0.05 y 0.1 % y un efecto toxico a
partir de una concentracion de 5% de saturados, con
un IIF de 27 (Cuadro I). Baek et al. (2004) repor-
taron que no se encontraron efectos toxicos sobre el
crecimiento de Phaseolus sp. y Zea mays en raices
expuestas a 1000 mg/L de C20. Es conocido que la
toxicidad de los alcanos se incrementa al presentar
mayor numero de carbonos en su molécula, y los
alcanos de cadena lineal son mas toxicos que los
isomeros ramificados; en este estudio, al tenerse una
mezcla compuesta de todos los saturados del crudo,
se pudo haber generado un proceso de sinergia a
nivel de toxicidad.

Por otro lado, los compuestos aromaticos (Fig. 2C)
generaron mayor toxicidad sobre el crecimiento de
las plantulas a partir de 0.05 % p/v; en el caso de la
germinacion, ésta se vio afectada a una concentracion
de 1 % p/v, que la redujo en 10%. Los compuestos
aromaticos al 1 % generaron una fuerte reduccion en
la longitud de las radiculas y los hipocotilos, llegando
ainhibir su crecimiento en 24 y 13 %, respectivamen-
te. El IIF mostr6é que estos compuestos son toxicos
en todas las concentraciones estudiadas (Cuadro I).

Finalmente, de acuerdo con los valores de IIF que
dan cuenta de la toxicidad de los hidrocarburos del
crudo Carabobo en la concentracion al 1 % de éstos,
el orden de toxicidad entre el crudo y sus fracciones
es el siguiente: aromaticos > CEP > saturados.

Efectos fitotoxicos de los HAP biotratados con el
hongo Penicillium aculeatum BM-83

Se observo una reduccion de 16 % en la ger-
minacion de las semillas tratadas con 5 mg/L de
naftaleno y con el posterior biotratamiento de este
HAP con P. aculeatum (BM-83). Este porcentaje se
redujo a 5.3 %, lo que se podria interpretar como
una reduccion en la toxicidad del compuesto luego
de ser biotransformado por el hongo. Sin embargo,
en la respuesta de crecimiento de las radiculas y los
hipocotilos se presentd un incremento en compara-
cion con las plantulas testigo, tanto para las semillas
tratadas con naftaleno como para las biotratadas con
el hongo (Fig. 3A). Los valores obtenidos del IIF
variaron de —17 a—39, lo que implic6 un estimulo en
el crecimiento de L. sativa posterior al tratamiento
del naftaleno con el hongo (Fig. 3B).

En el caso del fenantreno, no se observaron
efectos adversos sobre la germinacion. Se detectd
un estimulo en el crecimiento de los hipocotilos y
de las radiculas de 29 % en presencia de fenantreno,

en comparacion con el testigo. Sin embargo, una vez
biotratado con el hongo se obtuvo una reduccion de
22 % en la elongacion de las radiculas en compara-
cion con el tratamiento con fenantreno no biotratado.
Los valores del IIF mostraron una reduccion de —31
a —1 posterior al biotratamiento (Fig. 3B).

Los bioensayos con pireno biotratado no afecta-
ron el porcentaje de germinacion pero estimularon
el crecimiento de las radiculas en 45 % con una
posterior reduccion de 16 %; se presenté también
una reduccion en el estimulo del crecimiento de los
hipocétilos de 15 % en comparacion con la exposi-
cion a pireno sin biotratamiento. De igual forma, los
valores del IIF se redujeron de —42 a —16 (Fig. 3B),
lo cual indica que hubo una reduccion en el estimulo
del crecimiento pero sin llegar a la toxicidad.

Aunque se encontraron variaciones en los valores
del IIF en los bioensayos realizados, no se obser-
vo toxicidad ni para los HAP testigos ni para los
biotratados, lo cual indica que este hongo tiene la
capacidad de biotransformar los hidrocarburos sin
generar compuestos mas toxicos que los originales.

Se ha demostrado que los hongos tienen la capa-
cidad de degradar hidrocarburos, por lo que se han
empleado en procesos de biorremediacion (Pernia
et al. 2012). Sin embargo, existen reportes de que
al participar en estas transformaciones, algunos
hongos generan compuestos mas toxicos que los
originales. Tal es el caso de las especies Aspergil-
lus niger, Crinipellis stipitaria, Cunninghamella
elegans y Phanerochaete chrysosporium, las cuales
producen pirenoquinonas, compuestos altamente
mutagénicos, a consecuencia de la transformacion de
pireno (Okamoto y Yoshida 1980, Chesis et al. 1984,
Lambert et al. 1994, Wunder et al. 1994, Flowers et
al. 1996, Cerniglia 1997). En particular, no obstante
que Penicillium janthinellum produce pirenoqui-
nonas, €stas se reducen posteriormente, generando
semiquinonas menos toxicas (Launen et al. 2000).
Por ello la realizacion de pruebas de fitotoxicidad es
de suma importancia al estudiar la degradaciéon de
los hidrocarburos.

Estimulacion del crecimiento de L. sativa ante la
exposicion a bajas concentraciones de HAP

De los resultados obtenidos, se observé que las ba-
jas concentraciones de naftaleno, fenantreno y pireno
generaron un aparente proceso de hormesis, donde se
aprecia un estimulo en el crecimiento de las plantulas
de L. sativa. Este fendmeno de dosis-respuesta se
caracteriza por el estimulo en el crecimiento de las
plantas a bajas concentraciones y la inhibicion de éste
a altas dosis de compuestos toxicos. Se ha propuesto



FITOTOXICIDAD DE HIDROCARBUROS EN Lactuca sativa 87

== Radicula == Hipocotilo  —4— Germinacion (%)

45T
4.0 T
35T
30 T
25T
20 1

Longitud (cm)

151
1.0 T
05t

Germinacion (%)

TESTIGO BM-83

NAF  NAF BM-83

FEN FENBM-83 PIR PIR BM-83

b)
—
PIR
FEN BM-83 ]
FEN L
NAF BM-83 I
NAF I—
BM-83 =
TESTIGO H

-50 —40 -30 -20

-10

0 10 20 30 40 50

indice Integral de Fitotoxicidad (IIF)

Fig. 3. Efectos de los sobrenadantes provenientes de los biotratamientos de los distintos hidro-
carburos aromaticos policiclicos (HAP) con el hongo Penicillium aculeatum BM-83. (a)
Germinacion y crecimiento de radiculas e hipocotilos de plantulas de Lactuca sativa.
Los resultados se muestran como medias + desviacion estandar (n = 30). Los asteriscos
indican diferencias significativas en comparacion con el testigo, p < 0.05. (b) Indice
integral de fitotoxicidad (IIF) para las plantas expuestas a los distintos sobrenadantes.
Testigo: testigo en medio salino para basidiomicetos (BSM, por sus siglas en inglés),
BM-83: testigo hongo en medio BSM; NAF: medio BSM con 5 mg/L de naftaleno;
NAF BM-83: medio BSM con 5 mg/L de naftaleno tratado por siete dias con el hongo;
FEN: medio BSM con 5 mg/L de fenantreno; FEN BM83: medio BSM con 5 mg/L de
fenantreno tratado por siete dias con el hongo, PIR: medio BSM con 5 mg/L de pireno;
PIR BM-83: medio BSM con 5 mg/L de pireno tratado por siete dias con el hongo

que este proceso se debe a sobrecompensacion y
alteracion de la homeostasis, y se ha descrito para
un gran numero de sustancias quimicas organicas
e inorganicas y una gran variedad de organismos
incluyendo protozoarios, hongos, plantas, inverte-

brados y vertebrados (Stebbing 1982, Calabrese y
Baldwin 1997). También se ha sugerido que este
estimulo en el crecimiento a bajas concentraciones de
un compuesto puede deberse a un mecanismo
de retroalimentacion; y se cree que los mecanismos
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de control fisiologico en los organismos han evolu-
cionado para sobrerreaccionar ante una pequeia des-
viacién de la norma fisiologica (Stebbing 1982, Swart
et al. 1995). Algunos autores han sugerido incluso
que los HAP pueden ser promotores del crecimiento
vegetal (Maliszewska-Kordybach y Smreczak 2000).

Segtin lo reportado por Ma et al. (2010), el efecto de
los HAP sobre el crecimiento de las plantas es depen-
diente de su concentracion, tal y como se observé en el
presente trabajo. Es decir, que bajas concentraciones de
HAP generan un incremento en su crecimiento y las al-
tas concentraciones lo reducen o incluso lo inhiben, lo
que se ha demostrado en Zea mays, Phaseolus vulgaris
y Helianthus annus (El-Fouly 1980, Maliszewska-
Kordybach y Smreczak 2000).

Variable del crecimiento mas afectada por los
hidrocarburos: elongacion de los hipocétilos

En el presente estudio, la presencia de los com-
puestos evaluados (fenantreno, pireno, aromaticos y
saturados) genero efectos fitotoxicos, especialmente
a nivel del crecimiento de los hipocotilos. En el
caso del naftaleno y los compuestos aromaticos, el
efecto mas marcado de toxicidad se obtuvo a nivel
de las radiculas y en ultimo lugar se vio afectada la
germinacion. Segin varios autores, el crecimiento
de las plantas es un parametro mas sensible que la
germinacion cuando se estudia el efecto toxico de las
sustancias (Keddy et al. 1995, Sverdrup et al. 2003,
Eom et al. 2007). Se ha reportado que este parametro
se ve levemente afectado por la contaminacion, y los
estudios de germinacidon no permiten predecir los
efectos del subsecuente crecimiento de las especies
estudiadas, especialmente en suelos contaminados
con HAP (Gong et al. 1999, Henner et al. 1999, Smith
et al. 2006). En concordancia con este trabajo, Sver-
drup et al. (2003) observaron que a concentraciones
mayores a 1000 mg/L de fenantreno se inhibe la
germinacion de Sinapsis alba, Trifolium pratense y
Lolium perenne, a pesar de que se obtuvieron valo-
res de ECso para las tres especies a concentraciones
de 480, 79 y 760 mg/L de este HAP. Por ello estos
autores sefialan que el crecimiento de las plantulas
se considera como un pardmetro mas sensible com-
parado con el porcentaje de germinacion.

Sumado a lo anterior, otros autores encontraron
inhibicién del crecimiento de los hipocotilos. Por
ejemplo, Baek et al. (2004) observaron inhibicidon en
el crecimiento tanto de la radicula como del hipocoti-
lo de plantulas de Phaseolus nipponesis y Zea mays
expuestas a concentraciones de crudo mayores a 5 %
y, en el caso de otros hidrocarburos, Ogbo (2009)
determiné que el diesel inhibid el crecimiento de los

hipocotilos y plumulas en plantulas de Zea mays y
Sorgum bicolor.

Segun Infante y Morales (2012), la evaluacion del
parametro de la elongacion del hipocoétilo permite
ponderar el efecto toéxico de compuestos solubles
presentes en concentraciones que no afectan la ger-
minacidn pero si inhiben los procesos de elongacion.
Estos autores trabajaron con muestras de ripios y
suelos contaminados con crudos livianos y medianos
y demostraron que el mejor parametro para detectar
variaciones en la fitotoxicidad es la elongacion del
hipocotilo, lo que sugiere la importancia de utilizar
un indice de toxicidad modificado que considere el
crecimiento del hipocotilo.

Comparacion entre el IIF y el IG de Zucconi

Los indices de toxicidad permiten determinar los
efectos de los compuestos de manera global al utilizar
varios parametros de crecimiento. Sin embargo, al-
gunos indices pueden ser mas efectivos dependiendo
del compuesto y de los organos de las plantas que
se vean afectados. En la cuadro I se comparan los
indices IG y IIF. Aunque esta normalizado, acotado
y es comparable entre distintos experimentos, el
indice IG de Zucconi et al. (1981) no considera el
efecto toxico de los compuestos sobre la longitud de
los hipocoétilos.

La diferencia entre los resultados obtenidos con
el empleo de los indices mencionados se muestra en
el cuadro I, donde puede observarse que, como se
menciono anteriormente, en el caso del fenantreno la
inhibicién en el crecimiento de los hipocotilos ocurre
a partir de 50 mg/L, lo que demuestra la toxicidad
del compuesto. Por el contrario, hubo un estimulo en
el crecimiento de la longitud de las radiculas, por lo
que el indice IG indica que no hay toxicidad e incluso
parece haber solo un estimulo en el crecimiento. El
indice que se utiliza en este estudio indica toxicidad
de 14y 7% a 50y 100 mg/L de fenantreno, respecti-
vamente, por lo que genera un resultado mas apegado
a la realidad gracias a su mayor sensibilidad.

CONCLUSIONES

Se demostro6 que bajas concentraciones de naftale-
no, fenantreno, pireno y saturados, generaron estimu-
los de crecimiento en las plantulas de L. sativa. Por
otro lado, a altas concentraciones de hidrocarburos
el crecimiento del hipocétilo fue el parametro mas
afectado, lo que sugiere la importancia de utilizar
un indice de toxicidad modificado que considere el
crecimiento de este segmento.
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El orden de toxicidad de los hidrocarburos segtin
el indice propuesto IIF fue el siguiente: naftaleno
(100) > fenantreno (65) > pireno (64) > aromaticos
(27) > CEP (7) > saturados (1).

El IIF permitié evidenciar que el hongo hidrocar-
bonoclastico Penicillium (BM-83) tiene la capacidad
de biotransformar los hidrocarburos sin generar
compuestos mas toxicos que los originales.
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