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ESTUDIO DE TOXICIDAD VEGETAL EN SUELOSCON PETROLEOS

NUEVO E INTEMPERIZADO

Maria del Carmen Rivera-Cruz y Antonio Trujillo-Narcia

RESUMEN

El estudio dd comportamiento de plantas en suelos contamina-
dos con petrdleo permite identificar y seleccionar especies fitoindi-
cadoras de tal contaminacién. Se estudio € efecto del petréleo en
el suelo sobre la diversidad, cobertura y productividad en una pra-
dera en e sureste de México. Se evaluaron diferentes concentracio-
nes de petréleo nuevo e intemperizado en la germinacién, creci-
miento, biomasa aérea, radical y total, y nimero de nédulos. La
pradera se dividid en cuatro areas segun la concentracion de hi-
drocarburos totales de petrdleo (HTP): 150, 2791, 9035 y 79457mgkg™.
La mayor diversidad vegetal se encontrd en los dos suelos mas
contaminados pero la produccién de biomasa se redujo hasta 50%
respecto al suelo con menos HTP. Se realizaron tres experimentos
secuenciales en plantulas durante 32 dias de exposicion al petrdleo,
y en plantas durante 150 dias de exposicidn, en arreglo factorial y

disefio al azar, con las especies Echinochloa polystachya, Brachiaria
mutica, Cyperus articulatus, Cyperus sp. y Mimosa pigra Se prepa-
raron tres concentraciones (50000, 100000 y 150000 mg-kg?) para
compararlos con € petréleo intemperizado (79457mgkg?). Se aplico
e protocolo OCDE N°208 para evaluar efecto toxico en plantulas y
para plantas se disefidé un protocolo. Se evaluaron germinacion, al-
tura, longitud de raiz, biomasa y nimero de nddulos. Hubo diferen-
cias significativas en todas las variables en plantulas y plantas de
las cinco especies. La germinacion se asocio positivamente con las
mayores concentraciones de petrdleo intemperizado, pero se reduje-
ron crecimiento, longitud de la raiz, biomasa y nimero de nédulos
en plantulas. En plantas todas las variables fueron reducidas. Las
epecies mas sensibles, mgores fitoindicadoras de niveles toxicos, fue-
ron E. polystachya y B. mutica en plantulas, y M. pigra en plantas.

I ntroduccioén

El petréleo esta formado
(Huesemann, 1994; Dorn et
al., 1998) por la fraccién polar
(asfaltenos y resinas), por los
hidrocarburos (saturados y aro-
méticos) y por concentraciones
bajas de Ni, Fey V (Freed-
man, 1995). Los hidrocarburos
producen efectos dafinos en
animaes y plantas (Pothuluri y
Cerniglia, 1994; Dorn et al.,

1998; Lin y Mendelssohn,
1998;). Lainhibicion de la ger-
minacion, la disminuciéon del
crecimiento vegeta y la muerte
de las plantas son indicadores
de la toxicidad de los hidrocar-
buros (Powell, 1997). El creci-
miento de las plantas puede ser
inhibido por la exposicién a
concentraciones iguales o su-
periores a 40000mg-kg? de
hidrocarburos totales del pe-
tréleo (HTP), mientras que

concentraciones inferiores a
5000mg-kg* normamente no
causan efectos dafiinos en el
crecimiento vegetal (Kulakow,
1998). Salanitro et al. (1997)
identificaron que concentracio-
nes de 4200 a 9600ppm de
crudo mediano, y 25000 a
26000ppm de crudo liviano in-
hibieron la germinacion de las
semillas de avena (Avena
sativa), trigo (Triticum aesti-
vum) y maiz (Zea mays).

Pruebas ecotoxicoldgicas rea-
lizadas por Dorn y Salanitro
(2000) con concentraciones de
37700 a 122200ppm de cru-
dos liviano, mediano y pesado
inhibieron la germinacion de
semillas de maiz. La produc-
cién de biomasa total de plan-
tas de cebada (Hordeum
vulgare) disminuy6 hasta 57%
por el efecto de la exposicion
a 40000mg-kg* de HTP (Porta
et al., 1999).
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SUMMARY

The study of plant behavior in petroleum contaminated soils
allows the identification and sdection of oil pollution indicator spe-
cies. The effect of soil petroleum on the diversity, canopy and pro-
ductivity of a prairie in Southeastern Mexico was studied. Different
and tempered petroleum concentrations were evaluated on the ger-
mination, growth, aerial, root and total biomasses, and number of
nodules. The praire was divided in four areas according to the total
petroleum hydrocarbons (THP) concentration: 150, 2791, 9035 and
79457mg-kg?. The largest diversity was found in the two most con-
taminated soils but biomass production was 50% lower than in the
soil with less THP. Three sequential experiments were carried out,
on sprouts for a 32 day exposure to oil, and on plants for a 150
day exposure, using a random factorial analysis and the species

RESUMO

O estudo do comportamento de plantas em solos contaminados
com petroleo permite identificar e sdlecionar espécies fito-indicadoras
de tal contaminacgdo. Estudou-se o efeito, do petréleo no solo, sobre
a diversdade, cobertura e produtividade em um prado no sudeste do
México. Avaliaram-se diferentes concentragdes de petréleo novo e
intemperizado na germinagdo, crescimento, biomassa aéreq, radical e
total, € 0 nimero de nddulos. O prado dividiu-se em quatro areas
segundo a concentragéo de hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTP):
150, 2791, 9035 e 79457mg-kg-1. A maior diversidade vegetal en-
controu-se nos dois solos mais contaminados mas, a producdo de
biomassa reduziu-se até 50% com respeito ao solo com menos HTP.
Realizaram-se trés experimentos seqlienciais em plantulas durante 32
dias de exposicio ao petrdleo, e em plantas durante 150 dias de ex-
posicdo, em arranjo fatorial e modelo ao azar, com as espécies

Echinochloa polystachya, Brachiaria mutica, Cyperus articulatus,
Cyperus sp. and Mimosa pigra. Three concentrations (50000,
100000 y 150000 mg-kg™') were prepared for comparison with tem-
pered petroleum (79457mg-kg?). OECD Protocol N°208 was applied
to evaluate the toxic effects on sprouts and a protocol was designed
for plants. Germination, height, root length, biomass and number of
nodules were evaluated. Sgnificant differences were found in all
variables in sprouts and plants of the five species. Germination was
positively associated with the largest tempered petroleum concentra-
tions but growth, root length, biomass and number of nodules were
reduced in sprouts. In plants all the variables were reduced. The
most sensitive species, best phytoindicators of toxic levels were E.
polystachya and B. mutica in sprouts and M. pigra in plants

Echinochloa polystachya, Brachiaria mutica, Cyperus articulatus,
Cyperus sp. e Mimosa pigra. Prepararam-se trés concentraces
(50000, 100000 y 150000 mg-kg?') para comparar com o petréleo
intemperizado (79457mg-kg?). Aplicou-se o protocolo OCDE N°208
para avaliar efeito téxico em plantulas e para plantas se desenhou
um protocolo. Avaliaram-se germinacao, altura, longitude da raiz, bi-
omassa e nimero de nodulos. Houve diferencas significativas em to-
das as variaveis em plantulas e plantas das cinco espécies. A germi-
nacéo se associou positivamente com as maiores concentracoes de
petréleo intemperizado, mas se reduziram crescimento, longitude da
raiz, biomassa e nimero de nédulos em plantulas. Em plantas, todas
as variaveis foram reduzidas. As espécies mais sensivels, melhores
fito-indicadoras de niveis toxicos, foram E. polystachya e B. mutica
em plantulas, e M. pigra em plantas.

Las plantas que crecen en
suelos con hidrocarburos
como las gramineas Cynodon
dactylon y Festuca arundina-
cea (Banks, 1997), Echino-
chloa polystachya y Pas-
palum virgatum (Rivera-Cruz
et al., 2002) y las legumino-
sas Phaseolus vulgaris y Tri-
folium repens (Banks, 1997;
Chaineau et al., 1997) pue-
den ser bioindicadores de la
calidad del suelo, lo que per-
mite valorar y determinar los
factores de riesgo asociados
con la exposicion de la plan-
ta a petréleos nuevo (recién
extraido del subsuelo) o in-
temperizado (expuesto a las
condiciones ambientales al
menos durante 20 afos) vy &
petréleo acumulado en el
suelo por derrames cronicos.

La Norma Oficial Mexica-
na NOM-EM-138-ECOL-
2002 establece que los limi-
tes maximos permisibles de
contaminacion en suelos con
usos agricola, o de conserva-
cion o forestal, no deben re-
basar 1000mg de HTP por
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cada kg de suelo seco
(NOM, 2002). La norma
ambiental en México no uti-
liza plantas como indicado-
res de toxicidad en el suelo,
y la Ley General del Equili-
brio Ecolégico y la Protec-
cion al Ambiente no especi-
fica el uso de estos bioindi-
cadores. Para obtener indica-
dores de fitotoxicidad del
petréleo en suelos de las zo-
nas petroleras de Tabasco, es
necesario identificar y medir
la sensibilidad de las plantas
nativas. Los objetivos del
presente trabajo fueron: a)
estudiar el efecto del petro-
leo en el suelo sobre la di-
versidad, cobertura y pro-
ductividad de una pradera;
b) evaluar y explicar el efec-
to de diferentes concentra-
ciones de petréleos nuevo e
intemperizado en la germi-
nacion, crecimiento, biomasa
aérea, de raiz y total, y en
el nimero de nodulos; y c)
identificar especies fitoindi-
cadoras de la toxicidad del
petréleo en el suelo.

Materiales y Métodos

Se readlizaron tres activida-
des secuenciales: 1) Colecta
de plantas en cuatro areas con
diferentes concentraciones de
petréleo en e suelo. 2) Mues-
treo de suelos en las cuatro
areas, andlisis de las propie-
dades fisicas y quimicas, y
cuantificaciéon de los HTP. 3)
Ensayos de toxicidad del pe-
tréleo con plantulas y plantas,
con protocolos estandarizados
(Figura 1).

Trabajo de campo

El estudio se realizé en
6,25ha, en el ejido José N.
Rovirosa, municipio Hui-
manguillo, Tabasco, México
ubicado en 94°02'31"N vy
18°04'54" 0. La temperatura
media anual es de 32°C y la
altitud de 20msnm. El suelo
es un Gleysol antraquico
(FAO, 1998) cultivado con
pastos de uso forrajero y en
algunas partes existe vegeta-
cion nativa herbéacea y arbus-

tiva. La concentracion de
HTP en el suelo superficial
(0-30cm), determinada con el
método analitico EPA 418.1
(EPA, 1986), vario de 150 a
79457 por kg de suelo seco
(mg-kg?). La concentracion
de HTP fue la base para divi-
dir el terreno evaluado en
cuatro éreas (Tabla l). Se de-
terminé la cobertura vegetal y
la produccién de biomasa ve-
getal en dos épocas (primave-
ray otofio de 2002) mediante
el método del metro cuadra-
do. Se cuantifico la diversidad
vegetal por cobertura (Stiling,
1999) con €l indice de Simp-
son [D=Z(n/N)?]. La selec-
cién de plantas utilizadas para
los ensayos en invernadero se
determind por la mayor co-
bertura vegetal.

Ensayos de fitotoxicidad

Los tres ensayos en inver-
nadero (Figura 1) se realiza-
ron en las instalaciones del
Campus Tabasco del Colegio
de Postgraduados, localizado
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Primer ensayo:
Evaluacion de
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(plantula 32 d, con
petréleo intemperizado)
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(planta 150 d, con
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v

Protocolo disefiado
(planta 150 d, con
petréleos nuevo
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utilizé el Protoco-
lo N°204 de la

« Germinacion (%)
« Altura (cm)
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* Biomasa total (g)
*Nodulos (no.)

\AA/
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*Biomasa de raiz (g)
*Biomasa aérea (g)
*Biomasa total (g)
*Nédulos (no.)

Analisis
de resultados

ANOVA

v

v

Organizacién para
la Cooperacion y
Desarrollo Econo6-
mico (OECD,
1984). Se hicieron
tres modificacio-
nes: a) se utilizé
un recipiente de
vidrio més grande
(envase de 22cm
de ancho, 32cm
de largo y 7cm de

indices fitotoxicidad [ atly
por variable

Figura 1. Flujograma del trabajo de campo y de los ensayos de fitotoxicidad.

en H. Céardenas, Tabasco,
México. El clima es célido
himedo con abundantes |lu-
vias en verano y la tempera-
tura media anual es 25,8°C
(INEGI, 2001). Los ensayos
de fitotoxicidad se realizaron

Establecimiento de diferencias
significativas entre tratamientos

profundidad) en
lugar de la caja de
Petri de 20cm de

con las cinco especies con
mayor cobertura en las cuatro
areas evaluadas: |os pastos
aleméan (Echinochloa polysta-
chya) y egipto (Brachiaria
mutica), dos especies nativas
localmente denominadas ce-

diametro; b) se
sembraron 100 se-
millas o yemas
por unidad experimental; y c)
se evaluaron otras variables.
El ensayo se realiz6é del 16
ene a 17 feb, 2003. Se utili-
zaron e suelo del Area 1 con
concentracion basal de HTP
(150mg-kg?), los suelos de

TABLA |

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA CAPA SUPERFICIAL (<0,30M)

DEL SUELO UTILIZADO

Variable Area 1 Area 2 Area 3 Area 4
NO; (mg-kg?) 2 10 2.8 9
NH, (mg-kg?) 10 55 17 59
P,O, Olsen (mg-kg) 21 15 17 36
CIC (cmol*-kg?) 17 24 56 44
pH (H,0, relacién 1:2) 5,0 4,6 4,7 4,2
CE (dS'm?) 0,47 0,81 1,56 0,55
Na (cmol*kg?) 2.4 7,57 16,17 5,04
Ca (cmol*kg?) 8,5 9,6 25,0 11,9
Mg (cmol*-kg?) 3,87 9,21 15,63 3,63
K (cmol*kg?) 0,12 0,11 0,20 0,40
MO (%) 3 28 44 84
Textura Miggjon-arcillosa*  Migajon-arcillosa  Migajon-arcillosa  Migajon-arcillosa
HTP (mg-kg?) 150 2791 9035 79457

* También denominada franco-arcillosa (loam clay).
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Areas 2 a 4, con 2791, 9035
y 79457mg-kg? de petréleo
intemperizado, respectivamen-
te, y las cinco especies vege-
tales arriba mencionadas, con
cuatro repeticiones por trata-
miento. Se aplico un disefio
completamente al azar con
arreglo factorial 4x5. Se sem-
braron 100 yemas de cada
pasto (dleman y egipto) y 100
semillas (cebollin, tulillo y
zarza) en cada envase de vi-
drio. El riego con agua desti-
lada se efectu6 cada 24h y la
humedad del suelo se mantu-
vo en 23%. Las plantulas se
cosecharon a los 32 dias. En
la Figura 1 se observan las
variables para medir el efecto
del petroleo intemperizado.

Segundo ensayo: Evalua-
cion de plantas en suelo con
petroéleo intemperizado. El
segundo estudio se realizé
durante 150 dias (23 nov
2002 a 23 abr 2003) utili-
zando los cuatro suelos, las
cinco especies vegetales, el
disefio experimental, el arre-
glo factorial y las repeticio-
nes como en el primer ensa-
yo. Se utilizaron contenedo-
res (frascos de vidrio ambar)
con capacidad de 1800g de
suelo. Las yemas y las semi-
Ilas de las cinco especies
vegetales se sembraron en
suelo sin petroleo 30 dias
antes del inicio del experi-
mento, se trasplantaron dos
plantulas de 10cm de altura
a cada contenedor, 15 dias
después se elimind una plan-
tula de cada contenedor. Se
aplico riego con agua desti-
lada cada 24h y la humedad
se mantuvo en 23%. Las va-
riables evaluadas se mencio-
nan en la Figura 1.

Tercer ensayo: Evalua-
cion de plantas en suelos
con petroleos nuevo e in-
temperizado. Este se realizo
durante 150 dias (8 feb a 8
de jun 2003). Se utilizaron
las cinco especies vegetales
y cinco concentraciones de
petréleo: el testigo consis-
tente en el suelo del Area 1
con el menor contenido de
HTP (150mg-kg?), tres ni-
veles (50000, 100000 y
150000mg-kg?t) de crudo li-
viano nuevo (extraido el 4
feb 2003), y el mayor nivel

371



TABLA 11

COBERTURA (%), INDICE DE DIVERSIDAD Y BIOMASA TOTAL EN SUELOS
CONTAMINADOS CON CRUDO INTEMPERIZADO

Especie vegetal

Pasto ademan (E. polystachya)
Pasto egipto (B. mutica)

Pasto cabezédn (P. virgatum)
Ceballin (Cyperus sp.)

Tulillo (Cyperus articulatus)
Espadafio (Typha sp.)

Qjilla (Thalia sp.)

Florecilla (Asteraceae)

Ufia de gato (S lanceifolium)
Tule (Juncaceae)

Bejuco 1 (Convulvulacese)
Bejuco 2 (Curcurbitaceae)
Chipilin silvestre (Crotalaria sp.)
Zarza (Mimosa pigra)
Diversidad (NUmero de especies)
HTP (mgkg?)

indice de Simpson (% cobertura)
Biomasa tota (g)

Primavera (abril 2002)

Otofio (noviembre 2002)

Area Area
2 3 4 2 3 4
95 93 3 5 97 90 2 5
50 50 5
3
2 40 5 25
2 20 5 25 20
30 35
3 2
5 2 2 3 2
3
3 5
4
3
3 3
3 2
2 4 6 6 2 4 9 8
150 2791 9035 79457
0905 0866 0413 0,294 0942 0814 0322 0,234
2350 2300 1905 1053 7190 7091 6135 3858

de crudo intemperizado
(79457mg-kgt). Se aplicé un
disefio completamente al azar
con arreglo factorial 5x5 y
cuatro repeticiones por trata-
miento. El manejo y las va-
riables evaluadas fueron las

mismas del segundo ensayo.

Andlisis estadistico

Se aplicd el procedimiento
GLM para d andiss estadigtico,
asi como la prueba de Tukey
para determinar diferencias esta-
didticas de las medias de los tra-
tamientos (p<0,05; SAS, 1989).

TABLA 1l

indices de fitotoxicidad

El indice de fitotoxicidad re-
presenta la respuesta de la
plantula o la planta a la exposi-
cion a los petrdleos nuevo o
intemperizado. Se compararon
a nivel de plantula con la

RESPUESTA DE LAS PLANTULAS A LOS 32 DIAS DE EXPOSICION EN SUELOS
CONTAMINADOS CON PETROLEO INTEMPERIZADO

Especie Suelo  Concentracién Germinacién Altura Longitud Biomasa Nodulos
vegetal HTP (mg-kg?) (%) plantula (cm) raiz (cm) total (@) (N°)
Pasto alemén 1 150 100a* 16,6b 12ba 34a -
2 2791 49b 3la 18,7a 4a -
3 9035 33d 8b 4,6b 2b -
4 79457 46¢ 8,7b 9,6b 2,3b -
Pasto egipto 1 150 88b 17b 13b 3,4b -
2 2791 33c 32a 22a 4,5a -
3 9035 17d 14b 9cb 2,3c -
4 79457 100a 5,9¢c 6c 1,9¢ -
Cebollin 1 150 35d 19 9% 6a -
2 2791 80b 17a 14a 5b -
3 9035 100a 6b 5¢c 3,7¢c -
4 79457 50c 1c 1d 1d -
Tulillo 1 150 36d 20a 10b 8a -
2 2791 82b 18a 16a 6b -
3 9035 100a 7b 6c 4,5¢ -
4 79457 50c 2c 2d 2d -
Zarza 1 150 46¢ 6a 6a 8,2a 3a
2 2791 67b Ta 8a 8ab 4a
3 9035 47c 6a 7a 6b 0,47b
4 79457 100a 4b 3b 4c Ob

* Medias con la misma letra dentro de cada especie vegetal no tienen diferencias estadisticas (Tukey, p<0,05).

372

prueba de Tukey (p<0,05) los
resultados de medias de la
germinacion, atura de plantu-
la, longitud de raiz, biomasa
total y €l nimero de nédulos
de la leguminosa zarza. En las
plantas se compararon la atu-
ra, biomasa de raiz, aérea y
total, y nimero de nédulos. El
célculo del indice relativo de
fitotoxicidad (IRF) se realizo
para cada especie vegetal y
para cada variable. Los IRF de
cada una de las variables eva-
luadas del tratamiento control
(150mg-kg?) se tomaron como
referencia para medir los efec-
tos del petréleo nuevo o in-
temperizado. El indice absolu-
to de fitotoxicidad (IAF) se
determind para cada una de las
cinco especies vegetales me-
diante la suma de los IRF co-
rrespondientes. Los IRF y los
IAF mayores representan ma-
yor efecto fitotdxico y vicever-
sa. Los valores de los indices
se calcularon como IRF= Tra
tamiento testigo / Tratamiento
con petréleo; e IAF=ZIRF.

Resultados y Discusion

Diversidad vegetal y biomasa
total en suelos contaminados
con petréleo intemperizado

La diversidad vegetal y la
biomasa total en las cuatro
areas fueron diferentes en los
muestreos realizados en abril y
noviembre de 2002 (Tabla I1).
La diversidad fue mayor en
ambos muestreos en las Areas
3 y 4, que tienen 9035 y
79457mg de HTP por kg de
suelo seco, respectivamente,
pero la produccion de biomasa
total fue hasta 50% menor res-
pecto al Area 1 (150mg-kg?),
donde hubo manejo agricola
intensivo del productor (prade-
ras compuestas por los pastos
aleman y egipto). Las Areas 1
y 2 tuvieron menor diversidad
vegetal porque € pasto aleman
0 € pasto egipto, con numero-
sos tallos vigorosos, acanza-
ron una alta dominancia, con
coberturas mayores al 90%.
Las Areas 3 y 4 tuvieron ma-
yor diversidad vegetal a haber
menor competencia, encontran-
dose espacios libres entre los
macollos de los pastos, cuyos
tallos primarios son delgados,
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TABLA IV

RESPUESTA DE LAS PLANTAS A LOS 150 DIAS DE EXPOSICION EN SUELOS
CONTAMINADOS CON PETROLEO INTEMPERIZADO

Especie Suelo  Concentracion Altura Biomasa Biomasa Biomasa Nodulos
vegetal HTP (mg-kg?) plantula (cm) raiz (g) aérea (cm) total (Q) (n)
Pasto aleman 1 150 69a* 28a 14a 1l4a -

2 2791 59b 11b b 18b -

3 9035 34c 10b 7b 17b -

4 79457 27c 2c 2c 4c -
Pasto egipto 1 150 143a 16a 17a 33a -

2 2791 131a 11b 16a 27b -

3 9035 96b % 13a 22b -

4 79457 36¢ 1c 1b 2c -
Ceballin 1 150 3% 6a 6a 12a -

2 2791 37a 3b 5,6ba 8,6b -

3 9035 35a 3b 4,6b 7,6b -

4 79457 6b 0,2c 0,4c 0,6¢c -
Tulillo 1 150 50a 1,1a 1,9a 3,09a -

2 2791 49a 0,8b 2a 2,8a -

3 9035 43a 0,4b 1,4b 1,8a -

4 79457 13b 0,05c 0,09c 0,14b -
Zarza 1 150 129a 15a 28a 43a 30a

2 2791 84b 2,3b 8,7b 11b Ob**

3 9035 36¢ 0,5b 1,5¢c 2,0c Ob**

4 79457 9,6d 0,5b 0,29c 0,34c Ob**

* Medias con la misma letra dentro de cada especie vegetal no tienen diferencias estadisticas (Tukey, p<0.05).

** No hubo produccién de nédulos.

elongados y sin talos secunda-
rios ni terciarios (plantulas). El
espacio fue ocupado por las
otras especies vegetales (Tabla
I1). La supervivencia de las
plantas en los suelos con pe-
tréleo intemperizado posible-
mente se debe a lo sefialado
por Cunningham et al. (1996),
gue disminuyen los niveles de
toxicidad de los contaminantes
por los procesos bioquimicos
gue ocurren en el sistema
rizosférico.

La dominancia, medida co-
mo indice de Simpson, varié
de 0,234 en el Area 4 donde
se encontraron ocho especies
vegetales a 0,94 en el Area 2
con solo dos especies, de las
gue el pasto aleman alcanzé
97% de cobertura. Las meno-
res biomasas vegetales en pri-
mavera y otofio, encontradas
en las Areas 3 y 4, tienen re-
lacién inversa con los conte-
nidos de petréleo intemperiza-
do. Estos resultados fueron si-
milares a los obtenidos por
Porta et al. (1999) en cultivo
de cebada (Hordeum vulgare)
y por Lin y Mendelssohn
(1998) en plantas de Spartina
alternifloray S patents.

Plantulas en suelo con
petréleo intemperizado

La germinacién evidencio
diferencias estadisticas signifi-
cativas entre tratamientos
(p<0,05). El porcentaje de
germinacion varié segun la
especie vegetal y la concen-
tracion de petréleo en e suelo
(Tabla I11). La germinacién de
las yemas del pasto aleman
fue inhibida por el petréleo
hasta en 33%, en cambio el
petréleo promovio ligeramente
la germinacién de las yemas
del pasto egipto y en més de
dos veces la de las semillas
de las dos ciperéaceas y de la
leguminosa. Los resultados de
ensayos de germinacion de
Ortiz (2001) con Cyperus
elegans fueron similares a los
obtenidos con las de cebollin
(Cyperus sp.) y con tulillo (C.
articulatus). De acuerdo con
Salisbury y Ross (1999) la
germinacién de la semilla ini-
cia con la hidratacion o imbi-
bicion; el agua entra al em-
brion e hidrata las proteinas,
después inicia la formacion o
activacion de enzimas que
originan un incremento en la
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actividad metabdlica. La in-
fluencia positiva del petréleo
sobre la germinacion de la se-
milla parece estar ligada a un
aumento en la entrada del
agua en el endospermo y en
la cubierta seminal, de modo
gue ocurren cambios enzima-
ticos en menor tiempo. Los
resultados obtenidos no iden-
tifican las causas que promo-
vieron la germinacion, y las
reacciones deben ser explica-
das a nivel enzimético y bio-
quimico. De acuerdo con
Bossert y Bartha (1985) y
Salanitro et al. (1997) ciertas
fracciones del petrdleo pueden
funcionar como auxinas
promotoras de la germinacion.

La mayor altura de las
plantulas y la mayor longitud
de las raices de las cinco es-
pecies se presentd en el suelo
con un valor de HTP de
2791mg-kg? (Tabla I11). Re-
sultados semejantes fueron
encontrados por Plice (1946)
en cultivo de algodén con
aplicaciones de concentracio-
nes bajas de productos aceito-
sos para €l control de plagas.
La mayor produccion de bio-
masa total de los pastos ale-

man y egipto se encontré en
el suelo con 2791mg-kg?, lo
cual demuestra mayor toleran-
cia a petréleo. En las otras
tres especies fue en el suelo
con 150mg-kg? donde se pro-
dujo mayor biomasa. Cabe
sefidlar que aunque €l porcen-
taje de germinacion fue ma-
yor en el suelo mas contami-
nado, no se reflgjé en la bio-
masa porque las raices crecie-
ron muy atrofiadas (cortas y
gruesas); ademas la altura de
la planta y la longitud de la
raiz fueron severamente afec-
tadas (Tabla I11).

La exposicion de las plan-
tas al petréleo pueden inhibir
el crecimiento y la produc-
cion de biomasa (Huang et
al., 1995; Ramanathan y
Burks, 1996), aumentar la
biomasa (Bossert y Bartha,
1985; Salanitro et al., 1997;
Dorn et al., 1998; Dorn y
Salanitro, 2000), e incluso no
producir efectos fitotoxicos
(Ren et al., 1996; Ortiz,
2001). Esta respuesta variable
depende, segln Ortiz (2001),
de los tipos de petroleo y de
suelo, de la especie vegeta y
de las condiciones generales
de experimentacion. El efecto
promotor del petroleo es atri-
buible a que ciertos hidrocar-
buros o sus metabolitos fun-
cionan como auxinas natura-
les (Bossert y Bartha, 1985;
Salanitro et al., 1997). La
mayor sensibilidad de la zarza
a la exposicion del petroleo
intemperizado fue evidente en
el ndmero de nddulos en las
raices. Los nédulos se forma
ron en los dos suelos con me-
nor concentracién de petréleo
intemperizado (Tabla I11).

Crecimiento, biomasa

y nodulacion de plantas
en suelo con petroleo
intemperizado

La altura de la planta, la
biomasa y la nodulacion evi-
denciaron diferencias estadis-
ticas significativas (p<0,05)
entre las medias de los trata-
mientos con diferentes con-
centraciones de petroleo in-
temperizado en el suelo (Ta-
bla IV). La dturay la bioma-
sa de las cinco especies vege-
tales y la nodulacion de la
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zarza fueron severamente re-
ducidas por el efecto de
79457mg-kg? de petréleo en
el suelo. La mayor disminu-
cién de la altura fue 14 ve-
ces en plantas de zarza; la
mayor reduccién de la pro-
duccion de biomasa total fue
126 veces en plantas de zar-
za; la nodulacion en esta le-
guminosa tuvo el mismo
comportamiento.

Las plantas de cebollin y
tulillo, pertenecientes a géne-
ro Cyperus, presentaron me-
nor sensibilidad al petréleo en
el suelo, los resultados de al-
tura de planta y biomasa total
no tuvieron diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos
con 150, 2791 y 9035mg-kg?
pero si hubo diferencia a es-
tablecerla en suelo con
79457mg-kg?. Las plantas del
género Cyperus acomparfian a
los cultivos que han evolucio-
nado en sitios contaminados
(Grime, 1982). Estas plantas
son ruderales cuya adaptacion
esta dirigida hacia la supervi-
vencia en situaciones en don-
de imperan factores limitantes
y alta perturbacion.

Las plantas de zarza fue-
ron las mas sensibles a la
presencia de petroleo intem-
perizado en el suelo. Los
valores mayores de altura,
biomasa de raiz, aérea y to-
tal, asi como del nimero de
noédulos ocurrieron en el
suelo con 150mg-kg?, y los
mas bajos se encontraron en
el suelo con 79457mg-kg™.
La ausencia total de nddulos
en la raiz de las plantas de
zarza en los tres suelos mas
contaminados puede ser atri-
buible a las condiciones am-
bientales desfavorables
(Drevon, 1995), que en este
caso particular se debe a la
presencia de petréleo, 1o que
inhibe las poblaciones de
rizobia. No obstante lo ante-
rior, si se comparan los da-
tos de nodulacion reportados
en las Tablas IV y V, parece
ser que una fraccion del pe-
tréleo intemperizado, no pre-
sente en el tratamiento con
50000mg-kg? de petréleo
nuevo, es el factor restrictivo
qgue inhibe o elimina en el
suelo la poblacion de rizobia
especificos en la rizosfera de
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TABLA V

CRECIMIENTO, BIOMASA' Y NODULACION DE LAS PLANTAS A LOS 150 DIAS
DE EXPOSICION EN SUELOS CON PETROLEOS NUEVO E INTEMPERIZADO

Especie Suelo  Concentracion HTP Altura Biomasa Biomasa Biomasa Nodulos
vegetal (mgkg') Base seca planta (cm)  raiz (g) aérea (cm) total () (n)
Pasto adleman 1 150* 142a8** 19b 23a 42b -

2 50000* 84ba 29 23a 52a -

3 79457+ ** 18c 3,6¢ 2b 5,6¢ -

4 100000* 59b 33a 22a 55a -

5 150000* 8d 1,3c 1b 2,3c -
Pasto egipto 1 150 160a 44a 34a 78a -

2 50000 144b 34ba 29a 63a -

3 79457 34c 1c 0,8b 1,8c -

4 100000 141b 30b 12b 42b -

5 150000 2d 1c 0,8b 1,8c -
Cebollin 1 150 53a 6a 5,8b 11,8b -

2 50000 55a 5a 13a 18a -

3 79457 29c 1,3b 0,8c 2,1c -

4 100000 3% 5a 7b 12b -

5 150000 0d® 0b® 0d® Oco -
Tulillo 1 150 76a 10a 9 19a -

2 50000 63a 8a 16a 24a -

3 79457 7c 1,4b 0,8c 2,2b -

4 100000 33b 1,2b 5cb 6,2b -

5 150000 25b 0,4b 1,8¢c 2,2b -
Zarza 1 150 149a 18a 42a 60a 40a

2 50000 94b 5b 10b 15b 22b

3 79457 9d 0,8d 0,3d 1,1d 0co¢

4 100000 38c 3c 5¢c 8c 0c®

5 150000 0e? 0d® 0d® 0,4d 0co¢

* Petréleo nuevo. ** Medias con la misma letra dentro de cada especie vegetal no tienen diferencias estadisticas
(Tukey, p<0,05). *** Petrdleo intemperizado. ¢ Las plantas no sobrevivieron a esta concentracion de petréleo nue-

vo. 9O0No hubo formaciéon de nédulos.

la leguminosa zarza, y en
consecuencia elimina la no-
dulacion.

Crecimiento, biomasa y
nodulacién en plantas
en suelos con petroleos
nuevo e intemperizado

La altura de la
planta, la biomasa
de la raiz, la bio-
masa aérea, la
biomasa total y el
nimero de nédu-
los fueron estadis-
ticamente diferen-
tes (p<0,05) entre
los tratamientos
con diferentes

70 4

50 4

30 1

Biomasa total (g)

10 4

90 7 [Pasto aleman

las cinco especies vegetales
fue mayor en € suelo con me-
nor concentracién de HTP
(150mg-kg?). Las reducciones
més severas se encontraron en
los suelos con 79457mg-kg*
de HTP intemperizado y con
150000mg-kg* de HTP de pe-
tréleo nuevo (Tabla V).

[ Pasto egipto

i I

[ Cebollin

La especie vegetal mas sen-
sible a la exposicion cronica
del petrdleo fue la leguminosa
zarza. Los resultados obtenidos
alos 150 dias muestran que en
el suelo control (150mg-kg?)
las plantas tuvieron mayor al-
tura, la biomasa més grande y
el mayor nimero de nédulos

CTulillo Wl Zarza

Ll

concentraciones y 150

edades de petro-
leos (Tabla V). La
atura de la planta
y la produccion de

biomasa total en exposicién.

50000

79457
(Intemperizado)

100000 150000

Hidrocarburos totales del petréleo (mg-kg-')

Figura 2. Produccion de biomasa total en cinco especies vegetales en suelos con
diferentes concentraciones de petréleos nuevo e intemperizado, durante 150 dias de
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Figura 3. Indices relativos (a) y absolutos (b, ¢, d) de fitotoxicidad de cinco especies vegetales expuestas a petréleo, determinados por los va-
lores de la germinacion, atura, longitud de raiz, biomasa y nimero de nddulos. a indice relativo de fitotoxicidad de germinacion, 32 dias
de exposicion; b: indice absoluto de fitotoxicidad, 32 dias de exposicion; ¢: indice absoluto de fitotoxicidad, 150 dias de exposicion; d:
indice absoluto de fitotoxicidad, 150 dias de exposicion.

(TablaV) y d efecto fitotoxico
fue menor. A diferencia de
los resultados de la zarza (Te-
bla IV) donde no hubo for-
macion de nédulos a los 150
dias en los suelos con petro-
leo intemperizado, en los sue-
los control y con 50000mg-kg*
se formaron nédulos, lo que
sugiere que las propiedades
fisicas y quimicas que requie-
re la rizobia para infectar la
raiz y formar el nédulo son
adecuadas en estos suelos
contaminados.

Las plantas de cebollin y
tulillo fueron tolerantes a
50000 mg-kg?, lo que parece
estar relacionado con una
respuesta de superviviencia a
condiciones de estrés origina
do por €l petréleo en el sue-
lo. Segln Grime (1982) las
Ciperaceas son especies risti-
cas que toleran condiciones
ambientales criticas. La espe-
cie tulillo toleré maés el pe-
tréleo, aunque presentdé me-
nor biomasa aérea; la res-
puesta no mostré diferencias
estadisticas significativas en-
tre los tratamientos con con-
centracion basal (150mg-kg?)
y con 50000mg-kg? (Tabla
V). En investigaciones reali-
zadas por Rivera (2001),
quien evalud la respuesta del
pasto aleman a 50000 y
100000mg-kg* de HTP de pe-
tréleo nuevo, se encontraron
diferencias estadisticas signifi-
cativas en la biomasa total del
pasto aleman durante 120
dias.

La Figura 2 muestra la va-
riacion de la biomasa total de
las cinco especies vegetales a
los 150 dias por el efecto de

los hidrocarburos del petrdleo.
La disminucién generalizada
de la biomasa total fue severa
por €l efecto toxico del petro-
leo intemperizado, lo que su-
giere que una fracciéon no
presente en el petréleo nuevo
origina mayor disminucion de
la produccién de biomasa de
las cinco especies vegetales,
aunque la concentracién con
150000mg-kg* también produ-
jo efecto similar en el volu-
men de la biomasa.

indices relativos y absolutos
de fitotoxicidad

Los indices de fitotoxicidad
se determinaron en plantula y
en planta por el efecto de la
exposicion de las yemas, se-
millas, plantulas y plantas a
los petréleos nuevo e intem-
perizado en el suelo. La ger-
minacién de las yemas de los
pastos aleman y egipto fue
mas afectada que las otras
tres especies durante 32 dias
de exposicién (Figura 3a).
Los IRF de los pastos fueron
mayores en los tres suelos
mas contaminados respecto al
tratamiento control, y €l ma-
yor indice se present6 en la
germinacion del pasto egipto
en suelo con 9035mg-kg? de
HTP del petr6leo intemperiza-
do, en donde solamente ger-
min6 el 17% de las yemas
sembradas (Tabla I11). Otra
respuesta fisiolégica importan-
te fue que las tres especies
sembradas con semilla (ce-
bollin, tulillo y zarza) tuvie-
ron menores IRF que el con-
trol (150mg-kg?). El efecto
fitotoxico fue menor porque
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el petréleo estimul6 la germi-
nacién de la semilla (Tabla V
y Figura 3a). Parece ser que
ciertas fracciones del petréleo
pueden funcionar como
auxinas vegetales promotoras
de la germinacion de la semi-
Ila (Bossert y Bartha, 1985;
Salanitro et al., 1997).

La germinacion de las
semillas y de las yemas en
el suelo con 79457mg-kg*
de HTP fue mayor que en
los suelos con 2791
9035mg-kg? (Tabla I1). Apa-
rentemente € efecto fitotoxico
fue menor, ya que se reduje-
ron los valores de los IRF de
los dos pastos. Los menores
IRF (mayor germinacion) en
los dos pastos parece ser una
respuesta de defensa para ase-
gurar la reproduccion; sin
embargo el efecto positivo
inicial de la mayor concentra-
cion de petréleo fue aparente
porque a los 32 dias se en-
contraron menor atura, menor
biomasa total (Tabla Ill), rai-
ces cortas y engrosadas, posi-
blemente originadas por dafios
fisicos del petroleo. Se ha re-
portado menor retencién y
disponibilidad de agua en
suelos contaminados por la
formacién de peliculas hidro-
fobicas que rodean a los agre-
gados del suelo, provocando
menor absorcién de agua (Li
et al., 1997; Sawatsky y Li,
1997).

Los IAF alos 32 dias en
plantulas de las cinco espe-
cies muestran una relacién
proporcional al incremento
de la concentracion de pe-
tréleo (Figura 3b). Los dos
pastos fueron mas tolerantes

a la toxicidad del petréleo
intemperizado, en cambio, la
planta de cebollin fue la
mas sensible en el suelo con
79457mg-kg?, con un IAF de
34,7 originado por la reduc-
cion de 19 veces de la altura
y 9 veces la longitud de la
raiz (Tabla Ill).

Las cinco especies vegeta-
les expuestas al petréleo in-
temperizado durante 150 dias
muestran |AF similares en los
pastos y las ciperaceas en los
tratamientos con HTP de 150,
2791 y 9035mg-kg? (Figura
3c); en cambio en la planta
de zarza los IAF fueron ma-
yores conforme aumento la
cantidad de petréleo. La zarza
establecida en suelo con
79457mg-kg? alcanzé un IAF
de 295, debido a la ausencia
de formacién de nédulos, me-
nor cantidad de biomasa y
menor atura de la planta (Ta-
bla 1V), fue la especie més
sensible a la exposicion a pe-
tréleo.

La comparacion del suelo
control con HTP basal
(150mg-kg?t) con los suelos
con tres concentraciones de
petréleo nuevo (50000,
100000 y 150000mg-kg?) y
con la mayor concentra-
cion de petréleo intemperi-
zado (79457mg-kg?) evi-
dencia interrelaciones inte-
resantes (Figura 3d). Los
IAF de las cinco especies
evaluadas en los suelos
control y con 50000mg-kg*
de petréleo nuevo fueron si-
milares, con excepcién del in-
dice de la zarza que fue ma-
yor (TablaV). Los IAF de los
dos pastos y del cebollin en
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el suelo con 100000mg-kg*
muestran que son especies
poco sensibles al efecto del
petréleo. En cambio la legu-
minosa zarza evidencio que
es la planta més sensible (Fi-
gura 3d). La concentracion de
150000mg-kg? originé una
tendencia similar de IAF pro-
ducida por la concentracion
con 100000mg-kg?, aunque
los indices de la zarza y ce-
bollin no pudieron ser calcu-
lados porque las plantas no
lograron sobrevivir a esta
concentracion (Tabla V). El
efecto del petréleo intemperi-
zado fue notorio en las plan-
tas del pasto egipto y de la
leguminosa zarza, siendo el
mayor |IAF registrado el de
274 en la leguminosa.

Conclusiones

1. La diversidad vegetal
fue mayor en los dos suelos
mas contaminados con petro-
leo intemperizado, debido a
gue existe menos competen-
cia por espacio, y porque en
los dos suelos menos conta-
minados las condiciones na-
turales e inducidas fueron
propicias para la pradera cul-
tivada. Las mayores cobertu-
ray productividad se encon-
traron en los dos suelos me-
nos contaminados.

2. La germinacién de las
semillas y yemas de las espe-
cies vegetales evaluadas fue
promovida por las concentra-
ciones altas de petroleos in-
temperizado y nuevo; sin em-
bargo, éstas inhibieron el cre-
cimiento, la longitud de la
raiz, la biomasa y la nodula-
cién. Concentraciones bajas
de petréleo intemperizado es-
timularon el crecimiento, la
longitud de la raiz y la bio-
masa aérea. |gualmente, con-
centraciones bajas de petréleo
nuevo promovieron el creci-
miento, la biomasa de la raiz,
la biomasa aérea y la biomasa
total. Las mayores concentra-
ciones de los petréleos intem-
perizado y nuevo originaron
mayores efectos fitotoxicos,
aparentemente a nivel de ate-
racion de las enzimas.

3. El pasto egipto (Brachia-
ria mutica) y la leguminosa
zarza (Mimosa pigra) fueron
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las especies més sensibles a
la exposicion a los petréleos
intemperizado y nuevo, indi-
cando mejor la toxicidad del
petréleo en el suelo, por lo
gue se pueden utilizar como
especies fitoindicadoras de
suelos contaminados con pe-
tréleo.
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