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Resumen

Los bioensayos con plantas constituyen una excelente herramienta en la evaluacién del riesgo ambiental y, en particular, la
utilizacion de semillas de plantas vasculares es recomendada debido a su mayor sensibilidad. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar el comportamiento de plantas nativas para ser utilizadas como indicador biolégico de contaminaciéon ambiental con
petréleo en relacién con un bioindicador estandarizado. Se analizé el indice de Germinacién (IG) de Lactuca sativa L., Atriplex
lampa (Moq.) D. Dietri. y Prosopis denudans Benth. en treinta muestras de suelo extraidas de un yacimiento petrolero a fin de
detectar efectos fitotdxicos. El IG es un método econdmico, rapido y reproducible para determinar toxicidad de suelo, ayudando
a caracterizar areas con suelos contaminados. La germinacién de Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri. y Prosopis denudans resulté mas
resistente en los suelos contaminados de un yacimiento petrolero que el bioindicador de referencia utilizado (Lactuca sativa L.).

Palabras clave: test germinacién lechuga; ecotoxicologia; contaminacion; petréleo; Atriplex lampa; Prosopis denudans.
Abstract

Plant bioassays are excellent tools for the evaluation of environmental risks. In particular the use of seeds of vascular plants is
recommended due to their higher sensitivity. The aim of this study was to evaluate the behavior of native plants in order for them to
be used as biological indicators of environmental oil pollution in relation to a standardized bioindicator. We analyzed the germination
index (Gl) of Lactuca sativa L., Atriplex lampa (Mog.) D. Dietri. and Prosopis denudans in thirty soil samples taken from an oil field to
detect phytotoxic effects. G, is a cheap, fast and reproducible biological method for determining the toxicity of the soil, thus helping
to characterize areas with contaminated soils. The results show that, after germination, Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri.and Prosopis
denudans are more resistant in the contaminated soils of an oil field than the reference bioindicator (Lactuca sativa L.).

Key words: lettuce germination test; ecotoxicology; pollution; oil; Atriplex lampa; Prosopis denudans.
Resumo

Os bioensaios com plantas constituem uma excelente ferramenta para a avaliagdo do risco ambiental e, em particular, a utilizagédo
de sementes de plantas vasculares é recomendada devido a sua maior sensibilidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
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comportamento de plantas nativas para serem utilizadas como indicador biolégico de contaminacdo ambiental com petréleo
em comparacado com um bioindicador estandardizado. Para detetar efeitos fitotéxicos, analisou-se o Indice de Germinacéo (IG)
da Lactuca sativa L., Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri. y Prosopis denudans Benth. em trinta amostras de solo extraidas de um campo
petrolifero. O IG é um método econdmico, rapido e reproduzivel para determinar a toxicidade do solo, ajudando a caraterizar areas
com solos contaminados, A Germinacao de Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri. y Prosopis denudans Benth. revelou-se mais resistente

nos solos contaminados dum campo petrolifero do que o bioindicador de referéncia utilizado (Lactuca sativa).

Palavras-chave: teste de germinacao de alface; ecotoxicologia; poluicdo; petréleo; Atriplex lampa; Prosopis denudans.

INTRODUCCION

La exploracion y explotacién del petréleo genera
diversos niveles de contaminacion por su liberacion
accidental o intencionada en el ambiente, provocando
efectos adversos sobre el hombre o sobre el medio,
directa o indirectamente.

El petréleo estd formado por hidrocarburos saturados
y aromaticos, por una fracciéon polar, de asfaltenos y
resinas y por concentraciones bajas de niquel (Ni), hierro
(Fe) y vanadio (V)'. Entre los hidrocarburos del petréleo
se encuentra una mezcla de compuestos (alcanos
lineales, alcanos ramificados, aromaticos de bajo peso
molecular y policiclicos), de los cuales los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH) son los que han recibido
mayor atencién por su potente efecto mutagénico y
carcinogénico. Por otra parte, los hidrocarburos alifaticos
lineales son sumamente volatiles, en treinta dias podrian
desaparecer del medio las cadenas mas cortas (nonano a
dodecano) y a los sesenta dias las cadenas de hasta 26-C
(hexacosano)?.

Los PAH exhiben fuertes propiedades téxicas. Se
estima que mas del 90 % del total de la carga de PAH
reside en la superficie del suelo, donde se acumulan
la mayoria de estos compuestos®. Sin embargo, los
suelos contaminados con PAH también presentan
alto contenido de otros contaminantes, como metales
pesados, que generalmente derivan de la misma fuente
de PAH%

Cabe sefalar que los agentes contaminantes en caso
de derrame no son solamente los hidrocarburos, sino
también los productos orgdnicos que provienen de su
transformacion. Los PAHy sus metabolitos pueden afectar
estructuras y funciones a nivel celular y subcelular®. El
primer blanco de estas sustancias lipofilicas en el nivel
celular es la membrana plasmatica, donde los lipidos de
membrana pueden ser oxidados®.

Rev. salud ambient. 2015;15(1):13-20

Los derrames de petrdleo y los desechos derivados
de la industria del petréleo producen contaminacion
con compuestos inorganicos (sulfatos y otras sales) y
organicos (especialmente hidrocarburos), generando
una alteracién del sustrato original en que se
implantan las especies vegetales, dejando suelos
inutilizables durante anos. Estos impactos repercuten
en los sistemas agricolas de las poblaciones locales, asi
como en el equilibrio ecoldgico de los ecosistemas
naturales. Las comunidades de microorganismos del
suelo son alteradas por la contaminacién petrolera,
seleccionandose las poblaciones resistentes a los
contaminantes, y desapareciendo o disminuyendo las
especies menos resistentes. La contaminacién petrolera
en el suelo puede producir ademas la asfixia de las
raices, restando vigor a la vegetacion y en muchos casos,
provoca su desaparicion’.

El petréleo en el suelo puede eliminar la vegetacién
debido a sus propiedades fitotdxicas®®, aunque la
intensidad del dafno depende del tipo de petréleo.
Freedman'® menciona que el contacto con el petréleo
danay mata el follaje y algunos tejidos lefosos expuestos.
La exposicién a concentraciones altas de petréleo inhibe
el crecimiento vegetativo y reduce la biomasa vegetal
de pastos (Echinochloa polystachya (Kunth) Hitchc. y
Brachiaria mutica (Forssk.) Stapf y de ciperaceas (Cyperus

spp.)'.

Los bioensayos con plantas estan siendo considerados,
de manera creciente, para el diagnéstico ecotoxicolégico,
ya que constituyen una excelente herramienta en la
evaluacién del riesgo ambiental. Representan una
metodologia ventajosa al brindar informacién acerca de
alguna sustancia que resulte toxica en el medio, es decir,
algun agente que pueda producir un efecto adverso
en el sistema bioldgico, dafar su estructura o funcién,
o producir la muerte. En la practica estos métodos no
pueden reemplazarse por los andlisis quimicos'™. La
utilizaciéon de biomonitores propios de los ambientes
evaluados favorece indirectamente la preservacion
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de la biodiversidad local, sin embargo la variabilidad
en la aplicaciéon de las técnicas experimentales para
el mantenimiento de organismos silvestres afecta a la
interpretacién y comparacién de los resultados entre
laboratorios.

Dentro de las metodologias estandarizadas para
establecer condiciones controladas, Lactuca sativa L.
(lechuga) y Solanum lycopersicum L. (tomate) han sido
recomendadas por la US EPA (Agencia de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos) y la FDA (Administracién
de Drogas y Alimentos de Estados Unidos) para ensayos
de fitotoxicidad, encontrandose entre las especies mas
sensibles. Las plantas vasculares son recomendadas
debido a su mayor sensibilidad, en comparacién con
otras especies''. El ensayo ecotoxicoldgico con semillas
presenta algunas ventajas sobre otros ensayos porque
permite usar cuantitativamente el crecimiento de la raiz.

El ensayo de germinacién y elongacion de la radicula
se realiza con los constituyentes solubles del agua (aguas
superficiales, aguas subterrdneas, suelos, sedimentos
y lixiviados), teniendo en cuenta, para el resultado,
la cantidad de semillas germinadas y la media del
crecimiento de la raiz, para calcular la inhibicion en un
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50 % (CISO) de los parametros analizados en relaciéon con
el testigo™,

En la estepa de la Patagonia se encuentran especies
como Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri. (Quenopodiaceae),
perteneciente a un género de amplia distribucién
mundial y Prosopis denudans Benth. (Fabaceae) (figura
1), endémica de la provincia fitogeografica Patagdnica.
Ambas especies habitan en ambientes alterados por
la actividad petrolera, por ello se consideraron de
importancia para ser utilizadas en ensayos de toxicidad.

Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri, comunmente
conocido como Zampa (figura 1), es un subarbusto
originario de Argentina y de amplia distribucién en la
provincia fitogeografica del Monte'. Habita en suelos
salados de las provincias de Cdrdoba y Mendoza
hasta Chubut. Es una especie dioica, ramosa, de color
amarillento o ceniciento. Tiene singular importancia
econdmica y ecoldgica, en razén de que constituye
un recurso forrajero permanente, de alto contenido
proteico'. Es resistente a la sequia' y presenta buena
estabilidad frente a la presidon de pastoreo. Contribuye a
la instalacion del estrato herbéceo, siendo reconocida su
capacidad de rehabilitacion en dreas degradadas®.

Figura 1.1zquierda: Atriplexlampa (Moq.) D. Dietri.(Zampa) y derecha: Prosopis denudans Benth. (Algarrobo patagénico),
con detalle de flor y fruto

Prosopis denudans Benth., cominmente conocido
como algarrobo patagonico (figura 1), es una especie
endémica de la Patagonia, xerdfita y perfectamente
adaptada a la estepa semidesértica, formando
poblaciones mas o menos abundantes. Es un arbusto
que alcanza una altura de uno a dos metros, espinoso,
de follaje caedizo, ramitas flexuosas, mas bien cortas,

duras, grises con la edad?'. En general, el género resulta
adecuado para la reforestacion de suelos afectados
por la sequia y salinidad, debido a la alta tolerancia
que presentan al déficit hidrico y salino. Esto es, por
su caracteristica freatofita, una respuesta adaptativa
que permite a las especies producir alta biomasa en
ambientes extremadamente dridos*.
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El objetivo del presente trabajo fue comparar el
comportamiento de plantas nativas como indicador
biolégico de contaminacién ambiental con petréleo,
en relacién con un indicador biolégico estandarizado
(Lactuca sativa L.), en suelos afectados por la actividad
petrolera.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccioné como sitio de estudio un yacimiento
petrolero de la cuenca del Golfo San Jorge (figura 2),
cercanoalalocalidad de Comodoro Rivadavia,impactado
por diversos eventos de contaminacion.

Figura 2. Area de estudio- Detalle de la Cuenca Petrolera
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Se tomo de testigo una muestra de suelo considerada
libre de contaminacion (muestra 1), veintiocho muestras
de suelo del yacimiento y dos muestras de las biopilas a
fin de evaluar su toxicidad. Las biopilas constituyen un
método de biorremediacién de suelos contaminados con
hidrocarburos, basado en la formacién de un apilamiento
de suelo contaminado en el cual se estimula la actividad
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microbiana por adicién de nutrientes y humedad. El
apilamiento se airea de forma activa, volteando el suelo
con maquinaria pesada.

Las muestras se secaron al aire?%, se disgregaron
y tamizaron. Los protocolos de seleccion, obtencion y
preservacién de las muestras de suelos, correspondieron
a los recomendados por organismos internacionales,
como US EPA%?% y fueron utilizados por miembros
del grupo de investigacion en trabajos previos®. La
determinacién de pH y conductividad eléctrica (EC) se
realizé sobre extractos de suelo (1:1 p/p); la capacidad de
retenciéon (% SA) de agua se midi6 directamente sobre
las muestras de suelo. Las determinaciones analiticas
se llevaron a cabo siguiendo las técnicas descritas en la
bibliografia®3° y consistieron en: pH*'; conductividad
eléctrica (EC)*%; humedad® e Hidrocarburos Totales de
Petréleo (HTP)%34,

Para los analisis de fitotoxicidad se realizé la prueba
de inhibicién de la germinacién y elongacién de raiz con
lechuga (L. sativa L.) con las muestras de suelo, utilizando
la metodologia propuesta por Castillo Morales et al*.
Se repitio el ensayo con semillas de especies nativas
de la estepa patagonica: Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri.
(zampa) y Prosopis denudans Bentham. (algarrobo
patagonico).

En cépsulas de Petri, se colocaron 25 g de suelo de
cada una de las treinta muestras obtenidas y un testigo,
se sembraron luego veinte semillas por germinador, con
tres repeticiones cada uno. Cada capsula fue regada con
agua destilada a fin de mantener la capacidad de campo
del suelo. Diariamente, durante cinco dias, se controlé
la germinacion de las semillas. Al finalizar el ensayo se
calculd el porcentaje final de germinacion y la longitud
de la radicula.

A fin de determinar la fitotoxicidad del suelo se
obtuvo el IG (1) (indice de Germinacién)* que integra
el % relativo de germinacion (PGR) (2) y el crecimiento
relativo de las raices (CRR) (3). Este indice resulta mas
consistente al abordar dos etapas que pueden manifestar
diferente comportamiento frente al contaminante.

"G PGI: ())(OCRR

@ pGR = Numero de semillas germinadas en la muestra 00
" Numero de semillas germinadas en el testigo

61 CRR = elongacién de radiculas en la muestra %100

elongacién de radiculas en el testigo
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Los resultados obtenidos de IG se reunieron en tres
categorias fitotdxicas: severa, moderada y leve¥. En
ellas se establece el siguiente criterio de interpretacion:
severa: valores de IG < 50 % indicarian que hay una fuerte
presencia de sustancias fitotdxicas; si se obtiene un
valor entre 50 y 80 % se interpretaria como la presencia
moderada de estas sustancias y leve si el IG = 80 %, lo que
indicaria que no hay sustancias fitotdxicas o estan en
muy baja concentracion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de HTP medidos en suelo fueron menores
de 10 mg kg'de MS (Masa Seca) para la muestra del
sitio testigo y en las areas afectadas por contaminacion
oscilaron entre 142,7 y 175 429,5 mg kg™ MS (tabla 1).

Diversos autores®”* sostienen que el IG es un
indicador robusto para describir el potencial fitotdxico
de un material orgdnico, ya que integra el porcentaje de
germinacion relativo y el crecimiento relativo de raices.
Es importante destacar que el proceso de germinaciény
los primeros dias de desarrollo de la plantula constituyen
etapas de gran sensibilidad frente a factores externos
adversos*'.

En este estudio, la especie L. sativa L., utilizada como
bioindicador, resulté la mas sensible a la presencia
de contaminantes en el suelo. Como se muestra
en la figura 3, cinco de las muestras analizadas se
ubicaron en la categoria fitotdxica severa. Cuatro de
ellas, que incluyen las muestras de suelo de las biopilas,
coinciden con los sitios de mayor concentraciéon de HTP
(>10000 mg kg™ MS) (tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion quimica de las muestras de
suelo colectadas en el yacimiento petrolero. HTP:
Hidrocarburos Totales de Petréleo

Testigo <10
13 100-1 000
4 1001-10 000
13 >10001

Figura 3. Indice de Germinacién de P. denudans Benth., A. lampa (Moq_.) D. Dietri. y L. sativa L. en muestras de suelo de un
yacimiento petrolero. La linea de IG50 marca el limite de fitotoxicidad severa
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Lagerminaciéndelas especies nativas, A.lampa (Moq.)
D. Dietri.y P. denudans Benth., resulté menos sensible que
la de L. sativa L. en los ensayos realizados con suelo del
yacimiento (figura 3). Los resultados obtenidos en este
estudio, coinciden con los de Schnoor* quien concluye,
que las especies autdctonas tienen la capacidad de
soportar altas concentraciones relativas de quimicos
organicos sin sufrir efectos adversos evidentes.

En la categoria de efectos fitotéxicos severos ante
diferentes concentraciones de hidrocarburos totales

de petréleo, se incluye la respuesta de plantas nativas
que no muestran coincidencia con los sitios de mayor
concentracion de HTP. Estos resultados podrian
relacionarseconlapresenciadeotrotipodecontaminante.
De acuerdo a Phillip et al.#%, los ensayos de germinacién
de semillas en suelos inicialmente contaminados con
HTP, en los que se redujo la presencia de hidrocarburos
mediante tratamientos de biorremediacién, mostraron
un incremento en la toxicidad. Este fendmeno sugiere
la presencia de metabolitos intermediarios formados
durante el proceso de biodegradacién. Sin embargo,
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las concentraciones totales de productos quimicos
derivados pueden sobreestimar el riesgo real y los
procesos de envejecimiento del suelo pueden reducir
la biodisponibilidad y toxicidad de los contaminantes*.
Los andlisis ecotoxicolégicos son recomendados para
estimar el posible riesgo ecoldgico asociado a diferentes
contaminantes del suelo*#.

A pesar del limitado alcance de la informacién
proveniente de los ensayos de toxicidad para su
extrapolacién a escala ambiental, los estudios con
organismos en laboratorio, en condiciones controladas
y estandarizadas, han venido siendo las fuentes de
informacion predominantes para la evaluacion ecoldgica
de los efectos de los contaminantes téxicos™. Las
evaluaciones realizadas a escala de campo, muestran
una serie de restricciones relacionadas, tanto con el
elevado costo de su implementacién y seguimiento,
como con el tiempo de monitoreo requerido. Por otra
parte, es limitado el registro de disefios estandarizados,
e insuficiente la informacion sobre efectos toxicos,
necesaria para su parametrizacion®.

CONCLUSIONES

Para avanzar en la restauracion de areas degradadas
es necesario lograr el establecimiento de una cubierta
vegetal compuesta de plantasautdctonas que, adaptadas
a las condiciones climaticas, son capaces de ofrecer las
condiciones adecuadas para establecer una sucesion
ecoldgica estable.

A pesar del limitado alcance de la informacién
proveniente de los ensayos de toxicidad para su
extrapolacién a escala ambiental, los estudios con
organismos en laboratorio, en condiciones controladas
y estandarizadas para la evaluacion de respuestas, han
sido las fuentes de informacién predominantes para la
evaluacién ecoldgica de los efectos de los contaminantes
toxicos.

Atriplex lampa (Moq.) D. Dietri. y Prosopis denudans
Benth. se presentaron mas resistentes que el bioindicador
de referencia a la presencia de contaminantes de la
actividad petrolera. Las especies nativas evaluadas no
serfan utiles como biomonitores de contaminacién con
HTP pero podrian ser consideradas en programas de
restauracion ecologica favoreciendo la preservacion de
la biodiversidad local y asegurando una optimizacion
de los resultados al utilizar plantas adaptadas a las
condiciones ambientales locales: bajas temperaturas,
elevadas amplitudes térmicas, fuertes vientos y sequia
primavera-verano. Para la comprension de las estrategias
de estas especies en relacion a los factores ambientales,

Rev. salud ambient. 2015;15(1):13-20

queda por profundizar en aspectos de reclutamiento y de
la propagacién clonal cuya importancia ha sido sefialada
por diferentes autores.
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