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Editorial

Estimados lectores:

n nuestro pais durante el segundo semestre de este ano, se realizaran importantes eventos

de compromisos internacionales en el ambito ambiental. A inicios de septiembre la «II

Cumbre de las Américas» en Guadalajara, reunird autoridades de gobiernos panamericanos,
lideres indigenas, grupos ecologistas, especialistas y representantes de diversas industrias; con el
fin de establecer compromisos para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), la
intencién de fortalecer compromisos internacionales a los que los diferentes paises del mundo se
han ligado, la busqueda de alternativas para mitigar el calentamiento global y oportunidades para
promover inversiones en una economia global con baja huella de carbono. Por otro lado, a finales
de ano, Cancun Quintana Roo sera sede de la «XIII Reunion de la Conferencia de las Partes (COP-13)»
relacionada al Convenio sobre Diversidad Biolégica (CBD); un espacio para evaluar el cumplimiento
de los objetivos de la Convenciéon y las Metas de Aichi (aprobadas en 2010 en Nagoya) asi como
los acuerdos de la Hoja de Ruta de “Pyeongchang”, cumplir estos compromisos es lo que permitira
que las generaciones futuras conozcan las maravillas de la biodiversidad que hoy aun disfrutamos.
México ha destacado por hospedar reuniones internacionales de alto nivel; sin embargo, estos temas
ambientales sin duda son especialmente importantes para los que formamos parte de la comunidad
de la Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas.

La divulgacién de la ciencia como la que realiza Kuxulkab’, permite dar a conocer regionalmente,
temas ambientales como los que se discutiran en estas reuniones; ya que todos queremos salir de la
crisis ambiental que nuestro planeta esta sufriendo, conocer los impactos que generamos y realizar
acciones para disminuirlos a través de actividades como el uso racional y eficaz de los recursos
energéticos, el aprovechamiento sustentable y la conservacién de los recursos naturales; es el camino
en el que nuestra revista busca dejar una huella. Las seis contribuciones que aqui se presentan
sobre temas de uso de recursos, manejo de residuos y conservaciéon de la biodiversidad; contribuyen
a informar a nuestros lectores con interesante informacién que busca generar sustentabilidad.

Nuestro dia a dia es la divulgacién de la ciencia, y el de todos nosotros, es generar acciones que
contribuyan al cuidado de nuestro planeta, sin lugar a dudas la comunicacién de informacién
por medios electronicos que incrementan nuestra capacidad de difusion en estos temas, hoy nos
permite no solo conocer de ellos, sino tomar mejores decisiones. Este espacio nos permite agradecer
a los que han contribuido a través de los afios a la construccién de nuestra revista, arbitros y
colaboradores, asi como reiterar que Kuxulkab’ es una opcién para divulgar los temas de actualidad
e investigaciones que realizamos tanto en la DACBiol como en nuestra universidad, al igual que a
los investigadores de otras instituciones. Es importante recordar que conocer los avances de estos
estudios que se generan cada dia, no solo permiten saber que esta pasando en nuestro entorno, si
no a comprometernos a cuidarlo mejor. Esperamos que cada vez mas estudiantes de la universidad
sigan aprovechando y considerando este espacio para escribir sobre temas de relevancia.

Llis Maria Gama Canpill Rosn Marthe Pedysn ey

EDITOR EN JEFE DE KUXULKAB' DIRECTORA DE LA DACBIOL-UJAT
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Resumen

La creciente descarga de residuos industriales y domésticos,
el derrame de hidrocarburos, asi como de otros productos
quimicos ha generado serios problemas de contaminacion
en las aguas v esto requiere el uso urgente de metodologias
adecuadas que permitan medir la naturaleza y mecanismos de
los efectos de esos contaminantes sobre organismos vivientes.
En este trabajo se realizé una simulacion para determinar los
efectos letales de los derrames de hidrocarburos en el Golfo
de México que llegaron hasta los plantios de frijol negro
(‘Phaseolus vulgaris’L). Se realizaron cuatro bioensayos bajo un
diseno completamente al azar para probar las concentraciones
de hidrocarburos al 100 %, 50 %, 10 %, 6 %,5 %, 2 %, 1%y 0.1 %
en cada derrame; por otro lado, se llevd a cabo un control con
tres repeticiones cada una con 5 o 10 granos de frijol negro
por unidad experimental. A 72 h, la concentracion letal media
(CL,,) de hidrocarburos por derrame fue 4 % (40,000 ppm) por
ajuste de minimos cuadrados y 3.1 % por el método Finney.

Palabras clave: Concentracion letal, andlisis Probit,
hidrocarburos de derrame, frijol negro.

Abstract

The increasing discharge of industrial and domestic waste,
oil spills and other chemicals has led to serious water
pollution problems and this requires urgent use of appropriate
methodologies to measure the nature and mechanisms of
the effects of those pollutants on living organisms. In this
paper, a simulation was performed in order to determine the
lethal effects of hydrocarbon spills in the Gulf of Mexico in
the black bean (‘Phaseolus vulgaris’L). Four bioassays were
made under a completely randomized design to test the
hydrocarbon concentrations 100 %, 50 %, 10 %, 6 %, 5 %, 2 %,
1 % and 0.1 % in spills; In addition, control tests were made
with three repetitions each, with 5 or 10 black bean grains
per experimental unit. 72 hours later, the medium lethal
concentration (LC_)) of hydrocarbons using least squares
fitting was 4 % (40,000 ppm) and a result of 3.1 % using the
Finney method.

Keywords: Lethal concentration, Probit analysis, hydrocarbons
spill, black bean.
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| Simulacion de impacto ambiental en la germinacién del frijol negro (‘Phaseolus vulgaris'L) con derrames de hidrocarburos |

¢Cual es la situacion de los derrames y su impacto en la agricultura?
E n promedio se estima que los desechos de lodos van desde los 270 mil litros
a poco menos del millon y medio de litros diarios en la produccion petrolera
terrestre (Steffes, 1994). El sistema de transporte de hidrocarburos por ducto
a cargo de Petréleos Mexicanos (PEMEX), esta conformado por 55,331 km, de
los cuales 37,257 (67 %) son ductos de transporte de operacion que varian de
4 hasta 48 pulgadas de diametro. En el ano 2007 ocurrieron 209 derrames
y 89 fugas de hidrocarburos en una proporcion estimada a 23,590 barriles
y 59,000 ft3 de gas respectivamente, la mayoria de estos se presentaron en
el sistema de transporte de ductos. Los derrames afectaron alrededor de 28
ha, principalmente en los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca y Tamaulipas
(Hernandez-Galvan, 2010). Beltran (1993), reporta que existen 7,200 hectdreas
afectadas por contaminacion de hidrocarburos, en el estado de Tabasco, dentro
de éste los suelos mds afectados corresponden a pantanos o zonas inundables,
mismas que presentan altos contenidos de materia organica y arcilla (Botello et
al, 1993; Palma & Cisneros, 1996).

La Evaluacion del Impacto Ambiental (EIA) es un instrumento preventivo de
gestion ambiental, ampliamente conocido en el mundo y presente en México; la
Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA) define
en su articulo 3° al Impacto Ambiental (IA) como la: modificacion del ambiente
ocasionada por la accién del hombre o de la naturaleza, (SEMARNAT, 2015).
También, la EIA esta dirigida a efectuar andlisis detallados de diversos proyectos
de desarrolloy del sitio donde se pretenden realizar, con el proposito de identificar
y cuantificar los impactos ambientales que puede ocasionar su ejecucion. Para
la evaluacion del IA, basicamente existen las medidas de prevencion, mitigacion
y compensacion (SEMARNAT, 2013). Asi, la EIA es un procedimiento técnico
y participativo, para la identificacion y valoracion, en forma anticipada, de las
consecuencias ambientales de un proyecto alin no ejecutado, con la finalidad
de eliminar, mitigar o compensar sus impactos ambientales negativos. También
permite habilitar o fundamentar la adopcion de una decision de la autoridad
ambiental, tomando en cuenta la admisibilidad de los impactos residuales de la
construccion, operacion y cierre de dicho proyecto.

Las operaciones de exploracion y produccion de hidrocarburos tienen el
potencial para causar una variedad de impactos ambientales, la cual depende
de la actividad que se esté desarrollando, el tamano y complejidad del proceso,
la naturaleza y sensibilidad del ambiente circundante vy la efectividad de la
planeacion, prevencion de la contaminacion y las técnicas de control y mitigacion
de impactos ambientales. La contaminacion del suelo por hidrocarburos del
petréleo tiene un efecto adverso sobre las comunidades vegetales, entre ellas
las leguminosas, tal es el caso del frijol negro (‘Phaseolus vulgaris’L). Después
de un derrame, los hidrocarburos del petréleo de bajo punto de ebullicion exhiben
alto grado de toxicidad de contacto en las porciones fragiles o jovenes de raices
y brotes, debido a que tienen grandes cantidades de hidrocarburos saturados y
contenidos bajos de compuestos polares (Dorn et al,, 1998).

Estudios previos con la prueba de Concentracion Letal Media (CL, ) identificaron
que las leguminosas son mds sensibles que las gramineas y ciperdceas a la
exposicion al petréleo vy tienen los indices mas altos de fitotoxicidad por efecto
de la toxicidad aguda (Rivera-Cruz & Trujillo-Narcia, 2004).

«La LGEEPA
define al impacto
ambiental como
la modificaciéon

del ambiente
ocasionada por la
accién del hombre o
de la naturaleza»

«La contaminacion
del suelo por
hidrocarburos del
petréleo tiene un

efecto adverso sobre
las comunidades
vegetales, entre ellas
las leguminosas»



| Simulacién de impacto ambiental en la germinacién del frijol negro (‘Phaseolus vulgaris’ L) con derrames de hidrocarburos |

Rhykerd & Smiciklas (2004) indican que la fijacion
de nitrogeno es severamente inhibida en suelos
contaminados con hidrocarburos de petrdleo. En
el suelo, la fraccion de n-alcanos de bajo (C5-C9) vy
medio (C10-C18) peso molecular vy los hidrocarburos
aromadticos se volatilizan o degradan con cierta
facilidad, pero los de alto peso molecular [n-alcanos
C20 a C40, los aromdticos polinucleares (HAP),
asfaltenos y resinas] se degradan lentamente, debido
a su baja solubilidad (Cole, 1994; Rosenberg & Ron,
1996; Eweis et al, 1998; Okoh & Trejo-Herndandez,
2006). Estos son los que causan mayor preocupacion
ambiental, ya que son los que impiden, por mayor
Fotografia 1. Sitio de estudio de los bioensayos toxicoldgicos (Google  tiempo, el desarrollo de especies vegetales.
earth, 2015).

La toxicidad es el grado de efectividad de una
sustancia toxica en humanos, animales, plantas o
microorganismos, sin embargo, este efecto adverso
puede tomar varias formas, como enfermedad,
deformidad, modificaciones del comportamiento,
cambios en la reproduccion, dano genético o muerte
(Hernandez, 2010).

Por ello, una de las etapas mas importantes del
desarrollo de una planta es la germinacion de
las semillas al emerger el primer cotiledon. En la
germinacion ocurren cuatro procesos:

a) La imbibicién o toma fisica de agua.

b) La formacion de los sistemas enzimaticos e inicio

de la sintesis de proteinas y de ARN.

c) La emergencia de la radicula.

d) La iniciacion del crecimiento.

9z-61 :(EP)IIXX ‘.qpanxny “(9107) v 12 OUBI[ED

La activacion de la semilla es inhibida ante la presencia
de sustancias toxicas, que afectan su germinacion. La
division celular de los meristemos radiculares puede
afectarse, ya sea por retardo en el proceso de mitosis
o alteracion en el proceso de alargamiento radicular,
por lo que la fitotoxicidad de un compuesto puede ser
determinada a través de la medicion de la germinacion
de semillas.

Cabe mencionar que la toxicidad se evalia mediante
bioensayos que consisten en exponer organismos
vivos (algas, bacterias, vegetales y fauna en general)
a sustancias toxicas a diferentes concentraciones y
registrar los efectos sobre los mismos. Una forma son
las pruebas de toxicidad aguda que son relativamente
Fotografia 2. Sitio de colecta de las muestras de hidrocarburos:  SiMPples, son de corta duracion y de bajo costo, ademas
Central de Almacenamiento y Bombeo (CAB), de la Bateria de que se cuenta con bases de datos para muchas

Cunduacan, Rancho Nuevo, Cunduacan Tabasco, México (Google sustancias vy efluentes.
earth, 2015).
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| Simulacién de impacto ambiental en la germinacion del frijol negro (‘Phaseolus vulgaris’ L) con derrames de hidrocarburos |

Imagen 1. Anatomia del frijol negro ‘Phaseolus vulgaris' (adaptado
de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Dycotyledon_
seed_diagram-en.svg).

Estas pruebas son usadas con frecuencia para una
valoracion de toxicidad rdpida o para determinar la
sensibilidad relativa de diferentes especies (Menzer et
al, 1994). El bioensayo ha sido disefiado para evaluar la
fitotoxicidad de una sustancia en los estadios tempranos
criticos del crecimiento de una planta.

Las leguminosas pueden ser utilizadas como
bioindicadoras de la contaminacion del suelo causada
por derrames de petroleos nuevo, aquel recién extraido
de un yacimiento a través de un pozo petrolero, o por
petroleo intemperizado, aquel expuesto a las condiciones
ambientales en la superficie del suelo al menos durante 20
anos, y que también pueden utilizarse para la evaluacion
de la eficiencia de la descontaminacion final de suelos de
acuerdo con la normativa ambiental mexicana (Rivera-Cruz
et al, 2005). Como respuesta se determina la inhibicion
en la germinacion vy de la elongacion de la radicula y del
hipocotilo.

Es importante destacar que durante la germinacion y los
primeros dias de desarrollo ocurren numerosos procesos
fisiolégicos en los que la presencia de un compuesto toxico
puede interferir y alterar la supervivencia y el desarrollo
normal de las plantulas (Uribe, 2008). Se refiere a la
estimacion de una respuesta desfavorable a una sustancia
en donde se evalia la toxicidad aguda (Wang & Freemark,
1994).

Finalmente, se determina para cada concentracion el
ntmero de organismos afectados, dato con el que se puede
establecer la Concentracion Letal Media (CL, ), que es la
concentracion del toxico que mata 50 % de los organismos
ensayados en un tiempo determinado.

En este trabajo se obtuvo la (CL,) de un derrame de
hidrocarburo midiendo constantemente la inhibicion del
crecimiento de la raiz y el tallo durante la germinacion de
la semilla del frijol negro (‘Phaseolus vulgaris’L), utilizando
diluciones logaritmicas, aplicando el método de andlisis
PROBITy contresrepeticionespormuestra,endosbioensayos
toxicolégicos preliminares v finales, respectivamente. Se
selecciond la Planta Piloto #2, de la Division Académica de
Ciencias Biologicas (DACBiol), (fotografia 1) de la Universidad
Juarez Auténoma de Tabasco (UJAT) para realizar los
bioensayos. Esta se encuentra ubicada lugar esta ubicado
en la carretera Villahermosa-Cardenas km 0.5 entronque
Bosques de Saloya, en las coordenadas 17° 59' 25.45"
Ny 92° 58 23.48" 0. Las muestras de hidrocarburos de
derrame fueron extraidas de plataforma por actividades
maritimas, recogidas en la Central de Almacenamiento y
Bombeo (CAB), de la Bateria Cunduacan, ubicada en Rancho
Nuevo, municipio de Cunduacan, Tabasco, México (fotogafia
2), con pH de 4.0 a finales de mayo de 2015 vy fueron
transportados en botellas tipo PET de reciclado a dicha
planta, a temperatura ambiente.

Por otra parte, el frijol negro (‘Phaseolus vulgaris’ L) es
una planta que pertenece a la familia de las leguminosas
o fabaceae, herbdcea anual, erecta o trepadora, de tallo
pubescente o glabrescente cuando adulta (imagen 1);
asi como una especie anual nativa de Mesoamérica v
Surameérica, y sus numerosas variedades se cultivan en
todo el mundo para el consumo, tanto de sus vainas
verdes como de sus semillas frescas o secas (Ulloa et al,
2011). Asimismo, se realizd una prueba preliminar pero
sin repeticion, previa al bioensayo final, que a continuacion
se describe (imagen 2). Tomando en cuenta los resultados
obtenidos del bioensayo preliminar, para las pruebas finales
se ajustaron las concentraciones y se repitieron dos veces, y
por triplicado cada una, a excepcion del blanco, de acuerdo a
la estrategia del imagen 3.

Finalmente, losvaloresdelaCL, vy susintervalos de confianza
al 95 % fueron calculados a través del método Probit
mediante el programa BIOSTAT 2009 Professional version
5.8.1,, que es un conjunto de herramientas estadisticas
y métodos detallados de andlisis grdfico. Los resultados
obtenidos se graficaron como curvas de regresion Probit
empirico contra log de la concentracion, con sus respectivos
limites de confianza.
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Imagen 2. Estrategia para la realizacion del bioensayo preliminar de toxicidad aguda y encontrar el rango de concentracion
mds proxima a la CL,, en muestras de hidrocarburos de derrame con frijol negro (‘Phaseolus vulgaris).

¢Qué obtuvimos?

Se inicio el crecimiento vegetativo en bioensayos
preliminares. El algodon utilizado como sustrato, o
celulosa pura, también tiene funciones destacables como
medio filtrante para la posible germinacion del frijol negro
(‘Phaseolus vulgaris). Tal fue el caso de que al cabo de
48 h el blanco germind completamente. Sin embargo, se
observo que la velocidad de infiltracion de las muestras de
hidrocarburos derramadas a tres concentraciones diferentes
(100 %, 50 %y 10 %) variaba en el algoddn, a pesar del
tamano de poro que presenta este material celuldsico, que
se puede decir es grande y fue determinante para controlar
el grado de humedad constante en cada caja de Petri.

Por lo tanto, no germinaron con las concentraciones de
hidrocarburos (H) 50 % y 100 %, respectivamente, y con
hidrocarburos 10 % germinaron 3 de 5 granos totales de
frijol negro, a pesar del pH inicialmente detectado, que es
4.0.

El crecimiento vegetativo en bioensayos finales.
El' crecimiento vegetativo del frijol mostro diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) entre las medias de los
tratamientos.

La inhibicion del crecimiento también fue severamente
afectada por las tres concentraciones mds altas de las
muestras de hidrocarburos de derrame nuevos (5 %, 6 %
v 10 o/o).

El mayor efecto de la inhibicion del crecimiento del frijol
negro se presento con las muestras a 10 % de las pruebas
de hidrocarburos de derrame nuevos, donde las plantas
no lograron sobrevivir al efecto de esta concentracion; en
cambio las concentraciones 0.1 %, 1 %y 2 % fueron menos
sensibles a la inhibicion del crecimiento del frijol.

Se determiné la Concentracién Letal Media (CL, ). En
las condiciones de trabajo mencionadas en el apartado
de anterior, se determind por el andlisis Probit, mediante
el Método Finney (Distribucion Lognormal), del programa
BIOSTAT 2009 Professional version 5.8.1 que el valor de
la CL_, es de 3.1 %, de acuerdo al cuadro 1y grafica 1a;
y mediante gjuste por minimos cuadrados (Distribucion
normal), del programa vy version antes mencionados, el
valor de la CL, es de 4 %, de acuerdo al cuadro 2 y grafica
1b.
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Imagen 3. Estrategia para la realizacion de los bioensayos finales de toxicidad aguda y determinacion de la CL_; en
muestras de hidrocarburos de derrame con frijol negro (‘Phaseolus vulgaris).

Grafica 1. Determinacion de laCL.; a) por el Método Finney (distribucion Lognormal); y b) por minimos cuadrados (distribucion
Normal), con 0.1%, 1%, 2 %, 5 %, 6 % v 10 % de hidrocarburos procedentes de los derrames petroleros v frijol negro (‘Phaseolus
vulgaris’), respectivamente, en pruebas de toxicidad aguda.
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Cuadro 1. Andlisis Probit, mediante el Método Finney (Distribucion lognormal) del programa
BIOSTAT 2009 Professional versién 5.8.1, para determinar la CL., en muestras de
hidrocarburos de derrame, 210 %, 6 %, 5 %, 2 %, 1% y 0.1 %, con frijol negro (‘Phaseolus
vulgaris’) a 0.05 nivel de intervalo de confianza.

Fvel l infervaio g2 confarzs o0 Se puede observar las diferencias
- Analisis Probit - Método Finney [Distribucion Lognormal] .
Logi0[Dosis [Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R ER) Diferencia_ Chi cuadrado porcentuales de los resultados
E .05 T 10 3 o 025 | 21352557 . .
0 (X 00483 10 1 0.482 0517 05534 obtenidos entre los meétodos
0.301 02 0.255% 10 z 25588 05588 (X . I
06839 [ 0.7435 10 B 7.4354 -1.4354 0.2383 utilizados (gr(]ﬁcq 1a y 1 b), donde
07782 [E] 0.8258 10 3 52875 0.7425 0.0888 ) . o
I [ 0.575 0.8534 10 375 9.5338 02162 0.0048 mediante un (]Juste por minimos
o cuazse e cuadrados con el programa
pvelp d BIOSTAT 2009  Professional
Percentil de Dosis [Estimulo) i i
Percentil Probit Y} Log10[Dosis (Estimulo]] Error Estindar Dosis (Esti Error Est3 version 5'8' 1 ! se ObtUVIeron
1 FEr] D158 D242 57 0347 i
: 2 2 s Tors o los valores del intercepto en la
» 2788 01137 o1 oo D4t ordenada (b) y la pendiente (m) de
: e oo oo e 90 la ecuacion de la recta: y=mx+b
0 4478 0.3808 0.0571 21907 0.4338
20 47471 0.4217 0.0848 28408 05178
g0 5 0.4575 0.0771 11438 0.5814
&0 52528 05732 0.075 37428 08438
0 5,524 0.8543 0.0791 45118 0.8288
75 s ETaz 0.8sss 0.084 5.004 05735
80 58415 0.7434 0.0811 56158 1.1882
84 5.5544 0.7852 0.0388 8.2401 14223
%0 &.2217 0.8812 0.1158 7.8068 20823
e 8.8452 058 0.1402 57731 3.2081
= 7.3268 1.1941 0.1504 15.6248 10738

Estadisticos de Regresion

LOS0 3.1438 LD50 Error Estandar 05614
LO50 LOL 21411 LOS0 UaL 4 2958
{ og10JLOS0] 0.4575 Emor Estandar 0.0771
Estz 3.3401 Interoepto 3.3384
Betz Error Estandar 0.7478
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Cuadro 2. Andlisis Probit, mediante minimos cuadrados (Distribucién normal) del programa
BIOSTAT 2009 Professional version 5.8.1, para determinar la CL,, en muestras de
hidrocarburos de derrame, 210 %, 6 %, 5 %, 2 %, 1% y 0.1 %, con frijol negro (‘Phaseolus
vulgaris’) a 0.05 nivel de intervalo de confianza.

Entonces, un  ajuste  por
minimos cuadrados disminuye
la incertidumbre (grafica 1b) vy
produce resultados mas confiables
cuando  existen  mediciones
redundantes en un bioensayo
de toxicidad aguda, como fue en
nuestro caso.

En las Normas Oficiales Mexicanas (NOM-115-ECOL-1998 y NOM-138-SEMARNAT/SS-2003), se establecen las
especificaciones de proteccion ambiental que se deben observar en las actividades de perforacion de pozos petroleros
terrestres para exploracion y produccion en zonas agricolas, ganaderas v eriales, asi como los limites maximos permisibles
de hidrocarburos en suelos, respectivamente, pero en ambas no aparecen todavia la CL,  permisible en pruebas de toxicidad
aguda.
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