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RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue identificar parametros de la microflora rizosférica, la fauna del suelo y
de la planta de rabano para medir la eficacia de la descontaminacién de un Fluvisol afectado por petréleo crudo. En
0.85 ha de suelo restaurado y en 0.377 ha de suelo testigo aledafio, localizados en Cunduacan, estado de Tabasco,
México, se establecieron bioensayos con plantas de rabano (Raphanus sativus L.) en tres épocas climaticas del afio:
nortes (noviembre a febrero), sures o sequia (marzo a mayo) y lluvias (junio a octubre). El disefio fue completamente
al azar con arreglo factorial (tipo de suelo y época del afio) y con cuatro repeticiones. Se evaluaron cinco variables de
la microflora, la diversidad de la fauna del suelo y siete variables de la planta. Los datos se analizaron con contrastes
ortogonales, ANDEVA y correlaciones multiples, ademés se calcularon indices de impacto ecotoxicoldgico (IIE). El suelo
superficial restaurado aiin tiene 6 480 a 11 210 mg kg—! de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) que causé necrosis
y hasta 92 % de mortalidad de las plantas. No se formé el bulbo (-0.658**) y en consecuencia disminuyé la biomasa
vegetal (-0.691**), ambos fueron los pardmetros mas sensibles en la época de sures. La variable mas afectada (p <
0.01) en las épocas de nortes y de lluvias fue la densidad de la fauna del suelo (-0.729*%*). El IIE propuesto aporta
valores que permite identificar parametros sensibles de bioindicadores utilizados en la evaluacién de la calidad de la
restauracion de Fluvisoles contaminados con petréleo crudo.

Palabras clave: Bioindicador, biomasa del bulbo, fauna del suelo, HTP, Raphanus sativus.

ABSTRACT. The purpose of this study was to identify parameters of rhizospheric microflora, soil fauna and radish
plants in order to measure the effectiveness of the decontamination of a Fluvisol affected by crude oil. Bioassays were
established with radish plants (Raphanus sativus L.) in 0,85 ha of restored soil and 0,377 ha of adjacent control soil
in Cunduacan, state of Tabasco, Mexico, in the three climatic seasons of the year: northers (November to February),
southers or dry season (March to May) and rainy season (June to October). A completely randomised design with
a factorial arrangement (soil type and season of the year) was applied four replicates. Five microflora variables, the
diversity of the soil fauna and seven plant variables were evaluated. The data were analysed using orthogonal contrasts,
an ANOVA and multiple correlations. Ecotoxicological impact indices (Ell) were also calculated. The restored topsoil
still has from 6 480 to 11 210 mg kg~ of total petroleum hydrocarbons (TPH), which caused necrosis and up to a 92
% mortality in plants. The bulb (-0.658**) did not form leading to a reduction in plant biomass (-0.691**), these were
the most sensitive parameters in the dry season. The most affected variable (p < 0.01) in the dry and rainy seasons
was the soil fauna density (-0.729**). The Ell proposed provided values that make it possible to identify sensitive
parameters of bioindicators used to evaluate the restoration quality of Fluvisols polluted by crude oil.

Key words: Bioindicator, bulb biomass, soil fauna, TPH, Raphanus sativus.
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INTRODUCCION

El petroleo es la fuente energética mas impor-
tante con el 33.1 % del consumo mundial (British
Petroleum 2012). Los beneficios de esta fuente
energética no renovable se asocian con la generacién
de empleo y la produccién de materia prima para
la industria, sin embargo origina contaminacién del
suelo durante la extraccién de los yacimientos, en el
transporte, en el almacenamiento y también durante
la refinacién (Saterback et al. 2000, PEMEX 2011).
Los derrames de petréleo causan alteraciones de las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo
(Cébron et al. 2011, Rivera-Cruz 2011, Trujillo-
Narcia et al. 2012). Para la descontaminacién es
necesario la aplicacién de tratamientos basados en
tecnologias fisicas, quimicas y biolégicas de modo
que el suelo recupere sus condiciones originales
(Riser-Roberts 1998). En México, aunque existe
normatividad para la restauracién de suelos con-
taminados con petréleo (DOF 2013), los suelos
restaurados ex situ mediante lavado con surfac-
tantes quimicos no recuperan la fertilidad ni la sus-
tentabilidad del suelo (Trujillo-Narcia et al. 2012).
Asi mismo la aplicacién de desorcién térmica para
la remocién de hidrocarburos aromaticos policicli-
cos modifica las caracteristicas del suelo y altera
la diversidad de la fauna del suelo (Cébron et al.
2009, 2011). Una opcién para la evaluacién de
los suelos restaurados es el desarrollo de protocolos
basados en la calidad bioldgica del suelo a partir de
bioindicadores, para lograrlo es necesario conocer la
relaciéon que existe entre la cantidad, composicién
y grado de afectacién sobre los organismos vivos
(Al-Mutairi et al. 2008). Se ha encontrado que
la exposicion a petréleo crudo afecta la densidad
y diversidad de las bacterias y hongos rizosféricos
(Rivera-Cruz 2011), lo que induce la disminucién de
la abundancia y riqueza de la fauna del suelo (Cutz-
Pool et al. 2007, Uribe-Hernandez et al. 2010), y
en la planta origina alteraciones en el crecimiento
y en la reproduccién (Plaza et al. 2005, Rivera-
Cruz et al. 2012). La microflora del suelo, la fauna
del suelo y la planta, sensibles a la presencia de
petréleo, pueden ser utilizados como bioindicadores
(Spurgeon et al. 2008, Rivera-Cruz 2011) para
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la medicién de la calidad de la restauracién del
suelo. El objetivo de este trabajo fue identificar los
parametros de la microflora rizosférica de rabano
(Raphanus sativus L.), de la fauna del suelo y de
la planta de rabano para evaluar la eficacia de la
descontaminacién de un Fluvisol contaminado con
petréleo crudo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y condiciones climaticas

El experimento se realiz6 en la rancheria Los
Cedros, municipio de Cunduacéan, Tabasco (UTM
1996493 y 493951) en una superficie de 1.187 ha
(Figura 1). El clima es tropical con lluvias en verano
(Amf), temperatura media 22 °Cy 2 200 mm de llu-
via anual (INEGI 2001). Se distinguen tres épocas
durante el afio en funcién de las condiciones climati-
cas dominantes (West et al. 1985). Las épocas se
denominan nortes (noviembre a febrero), sures o se-
quia (marzo a mayo) y lluvias (junio a octubre). De
acuerdo con datos del clima del periodo 2008-2011
(estacién Libertad, 18° 07" 45" Latitud Norte y 93°
21" 34" Longitud Oeste) de la red de estaciones
del INIFAP-COFRUPO (2012), durante la época
nortes ocurren frecuentes dias medio nublados a
nublados, se acumula 30 % de la lluvia promedio
anual, la temperatura minima varia de 9.6 a 14 °C
y se presentan vientos frescos a frios hasta de 23
km h~!. Las condiciones tipicas durante sequia son
dias soleados y pocos medio nublados, se acumula
11.5 % de la lluvia y al menos uno de los tres meses
no llueve, ocurre 40 % de la evapotranspiracién, la
temperatura maxima fluctia de 31.2 a 41 °C y el
viento seco alcanza hasta 47 km h™!. La época de
lluvias presenta dias medio nublados a nublados, se
acumula 58.5 % de la lluvia y 33.4 % de la evapo-
transpiracién, lluvias maximas de 322 mm en 24 h,
la temperatura minima varia de 10.6 a 22.6 °C y la
maxima de 24.6 a 39.4 °C; la velocidad méaxima del
viento hiimedo proveniente del norte y del noroeste
es 56.9 km h~1.
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RESTAURADO 2

Figura 1. Localizacién geografica y politica del sitio
experimental.
Figure 1.  Geographical and political location of the

experimental site.

Emergencia ambiental (derrame de petréleo
crudo) y tecnologia de restauracién del suelo

El suelo fue afectado por un derrame de 50
barriles de petréleo el 26 de junio de 2006 (PEMEX
2012) y fue descontaminado por una compaiiia
privada mediante un tren de tratamiento fisico y
quimico ex situ, constituido por seis etapas secuen-
ciales (Trujillo-Narcia et al. 2012).

Suelos testigo y restaurado

La superficie experimental fue 0.337 ha del
suelo testigo (ST) y 0.85 ha del suelo restaurado
(SR) (Figura 2), ambos aledafios. EIl ST es un
Fluvisol éutrico inalterado, tiene seis horizontes, el
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superficial (0-10/13 cm) con textura migajosa, es-
tructura columnar muy fina a mediana, resistencia
a la penetracién < 1.3 Mpa, fertilidad media a alta,
retiene humedad a capacidad de campo y no estd
contaminado con HTP. El SR es heterogéneo, se
identificaron tres diferentes (SR1, SR2 y SR3) en
funcién de las caracteristicas morfolégicas (Figura
2), quimicas y fisicas (Tablas 1 y 2) de acuerdo a
datos publicados (Trujillo-Narcia et al. 2012). El es-
pesor de la capa superficial es variable, de 0-10/12
cm del SR1, 0-33/54 cm del SR2 y 0-10/15 cm del
SR3.

Los tres SR tienen olor a petréleo, las con-
centraciones varian de 21 691 a 29 871 mg kg~ ! de
HTP, la textura es arcillosa, estructura laminar fina
y muy fina, alta resistencia a la penetracién (7.2 a
8.2 Mpa), fertilidad baja, 40.6 % menor retencién
de agua que el ST (Trujillo-Narcia et al. 2012) y
no tiene contaminacién por fracciones media y pe-
sada del petréleo ni por HAP, aunque, si tiene HTP
(Tablas 1, 2y 3).

Figura 2. Morfologia de los suelos testigo (ST) y restaura-
dos 1,2y 3.
Figure 2. Morphology of the control (ST) and restored 1,
2 and 3 soils.

Disefio experimental

Se establecieron tres bioensayos en campo
con plantas de rabano (R. sativus) basado en el
protocolo 208 de la OECD (2006). Cada bioen-
sayo duré seis semanas (42 d). Los experimentos se
realizaron durante parte de las épocas denominadas
nortes (enero-febrero 2010), sequia (marzo-mayo
2010) y lluvias (octubre-noviembre 2010). Se utilizé
un disefio experimental completamente al azar con
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Table 2. Continuacién.
Table 2. Continued.
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Suelo  Prof. Na CIC N total P-Olsen K
(cm)  (cmol (+) kg™')  (cmol (+) kg™") (%) (mg kg™") (cmol (+) kg™")
ST 0-15 0.21+0.04° 26.8+2.52°% 0.202+0.022%  31.22+2.99° 0.68+0.098°
ST 1530 0.2040.03° 13.33+2.22° 0.1254+0.021°  11.98+1.56° 0.4340.08°
SR1  0-15 0.89+0.14° 10.73+1.35° 0.04540.013° 9.6+1.19% 0.18+0.025°
SR1  15-30 1.02+0.21° 11.1540.78° 0.058+0.012° 8.93+1.5°° 0.16+0.022°
SR2  0-15 1.06+0.18° 11.184+1.32° 0.067-0.009° 7.28+1.57° 0.17+0.014°¢
SR2  15-30 1.024+0.17¢ 10.85+1.19° 0.06740.012°¢ 8.334+0.87° 0.1540.022°

Fuente: Trujillo-Narcia et al. 2012.

con arreglo factorial 4 x 3 (factor uno, tipo de suelo:
ST, SR1, SR2 y SR3; y factor dos, época del afo:
nortes, sequia y lluvias) con cuatro repeticiones por
tratamientos por periodo climatico y 48 unidades
experimentales. La unidad experimental fue de 2.25
m? (1.5 x 1.5 m), la parcela atil fue de un m? en el
centro. Se sembré una semilla certificada de rabano
cada 10 cm en marco real. La prueba de germi-
nacién registré un 95 %. La humedad del ST se
mantuvo a capacidad de campo (35 %), se aplicé
la misma cantidad de agua a las unidades experi-
mentales de los SR1, SR2 y SR3.

Muestreo, procesamiento y preservacion de las
muestras de suelo y rizosfera

A los 42 dias de establecido cada bioensayo se
colectaron muestras compuestas (10 submuestras)
de suelo superficial (0-15 cm de profundidad), y se
secaron a la sombra para la determinacion de HTP.
Las muestras para determinar las poblaciones mi-
crobianas se colectaron de la rizosfera de la planta
de rabano, se introdujeron en recipientes de vidrio
y se preservaron a 4 °C. Para el estudio de la den-
sidad y diversidad de la fauna se colectaron nicleos
de suelo preservados a temperatura ambiente.

Parametros evaluados del suelo y de la planta

Los parametros evaluados fueron siete
variables del suelo y siete de la planta. La ex-
traccion de petréleo del suelo se realizé con di-
clorometano 99.5 % de pureza en equipo soxhlet
segin el método EPA 418.1 (EPA 1986) y cuan-
tificacion gravimétrica (DOF 2006). La densidad
de las unidades formadoras de colonias (UFC) de
los cinco grupos de microorganismos rizosféricos se

realizé con el método de dilucién seriada y determi-
nacién de cuenta viable en cajas de Petri (Madigan
et al. 2009). Se utilizaron los siguientes medios de
cultivos selectivos: agar nutriente para bacterias to-
tales (BT), papa dextrosa agar para hongos totales
(HT) (Johnson y Curl 1972), para bacterias fijadoras
de N de vida libre (BFN) carbén combinado (Rennie
1981), las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP)
con el medio Pikovskayas (fosfato tricalcico) (Rao
1982) y las bacterias solubilizadoras de K (BSK)
con el medio de cultivo de sucrosa (sucrosa-polvo
de vidrio) (Wu et al. 2005). La determinacién del
COq se realizé por volumetria (Jenkinson y Powlson
1970). La microfauna, mesofauna y la macrofauna
(Gobat et al. 2004) se extrajo de monolitos de
suelo de 0.25 x 0.25 m y 0.3 m de profundidad
(Anderson e Ingram 1993), el suelo se fragmenté
manualmente y se tamizé a través de mallas ASTM
nos. 70 (0.212 mm), 40 (0.425 mm), 12 (1.0 mm)
y 10 (2.0 mm), las poblaciones se observaron en
estereoscopio, se reportaron a nivel de grupos. Los
organismos se preservaron en frasco de vidrio con
alcohol al 70 %. Las plantas de la parcela atil se
cosecharon a los 42 dias después de la siembra, se
lavaron con agua y se separaron las hojas, el bulbo
y las raices de cada planta. La altura, el diametro
del bulbo y la longitud de la raiz se midieron con
un vernier digital con precisién de 0.1 mm, después
se introdujeron en bolsas de papel y se secaron en
horno a 72 °C durante 72 h. El pesado se realiz6
en balanza semianalitica con precisién de 0.01 g.

indice del impacto ecotoxicolégico

El IIE es un indice global que mide el efecto
del petréleo crudo en la microflora, en la micro-
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Table 3. Concentraciones de diferentes fracciones del petrdleo crudo en los suelos testigo y restaura-

dos.

Table 3. Concentrations of different fractions of crude oil in soils control and restoreds.
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Variable Sue.lo Suelo Restaurado (mg kg™!) LMP
Testigo 1 2 3
Hidrocarburos totales del petréleo 560 22 800 26 591 21 691 NI
Hidrocarburos fraccién media <26.1 <26.1 <26.1 <26.1 1200
Hidrocarburos fraccion pesada <85 <85 608.3 673.6 3000
Naftaleno <0.0077 <0.0077 <0.0077 <0.0077 NI
Acenaftileno <0.0052 <0.0052 <0.0052 <0.0052 NI
Acenafteno <0.0080 <0.0080 <0.0080 <0.0080 NI
Fluoreno <0.0046 <0.0046 <0.0046 <0.0046 NI
Fenantreno <0.0051 <0.0051 <0.0051 <0.0051 NI
Antraceno <0.0049 <0.0049 <0.0049 <0.0049 NI
Fluoranteno <0.0049 <0.0049 <0.0049 <0.0049 NI
Pireno <0.0071 <0.0071 <0.0071 <0.0071 NI
Criseno <0.0080 <0.0080 <0.0080 <0.0080 NI
Benzo(a)antraceno <0.0052 <0.0052 <0.0052 <0.0052 2
Benzo(b)fluoranteno <0.0122 <0.0122 <0.0122 <0.0122 2
Benzo(k)fluoranteno <0.0105 <0.0105 <0.0105 <0.0105 8
Benzo(a)pireno <0.0052 <0.0052 <0.0052 <0.0052 2
Indeno (1,2,3-cd)pireno <0.0033 <0.0033 <0.0033 <0.0033 2
Dibenzo(a,h)antraceno <0.0043 <0.0043 <0.0043 <0.0043 2
Benzo(g,h,i)perileno <0.0049 <0.0049 <0.0049 <0.0049 NI

LMP: limites maximos permisibles para suelo agricola segiin la NOM-138-SEMARNAT /SSA1-

2012 (DOF 2013).

NI: variable no incluida en la NOM-138-SEMARNAT /SSA1-2012 (DOF

2013). Fuente: datos no publicados y proporcionados por el MIPA Carlos Salvador Chablé.

fauna, mesofauna, megafauna del suelo, y en la
planta. El valor del lIE de cada pardmetro se de-
terminé con la siguiente ecuacién:

Parametro x del suelo testigo
IEEx =

Valor mas pequefio del parametro x del suelo restaurado

Si el 1IEx es igual a uno no existe efecto del
petréleo, si el valor es mayor que uno existe efecto
negativo del petréleo, si el IIE es menor que uno
existe efecto positivo (hormesis); en cambio, si el
valor no existe, entonces se asigné un valor arbitrario
de 700 para representar el efecto toxico severo en
el parametro debido a la exposicién crénica.

Analisis de datos

Se realiz6 contrastes ortogonales, el ANDEVA
de las medias de los tratamientos y las correlaciones
maltiples (Tukey p < 0.05) (SAS 2005) de las
variables evaluadas por época.
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RESULTADOS

Los resultados del analisis de contrastes or-
togonales tienen diferencias entre el ST (suelo

testigo, sin petréleo) y los SR1 y SR3 (suelos restau-
rados pero contaminados con petréleo). La com-
paracién entre el ST y el SR2 no muestra suficientes
evidencias para establecer diferencias entre ambos.

Microflora del suelo

Las densidades de la microflora del suelo
variaron de 10* UFC g de suelo seco en los hongos
totales y 108 UFC por g de suelo en las bacterias
totales (Tabla 4). Los datos reportados muestran
diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05) de las den-
sidades de bacterias totales, hongos totales, BFN,
BSP, BSK y de la cantidad de CO5 liberado de la
respiracion microbiana. Las densidades de las bac-
terias en las épocas nortes y lluvias no dismuyeron
por el efecto de los HTP pero si fueron inhibidas en
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el periodo de sequia. Destaca que los cinco grupos
de la microflora del suelo y la produccién de CO-
fueron menores en la época de sequia, mientras que
los hongos totales, BFN y las BSK aumentaron las
densidades en las épocas de nortes y/o de lluvias.
Con la presencia de HTP aumenté la poblacién de
hongos totales 15 veces en la época de nortes, tres
en las BFN en la época de lluvias; 15 veces la den-
sidad de BSP y 1.3 de BSK, ambas en la época de
nortes. Los HTP afectaron la densidad de hongos
totales (-0.45**) y también la produccién de CO,
(-0.663**) (Tabla 5).

Fauna del suelo

La fauna del suelo testigo agrupé moluscos
(ortogastrépodos), lumbricidos, nematodos, arac-
nidos, acaros, diplépodos, quildpodos, isépodos,
coléembolos, dipluros, coledpteros, himendpteros
(formicidos), dictidpteros (blatodeos), hemipteras,
larvas y huevos de insectos y cocones de lumbri-
cidos; en cambio en los suelos restaurados sélo se
encontraron algunas conchas de pequefios moluscos
(ortogastrépodos) muertos (Tabla 4). La densidad
de la fauna fue afectada severamente por la presen-
cia de los HTP a pesar que el suelo fue restaurado.
Se encontraron diferencias de las densidades pobla-
cionales (Tukey, p < 0.01) entre y dentro de los
suelos en las tres épocas experimentales, ademas
se observé alta correlacién negativa (-0.729**) en-
tre la densidad de la fauna y la cantidad de HTP
(Tabla 5). Al comparar la densidad de la fauna en
cada época se identificé que disminuyd, respecto al
testigo, 19 veces en la época de sequia y aumenté
a 76 en la época lluvias (Tabla 4).

Planta de rabano

Los datos de la Tabla 6 muestran que las
variables altura de la planta, diametro del bulbo,
longitud de la raiz, biomasas seca del follaje, del
bulbo y de la raiz fueron diferentes (Tukey, p <
0.05) por efecto téxico de los HTP persistentes
en el suelo restaurado en las tres épocas experi-
mentales. Si se comparan las siete variables evalu-
adas dentro de la misma época experimental, por
ejemplo en la época de nortes, es claro que a
mayor cantidad de HTP la planta fue mas afec-
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tada, disminuyé la altura (-0.766**) (Tabla 5),
fue menor el diametro del bulbo (-0.496**) por
tanto disminuy6 la biomasa seca total (-0.691**)
por efecto del petréleo. A pesar que la raiz de la
planta estuvo en contacto directo con los hidrocar-
buros, la longitud no tuvo diferencias estadisticas
(-0.134) pero si afecté (-0.66**) la biomasa de la
raiz. Observaciones realizadas en campo confir-
maron las diferencias de longitud y grosor de la
raiz pero se fragmenté durante la cosecha porque
el suelo restaurado estaba endurecido, con valores
de resistencia a la penetracién hasta de 8.2 Mpa
(Tabla 1, Trujillo-Narcia et al. 2012). Este error
experimental no permitié identificar diferencias es-
tadisticas de la longitud radical entre el suelo testigo
con el restaurado. En cuanto al efecto de la época
experimental se observaron diferencias significativas
en las medias de las siete variables de la planta de
rabano (Tabla 6). El mayor efecto téxico de los
hidrocarburos del petrdleo en la planta ocurrié en
la época de sequia, la altura disminuyé 4.1 veces
respecto a la planta que crecié en el suelo testigo,
ademas no se formé bulbo. Otro efecto daiiino en
las plantas que crecieron en suelos restaurados fue
la necrosis y muerte desde la tercera semana de la
siembra, al final del ciclo experimental (dia 42) la
mortalidad fue 90, 92 y 88 %, en los suelos restau-
rados 1, 2 y 3, respectivamente. La produccién de
biomasa fue variable dentro y entre las tres épocas
experimentales. La presencia de los HTP causé
hasta 318 veces la disminucién del follaje de rabano
en la época sequia (Tabla 6), no se formé biomasa
del bulbo y la biomasa de la raiz fue menor 186
veces respecto al testigo.

indice de impacto ecotoxicolégico

El efecto tanto de los HTP como de la época
experimental originé diferencias (Tabla 6, Figura 3)
en los valores de los IIE correspondientes a las siete
variables de la planta de rabano (altura, diametro
del bulbo, longitud de la raiz, biomasas del follaje,
bulbo, raiz y total), de los seis grupos de la mi-
croflora del suelo (bacterias totales, hongos totales,
BFN, BSP, BSK y produccién de CO3) y de la fauna
del suelo (Figura 3).
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Los IIE de la fauna fueron los mas altos, con
valores cercanos a 80 en los tres suelos restaura-
dos en las épocas de nortes y de lluvias. La menor
sensibilidad de los cinco grupos de la microflora a
la exposicién de los HTP origin valores menores a
cinco en las épocas de norte y de lluvias pero au-
menté hasta 220 en bacterias totales en el periodo
de sequia. No se pudo calcular el IIE del bulbo en la
época de sequia porque no se formé en las plantas
que crecieron en los suelos restaurados 1, 2 y 3
(Tabla 6), de manera arbitraria se asigné un valor
de IIE de 700 (Figura 3).

DISCUSION

Microflora del suelo

La correlacién entre la cantidad de HTP con
la densidad de hongos totales fue negativa y al-
tamente significativa (-0.45%*) y también con la
produccién de CO2 microbiano (-0.663**) pero no
hubo correlacién con la densidad de BT, BFN, BSP
y ni con las BSK (Tabla 5). Esta ausencia de efecto
puede ser atribuida a que a pesar de que se encontré
hasta 11 210 mg de HTP en el suelo, el petréleo se
adsorbe en la materia particulada, lo que disminuye
su toxicidad, igualmente porque a corto plazo el
petréleo y las fracciones del mismo que contienen
asfalto no se degradan significativamente (Atlas y
Bartha 2002), de modo que disminuye la biodisponi-
bilidad. En cuanto a la humedad en el suelo testigo
fue menor a 30 % y en los tres restaurados fue aln
menor, varié de 12.5 a 13.5 % (Tabla 1), estas canti-
dades son bajas, se recomienda al menos 35 % para
que los microorganismos tengan condiciones ade-
cuadas para su multiplicacién en suelos contamina-
dos con petréleo (Riser-Roberts 1998). En la época
experimental de sequia todos los microorganismos
evaluados disminuyeron sus densidades (Tabla 4),
quiza se asocia a que cuando una célula se encuen-
tra en un medio con baja actividad hidrica, el agua
puede salir de la célula, lo que representa un grave
problema pues una célula deshidratada no puede
crecer (Madigan et al. 2009). A este factor de
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estrés hidrico debe adicionarse el efecto de los bajos
contenidos de los nutrimentos N, P y K (Tabla 2)
en los tres suelos restaurados, lo que reduce la efi-
ciencia de la oxidacién aerdbica del petréleo (Madi-
gan et al. 2009). Por otro lado, sélo un namero
limitado de especies bacterianas tienen la capaci-
dad combinada de la fijacién de N2 y la oxidacién
de hidrocarburos. Se ha reportado que ambos pro-
cesos bioquimicos pueden ocurrir simultaneamente
en bacterias oxidantes del metano pero muy pocas
especies pueden fijar Ny y oxidar hidrocarburos de
mayor peso molecular. Esta restriccion puede aso-
ciarse a incompatibilidades en la fisiologia y/o en
la regulacién de los genes (Foght 2010). Estu-
dios de suelos afectados por derrames de petréleo
en areas de manglares han mostrado la presencia
de cepas con potencial de fijacién de nitrégeno,
para la solubilizacién de fésforo, también mostraron
perfil prometedor de degradacién y para la promo-
cién de crecimiento vegetal (Lima et al. 2011).
Igualmente, estudios microbiolégicos realizados en
Gleysoles e Histosoles, localizados en humedales
en Tabasco, afectados por derrames crénicos de
petréleo, mostraron que los HTP originan la dismin-
ucién de las densidades poblacionales de Azospiril-
lum, Azotobacter, de las bacterias solubilizadoras
de fésforo y de los hongos totales en rizosferas
de gramineas, ciperaceas, juncaceas y leguminosas
(Rivera-Cruz 2011). Las BFN poseen la carac-
teristica de adaptarse en suelos contaminados con
petrélec crudo aunque disminuye la diversidad de
colonias (Vazquez-Luna et al. 2011).

La respuesta diferente de estas bacterias a
la exposicién a los HTP puede estar relacionada
con diferencias fisioldgicas y de regulacion genética
(Foght 2010).

Fauna del suelo

La densidad de la fauna del suelo es un
parametro efectivo porque no se encontraron en
ninguna de las tres épocas, organismos vivos en los
tres SR pero si en el ST (Tabla 4).
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Figure 3. Valores de los indices de impacto ecotoxicolégico
en las tres épocas del afio. ST: suelo testigo, SR1: suelo
restaurado 1, SR2: suelo restaurado 2, SR3: suelo restaurado
3, AP: altura de planta, LR: longitud de raiz, BF: biomasa del
follaje, BB: biomasa del bulbo, BR: biomasa de raiz, BIOT:
biomasa total, DB: didmetro del bulbo, BT: bacterias to-
tales, HT: hongos totales, BFN: bacterias fijadoras de N,
BSP: bacterias solubilizadoras de fosfatos, BSK: bacterias
solubilizadoras de K.

Figure 3. Values of the ecotoxicological impact indices
for the three seasons of the year. ST: control soil, SR1:
restored 1 soil, SR2: restored 2 soil, SR3: restored 3 soil,
AP: plant height, LR: root length, BF: leaf biomass, BB:
bulb biomass, BR: root biomass, BIOT: total biomass, DB:
bulb diameter, BT: total bacteria, HT: total fungi, BFN:
N-fixing bacteria, BSP: bacteria that solubilise phosphates,
BSK: bacteria that solubilise K.

En este trabajo la densidad fauna del suelo
se correlacioné negativamente (-0.729**) con la
concentracién de los HTP y fue positiva (0.814**)
con la altura de la planta de rabano (Tabla 5). La
lombriz de tierra colectada en el estudio es una
especie sensible, se ha reportado que es afectada
en forma letal y subletal y mueren a los pocos
dias después de la exposicién a petréleo (Hanna y
Weaver 2002, Dawson et al. 2007). Los demas
grupos de la fauna del suelo, nematodos, aracnidos,
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acaros, moluscos, diplépodos, quilépodos, isépodos,
colémbolos, dipluros, coledpteros, himendpteros,
dictiopteros, hemipteros, larvas y huevos de insec-
tos y cocones de lumbricidos, no se encontraron
posiblemente por la modificacién del edafoecosis-
tema, lo que pudo haber ocasionado la disminucién
de los servicios ambientales de habitat, refugio y
fuentes alimenticias y por la disminucién del reci-
claje de la materia organica (Gobat et al. 2004,
Lavelle et al. 2006). La importancia del estudio
de la fluctuacién poblacional de la fauna del suelo
es porque se recomienda la inclusién de parametros
de los bioindicadores para identificar la dinamica
de la remocién de hidrocarburos. Esta informacién
fortalece la evaluacién basada en herramientas tradi-
cionales de monitoreo (Maila y Cloete 2005) ya que
la degradacién o disipacién de los contaminantes
organicos no solo se determina mediante analisis
quimico, es recomendable la aplicacién de pruebas
ecotoxicolégicas (Mendonga y Picado 2002) con
diferentes organismos después de los procesos de
descontaminacién para identificar los efectos téxicos
en organismos de prueba (Molina-Barahona et al.
2005). Se ha reportado que la densidad de la fauna
de invertebrados del suelo es un parametro efectivo
para la medicién de los efectos téxicos de diferentes
tipos de petréleos crudos y aceite (Efroymson et al.
2004). Estudios recientes confirman que concentra-
ciones de 15 000 mg kg~! de HTP originan dafios
en lombrices en el suelo (Tang et al. 2011), igual-
mente estudios realizados en suelos contaminados
con petréleo crudo demostraron que la abundancia
y diversidad de acaros y de larvas de dipteros son
menos afectados que otros grupos, en cambio la di-
versidad de colémbolos disminuye por la exposicién
a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Uribe-
Hernandez et al. 2010).

Planta de rabano

La planta de rabano es sensible a la exposi-
cion a HTP, las variables mas afectadas fueron
el didmetro y la biomasa del bulbo y también la
biomasa total vegetal (Tablas 5y 6). Se sabe que
ésta especie vegetal es sensible a factores de estrés
toxicolégico (OECD 2006). En general, la fitotoxi-
cidad de diferentes tipos de petréleos crudos medio,
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pesado y de aceite son ocasionados por concen-
traciones mayores a 10 000 mg kg~! pero valores
menores de otras mezclas de derivados del petréleo
también originan fitotoxicidad (Efroymson et al.
2004). Los derrames y fugas de petréleo crudo en el
suelo no sélo producen dafios en la planta de rabano
sino que también se manifiesta en la disminucién de
la altura y de la biomasa de especies de gramineas,
ciperaceas y de leguminosas que crecen en suelos
hasta con 79 457 mg kg~ de HTP intemperizado
(Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia 2004, Rivera-Cruz
et al. 2005). Estudios han mostrado que otras
dicotiledéneas (Crotalaria incana, Leucaena leuco-
cephala y Vigna unguiculata) son también especies
sensibles a la exposicién a HTP (Vazquez-Luna et
al.  2010) y al petréleo crudo como el chicharo
(Pisum sp) y la mostaza (Brassica sp) (Dawson et
al. 2007), de modo que pueden ser considerados
como especies bioindicadoras para la identificacién
de la calidad de la restauracién de suelos contami-
nados con petrdleo.

Indice de impacto ecotoxicolégico

Estudios toxicoldgicos efectuados en plantas
de gramineas, ciperaceas, juncaceas y leguminosas
expuestas a suelos con petréleos intemperizado y
fresco, mostraron la existencia de relacién directa
entre el incremento de la cantidad de HTP con el
grado de la fitotoxicidad (Tabla 6). Los resultados
muestran tendencias similares con otros estudios
toxicolégicos en plantas expuestas a petréleo crudo.
Estudios con las leguminosas zarza (Mimosa sp) y
chipilin silvestre (Crotalaria sp), que son especies
sensibles a la exposicion a petréleo, muestran que
los indices de impacto ecotoxicolégico mas altos
correspondieron a la biomasa y la altura de la planta
(Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia 2004), el nimero de
nédulos y la presencia/ausencia de leghemoglobina
dentro del nédulo (Rivera-Cruz et al. 2005). Otros
estudios evidencian que en otra leguminosa (Vigna
unguiculata) los parametros con indices mas altos
son la biomasa y el namero de nédulos. En cuanto
a la fauna del suelo los invertebrados son mas sen-
sibles que las plantas (Efroymson et al. 2004), en
particular la lombriz de tierra porque entra en con-
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tacto directo el petréleo con su cuerpo que carece de
proteccién externa, muere a los pocos dias (Hanna
y Weaver 2002, Dawson et al. 2007) de inicio de
la prueba o del efecto de un derrame o fuga de
petrélec. Los indices méas sensibles de la microflora
del suelo fueron las densidades de bacterias y los
hongos heterétrofos (Figura 3), esto coincide con
resultados recientes (Rivera-Cruz 2011) y también
con las densidades poblacionales de Azospirillum y
Azotobacter que fueron inhibidas por la exposicién
a suelos con petréleo intemperizado.

CONCLUSIONES

Es necesaria la inclusién de
parametros en la normatividad oficial mexicana rela-
cionada con el establecimiento de limites maximos
permisibles de hidrocarburos en el suelo y para la
remediacién de suelos contaminados con petréleo y
sus derivados. Los pardmetros biolégicos del suelo
y de la planta de rabano mostraron que el Fluvisol
permanece contaminado a pesar de la aplicacién
del proceso de restauracién ex situ fisico y quimico.
Las variables mas sensibles en la época de sures
fueron el bulbo y la biomasa seca de la planta de
rabano, en cambio en las épocas de nortes y lluvias
fue la densidad de la fauna del suelo. El indice del
impacto ecotoxicolégico es una herramienta sencilla
que muestra la calidad de la restauracién de un
Fluvisol afectado por derrames o fugas de petréleo
crudo segin la época climéatica del afio.

nuevos
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