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Introduccion

En el sureste de México, extensas zonas han sido afectadas por derrames que ocurren durante la
extraccion, conduccién y transporte del petréleo (Rivera-Cruz et al. 2005). Los efectos negativos
aumentan debido al mal estado de los ductos y a la dispersion de los contaminantes (Vega et al. 2009)
causado por las abundantes precipitaciones caracteristicas de regiones tropicales (Rivera-Cruz vy
Trujillo-Narcia, 2004). Todos los eventos en los que se encuentran involucradas sustancias que
implican algan riesgo para el ambiente o la poblacion y que puedan generar la contaminacion de suelos
y cuerpos de agua, son conocidos como emergencias ambientales. De acuerdo con estadisticas de la
Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA), cada afio se presentan en México un
promedio de 550 emergencias ambientales asociadas con materiales y residuos peligrosos. Dentro de
los compuestos peligrosos mas comdnmente involucrados en emergencias ambientales, se encuentran
el petréleo y sus derivados (gasolinas, combustoleo, diesel), agroquimicos, gas LP y natural, entre
otros. Los derrames de hidrocarburos de petréleo son una de las principales fuentes de contaminacion
de suelos y aguas ya que ocasionan perturbaciones en los ecosistemas al afectar su estructura y
bioprocesos. Este tipo de contingencias ambientales originan efectos directos sobre la biota, ya que el
petréleo contiene compuestos quimicos toxicos que producen dafios a las plantas, animales y humanos
pero principalmente sobre las poblaciones de microorganismos, los cuales representan parte importante
del ecosistema y son claves para los procesos biogeoquimicos (Vasudevan y Rajaram, 2001). Las
estadisticas oficiales de las emergencias ambientales por derrames de petréleo durante el periodo de
1993 a 2009, registr6 7998 emergencias ambientales, de las cuales 1315 (16.44 %) sucedieron en
Tabasco. ElI 92.6 % de los derrames o fugas de petrleo se acumularon en el suelo debido
principalmente a fugas de ductos (PROFEPA 2011).

El marco legal ambiental en México, en particular la Ley General del Equilibrio Ecol6gico y la
Protecciéon al Ambiente, establece que los suelos contaminados con materiales peligrosos deben ser
restaurados para que recuperen sus condiciones originales. La Norma Oficial Mexicana NOM-138-
SEMARNAT/SA1-2008 (DOF 2010) se refiere a los procedimientos para el muestreo y las
especificaciones para la caracterizacion y remediacion del suelo contaminado por derrames de petrdleo.
Esta norma es de naturaleza geoquimica ya que solo considera el cumplimiento de concentraciones
méaximas permisibles de las fracciones ligera, mediana, pesada; la fraccion soluble benceno-tolueno-
etilbenceno-xileno (BTEX) y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). Otra caracteristica de
esta NOM se refiere a especificaciones ambientales para la remediacion del suelo. Una indica que no
deben generarse mayores alteraciones ambientales que las producidas por el petréleo derramado, otra
condiciona que el uso de formulaciones quimicas no debe alterar las caracteristicas y las propiedades
del ecosistema. No obstante que estas especificaciones son de observancia obligatoria, persisten
concentraciones altas de HTP en suelos del estado de Tabasco (Lépez 2010). Por otro lado e incluso
las propiedades fisicas y quimicas de fluvisoles, vertisoles y gleysoles restaurados permanecen
alteradas en detrimento de los procesos ambientales, de la biodiversidad y de la fertilidad del suelo
(Rivera 2001, Trujillo-Narcia y Rivera-Cruz 2006, Trujillo-Narcia et al. 2006, Dorantes et al. 2010,
Jiménez et al. 2010, Lopez 2010, Lépez et al. 2010, Orozco et al. 2010, Ramirez et al. 2010, Salvador
2010, Rivera-Cruz et al. 2011, Trujillo-Narcia et al. 2011).
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En otro contexto, los estudios citogenéticos permiten conocer y determinar los patrones
cromosomicos que siguen los organismos como mecanismos de la diversidad genética, su evolucion,
asi como para establecer posiciones taxondmicas de las especies y como base para programas de
mejoramiento biotecnolégico (Calasanz 2001, Sumner 2003). Ademaés, con la técnica de citogenética se
pueden identificar la morfologia de los cromosomas en especies sanas y especies que han sido
expuestos a sustancias toxicas y comparar los efectos toxicoldgicos a través de los pardmetros
cariotipicos (Calasanz, Baez-Ramirez et al. 2004). Las pruebas ecotoxicoldgicas (bioensayos) son una
buena herramienta para medir las respuestas biolégicas que permiten estimar la presencia o
concentracion de las sustancias tdxicas. En éstas pruebas se utilizan diferentes organismos como
microorganismos, animales o plantas, que cuando al modificarse las condiciones ambientales sus
caracteristicas fisioldgicas y metabdlicas se modifican, por lo que se les considera bioindicadores
(Capd, 2002). El estudio intracelular en la especie Zea mays L. mediante la técnica de citogenética,
proporcionara informacion de los efectos ocasionados por la presencia de Hidrocarburos Totales del
Petroleo en el suelo, aun en fracciones menores. Dichos efectos se veran reflejados a nivel
cromosomico, a nivel nuclear y a nivel celular

Objetivo

El objetivo del presente trabajo es evaluar los efectos citotoxicos en raices de Zea mays, de suelos con
limites maximos permisibles de hidrocarburos.

Metodologia
Area de estudio y bioensayo de HTP

El estudio se realiz6 en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico Superior de Comalcalco (ITSC),
ubicado en el municipio de Comalcalco, Tabasco, México. El experimento consto de un bioensayo que
se realizd bajo condiciones de un invernadero (Luz natural). La colecta del suelo se llevo a cabo en las
instalaciones del ITSC, ubicado en las coordenadas: 18°17'41.76" N y 93°13'8.76" O. El tratamiento
del suelo (secado, molienda y tamizado) y el desarrollo de los bioensayos, se realiz6 en base a las
especificaciones de la OECD 208 (OECD, 2003). En cada bioensayo, se disefiaron cuatro tratamientos
con concentraciones de 0 (Tratamiento testigo), 500, 1000, 3000 y 6000 mg kg-1 de Hidrocarburos
totales del petroleo (HTP), con cinco unidades experimentales (U.E.) por tratamiento. Se utilizaron
frascos de cristal con una capacidad de 1000 g; y se agregd 750 g de suelo por unidad. Para alcanzar las
concentraciones de 500, 1000, 3000 y 6000 mg kg-1 HTP, se adicion6 247 ml de agua destilada, para
alcanzar la capacidad de campo en cada U.E. En el estudio se utilizd Zea mays como especie
bioindicadora en el bioensayo. En cada unidad experimental se sembr6 cinco semillas de Z. mays, las
cuales se regaron cada dos dias para mantener la capacidad de campo. Para la medicion de variables
fisioldgicas, se colocaron las unidades experimentales bajo las condiciones de cada bioensayo y se
observo el porcentaje de germinacion de las semillas de tratamiento, cuando el tratamiento testigo
(T.T.) alcanzd un porcentaje del 90% se procedio a medir la altura de las plantas de cada U.E. con una
reglaalos 7,9, 11, 13, 15y 17 dds. La cosecha de las plantas, se realiz a los 18 dds. Posteriormente,
se extrajeron las plantas de cada tratamiento, se cortaron y se colocaron en bolas de papel la parte foliar
(hojas vy tallo) y la radical (raiz) de las plantas. La biomasa seca foliar y radical se calcul6 a colocar la
materia vegetal (parte foliar y radical) en un horno a 70°C por 48 h.
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Técnica de citogenética vegetal

Se empled el método de citogenética para raices (Hernandez-Guzman, 2011, 2014 modificado) para
ello, se seleccionaron las raices de acuerdo a cada tratamiento: 500, 1000, 3000 y 6000 ppm de HTP
respectivamente. Se maceraron las raices en un mortero con agua destilada, disgregando todo el tejido
para posteriormente verterlos en tubos de ensayo de 14 ml (2 tubos de ensayo por cada tratamiento).
Enseguida se le realizé un tratamiento de choque hipotdnico, el cual estd conformado de Na;CyHs0-
(Citrato de Sodio) y agua destilada (2.0%), dejando reposar durante 1 hora para hacer reacciéon. A
continuacion, se preparé una solucién fijadora, compuesta por CH,O (metanol) y C,H,0, (acido
acético) en una proporcion de 4:1 dejando reposar por 30 min. Una vez implementado este tratamiento,
se dejé reposar por 72 horas a temperatura de 4 °C. Pasado el tiempo necesario, se procedio a la
centrifugacion de las muestras a 7000 rpm durante 10 minutos; para ello se agregd 0.5 ml de la muestra
en micro tubos de 2.0 ml. Una vez centrifugada la muestra, se agrego 0.5 ml de solucion fijadora; este
proceso tuvo 3 repeticiones para un posterior reposo de 24 horas. Tras las horas de reposo, se realizaron
goteos en portaobjetos desde una altura aproximada de 1.5 m, fijando a las células a través de un
mechero y dejandolas secar a temperatura ambiente. Luego, las muestras fueron tefiidas la tincion con
un colorante bioldgico Giemsa al 10%, preparado con buffer de fosfatos a 7.0 de pH para
posteriormente observar en microscopio en 40x y para la toma de fotografias de las dispersiones
nucleares y cromosémicas con objetivo de 100x.

Resultados

Los efectos producidos a nivel intracelular en la especie Z. mays L con respecto a la presencia de
hidrocarburos, estan relacionadas con la concentracion y exposicion del contaminante. Las anomalias
mas representativas identificadas en las células de raices fueron las siguientes: dispersiones
cromosdmicas con ausencia y exceso de cromosomas con relacion a su nimero modal diploide, tres
niveles diferentes de apoptosis, la presencia de microntcleos y el duplicado de nucleos dentro de una
célula, datos que causan mutaciones en la especie y al vez, muestran los niveles de adaptacion de la
misma. En el primer tratamiento, donde la concentracién de HTP's fue de 500 mg kg™ b.s. se
observaron la presencia de seis anomalias, de las cuales la mas significativa fue la malformacion
nuclear (Gréfica 1) con un porcentaje de 36%, seguida del inicio de apoptosis nivel |, al distinguir
como inicia el encogimiento de la célula y la separacion de los organelos para el empaguetamiento,
entre otros rasgos que son parte del proceso, esta anomalia alcanzé un porcentaje de 17%. El
alargamiento celular se presenta al cambio de forma que recibe la célula a causa del HTP con un rango
de 17% asi como la presencia de microndcleos, fendbmeno que empieza a ser visible mediante la
separacion del ndcleo y el porcentaje obtenido es de 14%. Finalmente las anomalias menos frecuentes
fueron las dispersiones cromosomicas y los nucleos en forma arrifionada; la primera con un 8%,
manteniendo el juego béasico de 10 cromosomas (2n=20) y la segunda, con un porcentaje de 6%,
evidenciando la presencia del hidrocarburo, que aun en proporciones menores, se observaron los
cambios significativos y los dafios intracelulares que recibi6 la especie a la exposicion de éste.
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Grafico 1 Anomalias a nivel intracelular en 500 ppm de HTP’s de petrdleo
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Anomalias

Si la presencia de HTPs del petréleo es de 1000 mg kg™ b.s. la anomalia més significativa es la
presencia de micronucleos con frecuencia de 15, lo que representa el 28% e indica modificaciones en la
secuencia de nucleotidos como la alteracion estructural de bases, su delecion o adicion de manera
incorrecta, asi como cambios en la estructura de los cromosomas producto de rompimientos
monocatenarios o bicatenarios, y la formacion de entrecruzamientos DNA-proteina, representando
dafio al material genético los cuales se representan visualmente en la presencia de los micronucleos.
Los niveles de apoptosis encontrados fueron I, 11 y 111; siendo el mas representativo el nivel 1 el cual se
observa mediante el encogimiento de la célula, el citoplasma se vuelve méas denso y organulos mas
empaquetados, asi como la condensacion de la cromatina. El nivel de apoptosis depende del dafio a la
célula, representado en el aumento de cuerpos apoptoticos visibles, ademéas del rompimiento de las
estructuras celulares (citoplasma, membrana, nlcleo), en este estudio se trabaja de | a I1l. Ademas la
presencia de cromosomas circulares, no muy comunes en la especie estudiada, con una frecuencia de
26%. Las anomalias menos significativas se encuentran en la grafica siguiente (Gréafica 2).



15

Gréfico 2 Anomalias a nivel intracelular en 1000 ppm de HTP’s de petroleo.
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Cuando los HTP's se encuentran en una concentracién de 3000 mg kg™ b.s (Gréfica 3), la
modificacion intracelular mas representativa es el nivel de apoptosis tipo Il con un porcentaje de 29%,
el cual se aprecia mediante un aumento de cuerpos apoptoticos, indicio de la fragmentacién de la
membrana celular. De la misma manera, la presencia de micronucleos sigue siendo muy significativa,
representada en un 17%, asi como la ausencia de nucleos en las células de la especie lo que indica que
el contaminante inhibié la informacidn genética de la célula en forma de ADN y aunque en menor
proporcién (1%), se observaron células binucleadas, es decir células con la presencia de dos nucleos,
duplicando la informacidn genética. De la misma manera, se encontraron nicleos con malformaciones,
representados mediante forma arrifionada y la presencia de cromosomas circulares, presentes en 7% y
12%, respectivamente. Los alargamientos celulares fueron las anomalias mas visibles y en esta
concentracion se identifico en 8%.
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Gréfico 3 Anomalias a nivel intracelular en 3000 ppm de HTP’s de petroleo

3000 ppm

18

H Apoptosis nivel IlI

M Apoptosis nivel Il

M Apoptosis nivel |

H Alargamiento celular

M Nucleo arrifionado

M Célula binucleada

Frecuencia

i Célula sin nucleo

i Micronucleos

i Cromosomas circulares

i Dispersién cromosomica

anomalias intracelulares

La dltima concentracién de HTP's estudiada corresponde a 6000 mg kg™ b.s en la cual se
observé un ligero aumento de anomalias, siendo la mas significativa el aumento de cuerpos apoptéticos
indicadas en la presencia de apoptosis nivel Ill, alcanzando un porcentaje de 30%, de mismo modo,
aumentd el nimero de nucleos dentro de las células hasta cuatro veces, encontrando células
binucleadas, trinucledas y tetranucleadas, en un porcentaje de 9%, 2% y 2%, respectivamente. Las
malformaciones nucleares aumentaron ligeramente en 2% lo que representa, modificaciones del
material genético; asi como la ausencia de nucleos dentro de las células, representadas en 11% dando
lugar a la inhibicion del material genético correspondiente. Las anomalias se encuentran comparadas de
acuerdo a la frecuencia en gque se observaron en la grafica 4, mostrada a continuacion.
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Gréfico 4 Anomalias a nivel intracelular en 6000 ppm de HTP’s de petroleo
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Al cuantificar los diferentes tipos de anomalias intracelulares presentes causados por cada tipo
de tratamiento explicado con anterioridad, se puede observar un ligero aumento paralelo al aumento de
concentracion de HTP presente en el suelo. Este fendbmeno se puede observar en la gréafica 5 mostrada a
continuacion.
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Grafico 5 Aumento de anomalias de acuerdo a la concentracion de HTP's
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Discusion
El maiz (Zea mays L.) es una de las especies que han recibido méas atencion en lo que se refiere a los
estudios citogenéticos; es una de las pocas especies diploides de cultivos alimenticios y tiene un juego
bésico de diez cromosomas, diploides con 2n = 20 (Ripusudan et al. 2001). Sin embargo de acuerdo al
presente estudio, el nivel de poldlia de la especie presentd modificaciones de acuerdo al tipo de
tratamiento al que fue expuesta la especie; este fendmeno fue observado a partir de la concentracion de
1000 mg kg™ b.s. de HTP en el suelo donde el ndmero modal de ploidia se encontré en 2n=15,
mostrando una disminucion de cromosomas significativa. Al aumentar la concentracion de
hidrocarburos presentes a 3000 mg kg™ b.s. el nimero modal de ploidia disminuyé a 2n=12
cromosomas, mientras que al encontrarse la especie a una exposicién de 6000 mg kg™ b.s. el nivel de
ploidia aumento considerablemente, siendo el minimo 2n=20 y el nivel maximo de ploidia 2n=60, esto
explica la respuesta de la especie y la capacidad de ésta, al intentar recuperar el nivel de ploidia normal,
revirtiendo mediante algun mecanismo propio los efectos del contaminante. Los niveles de adaptacion
de Zea mays L. han sido uno de los factores determinantes para emplearla como bioindicadora en este
estudio, es por ello el interés y los maltiples estudios realizados. En una hibridacién entre las especies
con 2n=20, Zea mays y Zea mexicana fueron las méas estables cromosémicamente y las que tenian
mayor fertilidad (Molina 2011), este es un claro ejemplo de adaptacion de la especie y una explicacion
clara del desarrollo y crecimiento en suelos con hidrocarburos.

En otro contexto mas amplio y significativo del estudio, la Norma Oficial Mexicana NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003 (DOF, 2013) establece los Limites Maximos Permisibles (LMP) de
hidrocarburos en suelos y las especificaciones para su caracterizacion y remediacion. Sin embargo, solo
considera aspectos fisicos y no toma en cuenta parametros careologicos y citogenéticos que tiene la
misma importancia, que de acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio son muy relevantes y
significativos para cada especie que se encuentra en constantes exposicion a algun tipo de
hidrocarburo, en especial, al petréleo crudo. Esta NOM sefiala como LMP de HTP en el suelo, 500 mg
kg™ base seca, en el sector industrial, es decir, el tratamiento uno de este estudio corresponde a este
LMP establecido, y de acuerdo a los resultados obtenidos y al analisis realizado, se puede determinar
que la concentracion de hidrocarburos ain en cantidades minimas puede afectar de manera significativa
citogenéticamente a las especies expuestas a dichos contaminantes, en este caso, la especie Zea mays L.
Las afectaciones comienzan en pequefios cambios intracelulares (alargamiento celular, presencia de
micronucleos, dispersiones, diferentes niveles de ploidia, entre otras) hasta alcanzar niveles de
apoptosis altos (Nivel 111) donde resulta dificil identificar cada uno de los componentes de una célula y
por ende, llevar una cuantificacion de los cromosomas. La facilidad de adaptacion de Zea mays L. no
garantiza una buena calidad de cosecha pero abre un amplio campo de estudios por realizar, debido que
hoy en dia no existen investigaciones anteriores de la relacion de las concentraciones de HTP’s con
parametros careologicos y citogenéticos de Zea mays L. Por otro lado, en el presente afio se han estado
desarrollando dichos estudios en otros grupos taxonomicos nativos del estado de Tabasco, donde
Bucio-Luna (2015) reporta todas las alteraciones intracelulares en especies de animales como el pez
tropical Thoricthys helleri, las cuales se distribuye en ecosistemas acuaticos que se encuentran
actualmente expuestas a diversas concentraciones de contaminantes de petréleo, al igual de evidencia
de otro tipo de contaminante como son los metales pesados, siendo este el primer estudio en su tipo
para la region de la Chontalpa en el estado de Tabasco, México.
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En este contexto, analisis citogenéticos y cariotipicos de Arias-Rodriguez et al. (2009), Indy et
al. (2010) y Herndndez-Guzmén et al. (2011, 2014) indican la presencia de malformaciones
intracelulares y evidencias de composiciones particulares en las células, como la presencia de
microcromosomas tipo “B”, en diversos nimeros por células. Ademas, las evidencias del impacto cada
vez més frecuente de la exposicion de las especies a sus ambientes son irrefutables, ya sea de forma
natural por agentes genotdxicos o por actividades antropogénicas, (Herndndez-Guzméan & Islas-Jesus
2014, Garcia-Guzman & Hernandez-Guzman 2015).

Conclusion

La especie Zea mays L. crece normalmente en suelos con presencia de hidrocarburos porque sus
condiciones de reproduccion lo permiten, mas sin embargo, entre mayor sea la concentracion de
hidrocarburos presentes en el suelo, mayor es el dafio celular, alterando sus funciones y su calidad, que
resulta inaceptable para la integridad de ejemplares de segunda generacion. La escases de estudios en
especies de plantas de la region no permite una comparacion aceptable, sin embargo, se genera nueva
informacion de este tipo de investigacion para la region tabasquefia, donde la historia indica un
constante de “accidentes” petroliferos que se liberan en el ambiente. También, es necesario que los
estudios bioldgicos y citotoxicos de este orden, sean anexados en la normatividad mexicana para
evaluar el grado de impacto ambiental bajo los criterios citogenéticos.
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