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RESUMEN

La investigacion realizada posee como objetivo evaluar la viabilidad
de un método toxicoldgico a partir de la germinacién del rabano (Raphanus
sativus L.) para determinar la toxicidad de suelos contaminados por hidrocarburo
en laboratorio, adquirimos como patron suelo contaminado por hidrocarburos
extraido de Maestranza (cochera de carros) de la Universidad Nacional Agraria
La Molina, para ello se realizé analisis fisico-quimico del suelo y se determino el
contenido de hidrocarburos en el suelo mediante el método de extraccidon
Soxhlet, después se acondiciono las semillas de rabano en placas de vidrio y en
macetas para observar su biometria y parametros (porcentaje de germinacion,
energia germinativa, retraso germinativo, biomasa y porcentaje de humedad)
que nos ayuden obtener la respuesta toxicolégica de las plantulas. Como
resultado se reporta que en placas Petri con una concentracion de hidrocarburo
de 100 % se encuentra un 49.95 de respuesta toxicologico; mientras que, los
ensayos en macetas la respuesta toxicologica es de 63.78. Se concluye que el
hidrocarburo a una concentracion maxima tiene como efecto adverso en los
ensayos trabajados en macetas, y que la especie R. sativus puede considerarse

como un bioindicador de suelos contaminados por hidrocarburos.

Palabras claves: método toxicoldgico, Raphanus sativus, hidrocarburo,

bioensayos, germinacion.



. INTRODUCCION

A nivel global, existen problemas de contaminacion del suelo como
el agua y aire se atribuyen primordialmente a las labores antropogénicas; entre
ellos se encuentra la extraccion de recursos naturales, en este caso en particular,
hidrocarburos. En los ultimos afios, el sector se ha expandido significativamente
y se ha convertido en una parte importante del crecimiento econémico mundial;
actualmente se considerada como eje del incremento econdmico en varios

paises del orbe al consumo, las reservas y la produccion de energia.

La presencia y persistencia de hidrocarburos contaminan el suelo,
esto depende, de la composicion y textura del suelo (el tamafio de las particulas
que componen), porque segun las caracteristicas del suelo, el petrdleo se
adherira a la capa superficial del suelo, por lo tanto se expandira en el suelo y

esta permanecera por mas tiempo.

Los riesgos ecoldgicos generalmente se juzgan en funcién del impacto
sobre los organismos, sus poblaciones o comunidades. El valor de Dosis letal media

(DLso) representa mejor la toxicidad aguda de una sustancia.

Son visibles con los métodos tradicionales pues la cuantificacion de
la concentracion que existe en el ambiente, después del tratamiento no es

suficiente, dado que se puede alcanzar el valor limite maximo admisible, lo cual
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no indica que podria causar problemas de salud a la poblacion, por tanto, se
requiere realizar ensayos con organismos para detectar la presencia del

contaminante, pues se alterara el comportamiento de estos organismos.

En esta tesis se evaluo la aplicacion de hidrocarburo para el proceso
de toxicidad de semillas de rabano, se utilizaron extracto de suelo contaminado
mediante el método de Soxhlet, con placas Petri mediante concentraciones y de
esa manera se podra ver su efecto toxicoldgico en su tiempo de germinacion,
biomasa y la longitud de la radicula y el hipocotilo. Asi mismo se podra
determinar el efecto toxico en las semillas por hidrocarburo determinando la

dosis letal media y los parametros toxicoldgicos.

Con dichos antecedentes de empleo del rabano nos hacemos la
pregunta ¢, Cual es la viabilidad del método toxicoldgico a partir de la germinacion
del rabano (Raphanus sativus L.) para determinar toxicidad de suelos
contaminados en laboratorio? Y como hipétesis podemos decir, a una
concentracion de 0,2 mL/L (ECA-suelos), equivalente al 70% de hidrocarburo se
obtendra una viabilidad toxicolégica en la semilla de rabano (Raphanus sativus

L.) superior al DL 50 en los bioensayos de laboratorio.

1.1. Objetivo general

Evaluar la viabilidad de un método toxicolégico a partir de la
germinacién del rabano (Raphanus sativus L.) para determinar la toxicidad de

suelos contaminados por hidrocarburo en laboratorio.
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Objetivos Especificos

Determinar la respuesta toxicologica en las semillas de rabano (Raphanus
sativus) en placas y maceta a diferentes concentraciones de

hidrocarburos.

Determinar el umbral de sensibilidad en diferentes concentraciones de
hidrocarburo mediante bioensayos de laboratorio para el rabano
(Raphanus sativus)

Determinar la concentracion de hidrocarburo mediante bioensayos de
laboratorio aplicando la Dosis letal media DL50 para el rabano (Raphanus

sativus)

Determinar los parametros toxicologicos, NOAEL Y LOAEL para el rabano

(Raphanus sativus) mediante bioensayos de laboratorio



Il REVISION DE LITERATURA

21. Hidrocarburos

Son sustancias naturales derivadas de las algas establecidas a lo
largo de un sinnumero de afnos, gracias a la materia organica desarrollada en la
superficie terrestre, el proceso se inicia por la fotosintesis, que forma parte del
ciclo del carbono; durante los periodos geoldgicos, este aporte ha producido una

gran materia fésil (YAVARI et al. 2015).

Estas sustancias estan compuestas principalmente por diferente
volatilidad, disolucion, y debido a que solo se forman a partir de atomos de
carbono e hidrégeno, son compuestos organicos facilmente biodegradables, que
pueden ser eliminados o convertidos en sustancias menos toxicas en el suelo y
para agua que ha sido contaminada, por lo que se permite la investigacion y el
andlisis para disefar estrategias de fitorremediacion que promuevan su

degradacion y con ello depuren el suelo y el agua. (VELASQUEZ, 2018).

Los hidrocarburos imposibilitan el intercambio de gases con el aire,
liberando una cadena de procesos fisicos y quimicos simultaneos, como la
evaporaciéon y la infiltracién, dependiendo del tipo de hidrocarburo, la
temperatura, la humedad, la textura del suelo y las emisiones pueden ser un
proceso mas o menos lento que transporta a una mayor toxicidad. (BENAVIDES

et al., 2006).
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2.2. Contaminacion por hidrocarburo

Los procedentes de hidrocarburos; gasolina, queroseno, aceite,
combustible, parafina y asfalto, etc. No solo perturban la superficie del suelo,
sino que ademas corren el riesgo de ser transportados hasta aguas subterraneas
para causar su contaminacion, o incluso pueden ser transportados por
escorrentia, agravando aun mas dafio ambiental. La contaminacién afecta las
condiciones fisicas y quimicas del agua, porque se reduce la transferencia de
oxigeno entre la atmésfera y la fase acuosa, y la luz ingresa al ambiente,
inhibiendo asi el crecimiento de ciertas especies y reduciendo el oxigeno

disuelto, asi como la fijacion de nutrientes (VELASQUEZ, 2018).

La mayoria de los componentes toxicos y volatiles se eliminan por
evaporacion. Aunque otros compuestos se oxidan por la radiacion ultravioleta
del sol, todos dependen del peso molecular, porque algunos hidrocarburos
téxicos son solubles en agua y se degradan, mientras que otros tienen la
capacidad de depositarse en los sedimentos. Independientemente de las
reacciones o efectos de estas sustancias, los animales y plantas de la zona se

ven afectados directamente en primer lugar (GONZALEZ et al. 2011).
2.3. Antecedentes

El Perd es uno de los paises afectados recientemente por cambios
en los hidrocarburos provocados por el trabajo industrial y maritimo. A su vez,
involucra las etapas relacionadas con el uso, transferencia y disposicion del

petréleo y sus derivados. Del mismo modo, las emisiones anuales son de
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47.483.378,72 m3 por afio, y solo alrededor del 5% de las aguas residuales

industriales se reutilizan con hidrocarburos. (ANA, 2017).

2.3.1. Reportes de derrame de petrdleo en los ultimos anos en el

Peru

a. Reportes emitidos en el aino 2016

El OEFA (2019), supervisa el derrame de emulsion asfaltica que
ocurrié en el camion cisterna de Transtani E.l.LR. L. el 2 de enero de 2016. Que
llevaba alrededor de 8.500 galones de liquido asfaltico cay6 a un afluente del rio
Colca a la altura del kildmetro 8 + 600 de la via Imata en el sector Colca del
distrito de San Antonio de Chuca, ubicado en la provincia de Caylloma,
departamento de Arequipa. En la vigilancia ejecutada por el OEFA se verifico
que el derrame afectd la vegetacion y tierra en un area aproximada de 300
metros cuadrados, y luego fluyd, aproximadamente, 100 metros lineales del lugar
del derrame hasta uno de los afluentes del rio Colca. Durante la supervision en
el area, se tomaron tres (03) muestras de suelo y cinco (05) muestras de agua
para verificar el grado de impacto sobre estos recursos. Como autoridad
competente para el seguimiento de las actividades de hidrocarburos, el OEFA
verificara el cumplimiento de las medidas de emergencia de la empresa para la

remediacion en las areas afectadas por el desastre.
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b. Reportes emitidos en el afio 2017

El OEFA (2019), por medio de su oficina descentralizada en Puno,
inspecciono el derrame de 11.000 galones de petrdleo incitado por el vuelco de
un camién de reabastecimiento de Lozapetrol Transportes S.R.L. de origen
boliviano, que afecté el rio Causilluma. El accidente acontecio el 22 de
septiembre, en el km. 254+470 de la carretera Moquegua / Desaguadero, en el

distrito de Huacullani, provincia de Chuchuito, departamento de Puno.

El OEFA, como autoridad de fiscalizacién ambiental, tom6 muestras
de agua y suelo del area del accidente para determinar la extension del dafo. Si
la empresa no cumple con su plan de emergencia o no toma las medidas
correctoras, la entidad implementara las medidas administrativas, civiles y

penales correspondientes.

c. Reportes emitidos en el afio 2018

El OEFA (2019), da a conocer el derrame de petréleo sucedido en el
kilbmetro 20+200 del tramo | del Oleoducto Norperuano, situado cerca a la
comunidad San Pedro, en el distrito de Urarinas, departamento de Loreto. La
supervision que realiza el OEFA aprobara establecer la causa y el impacto
generado por el derrame, ademas, verificara la implementacién del Plan de
Contingencia por parte de Petroperd S.A., que implica las acciones de
contencion y limpieza de la zona afectada. De acuerdo a lo notificado por la
empresa, la fuga de petréleo ocasionado por acto de terceros, lo cual sera

materia de evaluacion por la autoridad conveniente.
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d. Reportes emitidos en el afno 2019

El OEFA (2019), reporta el derrame de petréleo ocurrido en el
kilometro 549 del Tramo |l del Oleducto Norperuano, en el distrito y provincia de
Jaén, departamento de Cajamarca.

Las acciones de supervision que viene realizando el OEFA
permitiran estipular la causa de la emergencia ambiental, la responsabilidad de

los hechos y el impacto generado por parte de Petroperu.

24, Investigaciones realizadas

241. Enrabano (Raphanus sativus L.)

TRUJILLO et al. (2014), realizaron una prueba para determinar la
microflora de la rizosfera, la fauna del suelo y los parametros de la planta de
rabano para medir el efecto de descontaminacién de un Fluvisol afectado por el
petréleo crudo. Se establecido un método de bioensayo para plantas de rabano
en 0.85 hectareas de suelo restaurado y 0.377 hectareas de suelo de control
adyacente localizado en Cunduacan, Tabasco, México. (Raphanus sativus L.)
En las tres estaciones climaticas del afio: nortes (noviembre a febrero), sures o
sequia (marzo a mayo) y lluvias (junio a octubre). El disefio es completamente
aleatorio a través de un arreglo factorial (tipo de suelo y época del ano) y cuatro
repeticiones. Evaluaron cinco variables de microflora, diversidad de fauna del
suelo y siete variables de plantas. Utilizando la comparacion ortogonal, ANDEVA
y datos de analisis de correlacién multiple, también se calcul6é el indice de
impacto ecotoxicoldgico (IIE). Después de la restauracion, todavia hay de 6 480

a 11 210 mg kg-1 de hidrocarburos totales de petrdleo (HTP) en la capa
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superficial del suelo que causan necrosis, y la tasa de mortalidad de las plantas
es tan alta como 92%. No se formo el bulbo (-0,658), por lo que la biomasa
vegetal disminuyé (-0,691), siendo ambos los parametros mas sensibles en la
temporada sur. La variable mas afectada (p<0.01) en la temporada norte y la
época de lluvias es la densidad de fauna del suelo (-0.729 **). El |IE propuesto
proporciona los valores de los parametros sensibles que pueden identificar los
indicadores bioldgicos que se utilizan para evaluar la calidad de la remediacion

de fluvisoles contaminados por petréleo crudo.

CONTRERAS (2017), determiné la eficacia de biodegradacion de
hidrocarburos por diez siembras de hongos filamentosos hidrocarbono clastico
seleccionados. Las muestras de suelo contaminado con hidrocarburos de
petréleo mostraron un contenido de HTP (25 987 mg/kg), recuento de hongos
filamentosos (2.4 x 104 UFC/g), microorganismos totales (>1.1 x 107 NMP/qg),
microorganismos hidrocarbono clasticos (1.1 x 106 NMP/g) y un nivel de
toxicidad severo en el indice de germinacion de Raphanus sativus L. “rabanito”.
Los hongos filamentosos se aislaron en agar Bushnell Haas—petréleo 1%,
obteniéndose 221 aislados, entre los que se clasificaron 15 géneros:
Cunninghamella (12.6%), Aspergillus (11.3%), Penicillium y Paecilomyces
(10.8%), Alternaria, Rhizopus, Syncephalastrum, Periconia, Fusarium, Bipolaris,
Monilia 'y Cladosporium (9.5 a 2.7%), Gliocladium, Memnoniella y
Helminthosporium (2.2%). Todas las variedades a excepcion de
Helminthosporium indicaron ser hidrocarbonoclasticos y se escogieron aquellos
que alcanzaron altos valores de biomasa (1.78 a 1.95g). En el suelo tratado con

Aspergillus sp. HP-031 se obtuvo el mayor indice de germinacion desde los 30
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dias, la depreciacion de la toxicidad a un nivel bajo a los 90 dias y la mayor
eficiencia (73%) en la degradacion del HTP, demostrandose el potencial que
tiene este hongo para la biorremediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos de petrodleo.

2.4.2. En otras especies vegetales.

BUENDIA (2012), realiz6 en 36 macetas un experimento de nivel
biométrico, se utilizé fertilizante y aserrin como sustrato para la planta indicadora
de maiz Zea mays L, sembrada y controlada durante dos meses. Los resultados
mostraron que la dosis de suelo contaminado con hidrocarburos, fertilizantes y
astillas de madera redujo el contenido de hidrocarburos en el suelo en un 22,5%
en promedio, el uso de fertilizantes solos se redujo en un 16,5% y el uso de
aserrin solo en un 9,6%. Esto ha sido confirmado y es complementario a los
resultados de las plantas indicadoras de maiz, altura de planta, peso seco de
hojas y peso seco de raices. En comparaciéon con el método de tratamiento
experimental, la mejor manera de remediar el suelo es el suelo de tratamiento
(T3) contaminado con vacaza mas aserrin de bolaina, porque la concentracion
inicial de hidrocarburos totales de petroleo (TPH) es 21.81 g TPH / kg suelo, El
TPH por kilogramo de suelo se reduce en 16,28 gramos, lo que equivale a una

reduccion del 25%. Este tratamiento es el mas recomendado.

PETENELLO y FELDMAN (2012), evaluaron teniendo en cuenta la
germinacién de semillas, la emergencia de plantulas y la biomasa alcanzada en
suelos con 1% y 2% de diesel, las plantas nativas Spartina argentinensis,

Paspalum atratum, Paspalum guenoarum y Melilotus albus responden al diesel
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en condiciones experimentales. Todos estos parametros se ven afectados por la
concentracion de los contaminantes utilizados, pero las plantas son capaces de
multiplicarse, por lo que demuestran que pueden utilizarse en proyectos de

fitorremediacion.

BUENDIA et al. (2014), determinaron la volumen de la planta de
girasol Helianthus annuus L, para crecer, absorber y almacenar metales pesados
como el plomo en sus tejidos, se realizd un experimento en el Laboratorio de
Fertilidad de la Universidad Agricola La Molina durante 60 afios. dia. El disefio
estadistico es completamente aleatorio y se repite 3 veces. Las muestras de
suelo se tomaron del entorno de la refineria de aceite Maple Gas-Pucallpa, con
reguladores: humus de lombriz, aserrin bolo blanca y perlita blanca y como
planta fitoextractora, el girasol Helianthus annuus L. Los resultados y la prueba
de significacion estadistica mostraron que el tratamiento T4 (suelo contaminado
mas humus y aserrin de bolaina) y el tratamiento T6 (suelo contaminado mas
humus y perlita) son ambos en términos de altura del tejido vegetal y peso seco.
Hay mejor crecimiento. (Raices, tallos y hojas). Ademas, en comparacion con
otros métodos de tratamiento, extraen y acumulan una gran cantidad de metales
pesados de los hidrocarburos del petroleo (como el Pb). Esto confirma que la
planta de girasol es un buen fitoextractor vegetal de plomo, y su contenido de

plomo se encuentra entre 21.03 y 26.99 ppm.

MARIN (2016), realiz6 con un extracto de cascara de naranja
(citricos) para la bioestimulacion para reemplazar el suelo contaminado por

petréleo crudo, utilizé plantas de maiz (Zea mays) como indicador bioldgico de
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los niveles de contaminacion del suelo de la sabana. Tu tratamiento. Se
procesaron tres muestras de suelo de sabana contaminado por crudo ligero, con
una dilucion de 1.3 y una dilucion de extracto de piel de naranja al 5% en agua,
con una dosis de 150 mL por kilogramo de suelo, y midiendo el contenido de
aceite cada 7 dias. Hasta 42 dias. Luego, planté semillas de maiz en muestras
de suelo y midid el crecimiento del maiz cada 5 dias durante 35 dias
consecutivos y lo comparo con semillas plantadas en muestras de suelo que no
estaban contaminadas. Segun una observacién de contraste de rangos, el
desarrollo de las plantas fue estadisticamente parejo en todas las muestras hasta

los 20 dias, luego se evidenciaron diferencias en relacion al patron

HERNANDEZ et al. 2017, dire a conocer que al estudiar los cambios
en el contenido total de hidrocarburos de petréleo dentro de 120 dias y los
indicadores de actividad microbiana en el suelo (actividad deshidrogenasa,
biomasa de carbono microbiano y respiracién basal), esto se evalué en dos
métodos de tratamiento, uno de ellos fue Se trasplanta el suelo contaminado
(trigo gigante), otro método de tratamiento es en el suelo contaminado sin
plantas. La diferencia entre tratamientos es pequena pero obvia Los resultados
revelaron que en 120 dias el contenido de hidrocarburos se comprimioé en un
17.1 %, en el método con M. maximus y en 9.8 % en el tratamiento sin plantas.
Las fracciones de los hidrocarburos que se reducieron fueron las de aromaticos
y saturados para el tratamiento con M. maximus y la de aromaticos para el
meétodo sin plantas. El tratamiento con pastos mostré cambios en el periodo para
todos los indicadores bioquimicos y microbioldgicos evaluados, mientras que el

tratamiento sin pastos solo para la actividad de la enzima deshidrogenasa y el
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coeficiente metabdlico En tratamientos con plantas, la actividad microbiana es
siempre mayor o similar, lo que puede deberse a la presencia de rizosfera que

favorece la actividad.

2.5. Hidrocarburos en los suelos

SERRANO et al. (2013), reportan que la contaminacion de los
hidrocarburos del petréleo afecta indirectamente a las plantas, produciendo
minerales toxicos que pueden ser absorbidos en el suelo, lo que conduce al
deterioro de la estructura del suelo; pérdida de contenido de materia organica; y
potasio, sodio, sulfato y acido fosférico en el suelo. Pérdida de minerales como

sal y nitrato. Del mismo modo, el suelo sufre lixiviacién y erosion.

MARTINEZ et al. (2001), Estableci6 que los efectos de los
hidrocarburos en indudables propiedades mecanicas del suelo tal la cohesion,
simultdneamente a los efectos en las propiedades fisicas y quimicas del suelo,
ocurren cambios en las situaciones de abundancia, donde se observaron
ampliaciones en nitrégeno y contenido de materia organica, entonces se observa
mayor accion microbiologica en suelos saturados con hidrocarburos que en

suelos independientes del mismo.

Las principales fuentes de contaminacion por hidrocarburos fosiles
en el suelo son los pozos de petréleo y su mantenimiento, la descarga de
instalaciones de tratamiento y petroquimicas y la ruptura de oleoductos. En
menor medida, los residuos municipales, los residuos transportados por medios

atmosféricos y los residuos generados a partir de materia organica contaminan
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el suelo. Como todos sabemos, en areas donde llueve a menudo, los

hidrocarburos derivados del petréleo permaneceran (TRUJILLO, 1995).

) WVolatilizacion
Hidrocarburos ——

derivados del
petréleo  ——>

Lenmmen/ \ Degradables

Fotooxidacion

degradables n-alcanos, 1sopropinoides
(aftanos) mono, di y trl aromaticos
\ / ciclicos
Microorganismos
Nutrientes

Oxigeno
Textura y pH

W

Productos intermediarios + Células microbianas + CO-

/N

[ncorporacion en el humus  Lixiviacion
del suelo

Fuente: HERNANDEZ et al. 2004.

Figura 1. Destino de los hidrocarburos en el suelo

MCGILL et al. (1981) al describir el destino de los hidrocarburos en

el suelo que se muestra en la Figura 1, explicaron que los hidrocarburos primero

se someten a dos procesos: volatilizacion y fotooxidacion. Posteriormente, se

someten a un proceso de descomposicion biolégica, en el que

los
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microorganismos, nutrientes, oxigeno, textura y pH se convertiran en la base.
Como resultado del ultimo proceso se obtienen productos intermedios, células
microbianas y didxido de carbono que ingresan a la atmdsfera. Finalmente, los
productos derivados de la descomposicidon biolégica siguen dos enfoques: uno

es incorporarlos al humus del suelo o lixiviarlos.

(BOSSERT y BARTHA, 1985), aseguran que ciertas fracciones de

petréleo pueden funcionar como auxinas promotoras de la germinacion.

2.6. Algunas especies como reductoras de la concentracion de

hidrocarburos en suelos.

Estas son ciertas plantas que logran progresar en suelos que
contienen petréleo, pero no precisamente tienen suficientes capacidades de
crecimiento y desarrollo, incluido el maiz Zea mays L. Por cuanto a las
leguminosas, su aforo para fijar nitrdgeno es su primordial ventaja. En estas se
encuentran: pasto (Agropyron smithi), pasto (Cynodon dactylon), zanahoria
(Daucus carota), trigo (Triticum sp.), girasol (Heliantus annnus), guaba (Inga sp),
col (Festuca arundinacea), pasto grama (Panicum coloratun), maiz (Zea mayz),

soya (Glycine max), (BUENDIA, 2012).

Las plantas que desenvuelven en suelos contaminados con
hidrocarburos de petréleo logran comprimir la congregacion de estos
contaminantes a través tres mecanismos: degradacion, contencion o

transferencia (FRICK et al., 1999).

AMAKIRI et al. (1984) analizaron que luego de 16 semanas de

remojar semillas de maiz en aceite crudo, su germinacion se retraso y redujo en
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un 10%. ESCALANTE (2000) también reportd la misma tendencia y sefial6 que
a partir de una concentracion de TPH del 10% se observaron efectos fitotdxicos

durante el crecimiento.

ZEIGER Y TAIZ, 2007, menciona que este comportamiento puede
deberse a las reservas de nutrientes contenidas en las semillas y a la
acumulacion activa de solutos, que generan un flujo osmaético y mezclan el agua

en vacuolas, que pueden mantener el crecimiento vegetativo de las plantas.

27. Toxicidad

IRIS (1986), Dafio al organismo relacionado con el importe o dosis
de la sustancia dispuesta o absorbida en la via de administracién y su
distribucion en el tiempo (dosis unicas o repetidas), el tiempo necesario para
causar dicho dafo y la naturaleza del organismo afectado. Habilidad y otras

condiciones de intervencion.

La toxicidad medida mediante bioensayos, vinculado con los HAPS,
BTEXy determinados metales, puede ser utilizada para establecer el riesgo, que
es lo que deberia definir el criterio de limpieza o remediacién de un suelo

(MCMILLEN et al 2001).

La toxicidad de un hidrocarburo es la consecuencia de una
interaccion complicada y variable entre las tipologias propias del crudo y del
suelo, en general, suelos y desechos con hidrocarburos livianos presentan
mayor toxicidad en comparacién con crudos pesados y extra pesados o

meteorizados (TARACHE, 2011).
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GARCIA et al. (2015) resume que la radicula y el hipocétilo son
indicadores para estipular el establecimiento y progreso de las plantas. A
discrepancia de las pruebas tradicionales de germinacién de semillas, la
apreciacion del efecto sobre el alargamiento de la radicula e hipocdtilo de las
plantulas permite sopesar los efectos toxicos de los compuestos solubles
presentes en agrupaciones bajas de modo que no sean suficientes para inhibir
la germinacion. Sin embargo, pueden prevenir o inhibir completamente el

proceso de elongacion de la radicula o hipocatilo.

RIVERA y TRUJILLO (2004) obtienen que el efecto positivo del
petréleo en la germinacién de la semilla parece estar relacionado con el aumento
de agua que ingresa al endospermo y la cubierta de la semilla, por lo que los

cambios enzimaticos ocurren en un tiempo menor.
2.8. Extractor Soxhlet

La extraccion de Soxhlet, es un ejemplo de extraccion sélido —
liquido, en la cual es un proceso consta de tres partes basicas y es en forma
continua y automatica; el matraz inferior que contiene el disolvente de extraccion,
la parte central o el propio extractor, donde se coloca la muestra solida a extraer

(donde se realiza la extraccién) y la superior De refrigerante.

El solvente se calienta a ebullicién, su vapor asciende por el tubo
lateral del extractor y se condensa en el refrigerante superior, que cae sobre la
muestra sélida en el cartucho de filtro cilindrico (papel de filtro), acumulando y

disolviendo (extrayendo) la solubilidad. El compuesto esta adentro.
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Cuando el nivel de solvente alcanza la parte superior del sifén (lado
del extractor), todo el liquido contenido en el mismo caera al matraz inferior,
completando un ciclo o girando. A medida que continua el calentamiento, solo
se evapora el disolvente y las sustancias de la solucién se acumulan en el matraz
inferior. Este ciclo se repite varias veces para extraer los compuestos deseados,

dependiendo de su cantidad y solubilidad en el extracto. (CUEVA et al., 2011).

2.9. Bioensayo con Rabano (Raphanus sativa L)

Planta anual o bienal con raices en forma de axon. Tallos de 20-100
cm, erectos, ligeramente ramificados, glabras o ligeramente basales en la base.
Hay muy pocos espermatozoides individuales, parte superior de 25-70 mm, 8-15
mm de largo, cilindricas, franjas longitudinalmente horizontales, con 2-10
semillas, terminando con un pico cénico de 10-15 mm. Estas semillas de 3-4 mm
tienen un contorno truncado eliptico, que es de color verde cuando esta inmaduro
y se vuelve marron cuando estd madura, y esta inmerso en el denso tejido

esponjoso blanco que se desarrolla durante la maduracién (PALMA et al. 2013).

Segun GIACONI y ESCAFF (2004) describen las caracteristicas

germinativas de la semilla

- Semillas/gramo: 80

- Poder germinativo minimo: 82 %
- Pureza: 99%

- Germinacion: 4 — 10 dias

- Longevidad: 3 a 4 afos
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La textura del suelo propicio para el cultivo de rabano son los francos
y franco — arcillosos (MARTINEZ et al. 2003). Los importes adecuados de pH
para este cultivo varian entre 6 y 7, consiguiendo desarrollar en superficies con
pH de 4.3 y 8.3. Acepta una conductividad eléctrica de 1.2 dS/m sin alteraciones
al rendimiento, y, a 2, 3.1, 5y 8.9 dS/m el interés se reduce 10, 25, 50 y 100%

(AYERS y WESTCOT, 1985).

Segun ITIS (2020), clasifica taxondmicamente al cultivo de rabanito

en.

Reino: Plantae
Subreino: Strptophyta
Superdivision: Embryophyta
Division: Tracherphyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Rosanae
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Género: Raphanus
Especie: Raphanus sativus L.

2.10. Proceso de germinacién de semillas

La germinacion se refiere al avance de esas estructuras basicas del
embrion, lo que indica la capacidad de la semilla para producir plantas normales

en condiciones favorables (MORENO, 1984).
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De esta manera, segun DORIA (2010), La germinacion es la etapa
de llegada y desarrollo de las plantulas, la aparicién de estructuras importantes
indica si puede desarrollarse mas en plantas adecuadas en condiciones
favorables en el campo. La germinacion incluye aquellos eventos que comienzan
desde el remojo de semillas secas con agua hasta el final del alargamiento del
hipocdtilo. El proceso termina cuando la radicula penetra y atraviesa la estructura
que rodea al embrion, o que a menudo se denomina crecimiento perceptible

(HERRERA et al., 2006).

La germinacién es el proceso que desencadena la rehidratacion de
las semillas y el comienzo de la expansion de la radicula. El desarrollo y la
germinacién de las semillas son etapas fisiolégicas muy diferentes en el ciclo de
vida de las plantas. La germinacion eventualmente conduce al desarrollo de la
radicula y su extensién a los tejidos adyacentes. Los factores ambientales
directamente involucrados en el proceso de germinacion son la temperatura, la
luz, la utilizacion de gases y nutrientes. Promueve ligeramente la germinacion,
pero no es absolutamente necesario para la mayoria de las semillas.

(CARBALLO et al., 2015).

2.11. Bioensayos toxicolégicos

Los bioensayos de toxicidad es una prueba que se utiliza para
identificar y evaluar el impacto de los contaminantes en los grupos bioldgicos.
En los bioensayos, se utilizan tejidos vivos, organismos o grupos de organismos
como reactivos para evaluar los efectos de cualquier sustancia fisioldgicamente

activa. Basicamente, estas pruebas implican exponer ciertos organismos a una
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cierta concentracion de veneno durante un cierto periodo de tiempo. Estos
organismos deben estar sanos, adaptarse a las condiciones de prueba de
antemano y mantenerse entornos ambientales constantes. Ademas, hay grupos
de grupos de control (que no estan expuestos al toéxico). En seguida se evaluan
y registran los efectos biolégicos observados en cada uno de los grupos control
y tratados y, posteriormente, se desarrolla un estudio estadistico de los datos

conseguidos (BAUDO, 1987)

Las pruebas de toxicidad pueden establecer limites permisibles para
diferentes contaminantes, evaluar el impacto de la mezcla en el ambiente que
recibe los contaminantes y comparar la sensibilidad de una o mas especies a
diferentes toxinas o la misma toxina a diferentes ambientes. Es muy util para la
investigacion primordial sobre fenomenos toxicos, estableciendo estandares o
modelos para la calidad de las aguas superficiales o residuales, evaluando los
impactos ambientales y los peligros ecoldgicos y monitoreando las condiciones

de las masas de agua (BUIKEMA et al. 1982).

Estas pruebas pueden ser en el laboratorio (el numero de especies
es reducido y bajo condiciones estandarizadas que replican solo parcialmente
las situaciones naturales en el ambiente) o en el campo (el "caparazén" es
afectado por las condiciones ambientales). A través de la prueba de toxicidad se
estudia la dosis o concentracion, el efecto y la relacién dosis o concentracion-
respuesta (Efecto: los cambios biolégicos se pueden evaluar por intensidad o
severidad; efecto: la proporcion de poblacion expuesta que muestra un cierto

efecto) (BUIKEMA et al. 1982).
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Como también PENTREATH et al. (2015) Los bioensayos con
plantas son considerados, de forma ascendente, para el diagndstico
ecotoxicoldgico, debido a que constituyen una Optima herramienta en la
evaluacion del riesgo ambiental. Representan una metodologia ventajosa al
brindar investigacion acerca de alguna sustancia que resalte toxica en el medio,
es decir, algun agente que pueda afectar negativamente a los sistemas

bioldgicos, destruir su estructura o funcion, o causar la muerte.

212. Tipos de ensayos

Segun CASTILLO (2004), indica que una prueba de toxicidad tipica
implica reactivos o irritantes (por ejemplo, pesticidas, metales pesados o
muestras ambientales con contaminantes quimicos) que son adecuados para
uno 0 mas organismos (por ejemplo, cultivos bacterianos o algas, animales o
Plantas), solemos llamarlo un tema, sobre el que se evaluan algunas respuestas
preseleccionadas. El tamano del estimulo o la dosis se puede medir como peso,
volumen o concentracion. Para analizar la relacién cuantitativa entre dosis y
respuesta, se debe buscar un modelo matematico que describa esta relacion.

Generalmente, los modelos matematicos se pueden dividir en:

° Mecanistico: es un modelo que intenta describir un proceso
basandose en postulados acerca de la mecanica de dicho proceso.

° Empirico o descriptivo: Es un modelo que intenta describir
cuantitativamente el modo de observaciéon sin depender del proceso

subyacente o mecanica del proceso.



36

° Deterministico o no estocastico: es un modelo en el que, dados ciertos
datos, las predicciones obtenidas del modelo son siempre del mismo
valor.

. Probabilistico o estocastico: se trata de un modelo en el que, dados
ciertos datos, las predicciones obtenidas del modelo son valores

variables.

2.13. Respuestas toxicologicas

Segun CASTILLO (2004), la respuesta toxicologica del sujeto se
valora mediante la cuantificacion final de determinadas caracteristicas (peso
corporal, peso del higado, frecuencia cardiaca, etc.), sus cambios (aumento de
peso, disminucién de la presion arterial) o la posibilidad de que ocurra o no de

un determinado fendmeno (muerte, inhibicion del crecimiento, etcétera).

2.14. Umbral de sensibilidad

Los principales factores externos que modifican la estructura de la
semilla y las condiciones internas son el tiempo de hidratacién, la luz, la

temperatura y el tiempo de raspado (JARA et al. 2006)

Se define como la capacidad de los cultivos para tolerar ciertos
contaminantes del suelo sin afectar negativamente su desarrollo y / o produccion.
(GREENWAY y MUNNS, 1980). Otra estrategia adoptada por las plantas es la
acumulacién de contaminantes en las vacuolas celulares, controlando asi la
concentracion de contaminantes en el citosol y manteniendo una alta relacion K+

/ Na+ en las células. (GLENN, 1999).



37

2.15. Efectos toxicologicos

Los efectos toxicos o reacciones toxicoldgicas a evaluar pueden ser:
mortalidad, inmovilidad, inhibiciébn del crecimiento poblacional, cambios de
comportamiento, etc. Determine diferentes variables, como la concentracion letal
50 (CL50), que es la concentracion letal del 50% de los individuos expuestos.
Las condiciones de cultivo y prueba deben estar altamente estandarizadas para

poder comparar los resultados. (BUIKEMA et al. 1982).

2.16. Parametros toxicolégicos

2.16.1. Nivel observado de sin efectos adversos (NOAEL)

NOAEL (por sus siglas en inglés: No Observed Adverse Effect Level)
Es la dosis mas alta de una sustancia que no ha manifiesto en las pruebas poseer

efectos perjudiciales para los seres vivos (CASTRO, 2013).

2.16.2. Nivel mas bajo de efectos adversos observados

(LOAEL)

LOAEL (por sus siglas en inglés: Lowest Observed Adverse Effect
Level), Es la concentracion o cantidad minima de una sustancia que causa una

cambio observable y distinguible de un control apropiado (CASTRO, 2013).



M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

La presente tesis se realiz6 en el laboratorio de Tesis de la facultad
de ciencias, en la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), situado en

La Molina - Lima.

3.1.1. Ubicacion geografica

El proyecto de tesis se llevd a cabo, para la fase experimental en el

laboratorio de tesis de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

18 L ; 8 663 625 E
UTM ; 287 968 N

Altitud : 243.7 m.s.n.m.
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Figura 2. Mapa de ubicacién politica del Laboratorio de Tesis de la UNALM

3.2. Materiales equipos y software

3.21. Materiales

Para desarrollo de la tesis se necesitd; 01 Soporte universal, Regla
u otro elemento de medicidn, Pinzas, 02 bolsa de placas Petri (aproximadamente
25 unidades por bolsa), 05 pliegos de papel filtro (# 1 0 40), 01 embudo pequeno
de plastico (que entre en el tubo), 10 pipetas Pasteur (plastico), 01 caja de
guantes descartables, 01 pizeta de agua (plastico), 01 mortero (porcelana), 01
Fiola de 500 mL, 08 Fiolas de 100mL, Papel metalico, Papel toalla (rollos),

matraces aforados de 50 mL y matraz volumétrico de 100 mL
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3.2.2. Muestra

- Suelo contaminado por hidrocarburos traido de Maestranza (cochera de

carros) de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2.3. Organismo de prueba

- 10 paquetes de semillas de rabano (Raphanus sativus L.)

3.2.4. Reactivos

- 509 de sulfato de sodio

- 700 mL de diclorometano

3.2.5. Equipos

- Camara oscura de temperatura controlada elaborada
- Balanza analitica marca, Y GH-200.
- pH metro marca, Orién; modelo, 420A; referencia, UPV-053.

-  Termdmetro marca, Lanceta HG.

3.2.6. Software

Software estadistico: Excel 2013, Minitab 18 e InfoStat.

3.3. Metodologia

3.3.1. Fase inicial
Se recolectdé organismos de prueba rabano (Raphanus sativus L.)
debidamente certificada para realizar la presente tesis. Seguido de muestra de

suelo contaminado por hidrocarburo con el método utilizado por el ministerio del
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ambiente en Guia para muestro de suelos, marco del Decreto Supremo N°002-
2013- MINAM (ECA) para suelos; extraido de Maestranza (cochera de carros)
de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Después se llevé al laboratorio de

Tesis para ser analizar sus caracteristicas fisicos y quimicos.

3.3.2. Fase de laboratorio

3.3.21. Extractos de suelo

Para extraer los contaminantes organicos en superficies y
sedimentos se ejecutd procediendo de distintos técnicas formulados por la
USEPA (Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos). El proceso que

se manejo es la extraccion por el método de Soxhlet.

En una bandeja de vidrio o aluminio se coloco 40 g de suelo para
secarlo durante 72 horas a temperatura ambiente (25-30 °C); no se expone a la
luz solar. Posteriormente se trituro hasta obtener particulas finas y uniformes
para mejorar la extraccion del hidrocarburo. Finalmente, se colocé en un frasco

limpio y seco.

El método adecuado para hidrocarburos es el de Soxhlet que se
utiliza para extraer suelos mediante la extraccion de diclorometano, Para ello se
mezclaron de 10 g de suelo seco y triturado. Se le adiciono sulfato de sodio
anhidro en relacion 1:1 suelo: sulfato, y se depositdé en un papel filtro en forma
de cartucho y este se colocé dentro de la columna de extraccion del Soxhlet

usando la metodologia de USEPA.
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Se adicion6 140 mL de diclorometano en el matraz balén donde las
parrillas se mantuvieron a 55 °C. A partir del primer reflujo, se calcul6 el tiempo

para lograr un total de 6 reflujos por h durante 9 h.

3.3.2.2. Procedimiento para el desarrollo de prueba

para la semilla de rabano.

a. Preparacion de las semillas

Se desinfectd las semillas, sumergiéndolos en alcohol por un periodo
de 15 minutos, en seguida lo enjuagaron con agua destilada e instalaron en un

recipiente (USEPA, 1996).

b. Acondicionamiento y evaluacién de los frascos

Se colocaron un disco de papel filtro en cada caja Petri, a
continuacion se reboso el papel filtro con 3 mL de la solucion impidiendo que se
creen bolsas de aire. Repitiendo este paso para cada una de las 7
concentraciones preparadas con el extracto de suelo para con el apoyo de un
sujetador, se colocé diligentemente 15 semillas, apartando suficiente espacio
entre las semillas para que las raices se extiendan. En el caso del control
negativo, sélo se afiadid 3 mL de agua destilada al papel filtro y se deposito las
15 semillas

Las placas de Petri se resguardaron de la luz rapidamente a
continuacion de colocarlas las semillas dentro a una temperatura de 22 + 2 °C

Realizando lo mismo para las repeticiones de cada disoluciéon experimentada.
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Al observar por lo menos el 65 % de las semillas en el control
negativo germinaron y la longitud de sus radiculas fue de al menos 5 mm, se
evaluo las caracteristicas de respuesta en su totalidad de los tratamientos.

Una vez finalizado el periodo de exposicion, se cuantifico el
resultado del crecimiento y en la elongacion de la radicula y del hipocotilo, luego,
se saco las plantulas de las placas de Petri. Usando una regla se mide la
elevacion de las plantulas; extension del hipocatilo y la extension de la radicula.
Para hallar la fabricacion de biomasa, en una balanza analitica se pensaron las
plantulas, para lo cual anticipadamente se coloco en cajas de Petriy se colocaron

en una estufa a 75 °C durante 20 a 24 horas para excluir el agua

C. Acondicionamiento y evaluacion de sembrado de semillas en

placas Petri.

Para los ensayos que se evaluaron el suelo problema a distintas
concentraciones, se mezclé con suelo similar al del sitio contaminado para
obtener diluciones de 0,1.5, 3.125,6.25, 12.5, 25, 50, 75y 100 %. Para ello se
pesaron 30 g de suelo de las diferentes diluciones y se colocaron en los frascos
con el suelo contaminado y el suelo sin contaminar sin realizar mezclas. Se

realizé por cinco por cada tratamiento.

Para los ensayos, se depositd 15 semillas en las placas de vidrio. Se
prepararon 5 réplicas por cada dilucion. También se preparo el control negativo
con arena o suelo no contaminado (con aproximadamente un 3 % de materia
organica) y agua destilada. Posteriormente los frascos se incuban en la camara

oscura a una temperatura de 22 + 2 °C hasta que se observa un 65 % de
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germinacion de las semillas del control negativo. Fue necesario mantener

durante la prueba un contenido de humedad del suelo de 70 £ 5 %. En la Figura

3y Cuadro 1 se sintetiza el procedimiento de la prueba de toxicidad con semillas.

w
[h)
=
=2
=
7]
Q
)
[#4
| Control negativo 100% de
agua dura extracto de

hidrocarbura

-

S0%de 25% de 12.5% de 6.25% de 3.125% de 1.56% de
extracto de extracto de eutracto de exiracto de extracto de extracto de
; hidrocarbura y hidrocarburo y hidrocarburo hidrocarbura hidrocarburo y
hidrecarburo y ¥ ¥
50 % de agua 75% de agua 87.5% de agua 93.75% de agua 96.875% deagua  96.67% de agua

/

NG

120 h de exposicion

.

i

—_—

Registro de signos fitotoxicos (necrosis, efectos de pelas
absorventes)
Registro de semillas germinadas
Medicion de la elongacion de la radicula e hipocétilo

& Xt &

22+-2°C OSCURIDAD 4mL de
inhibicion

Calculo del porcentaje de inhibicion
Calculo de la DLS0

Z r

120h

Evaluacion de efectos ftitotoxicos

Fuente: USEPA, 19809.
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Figura 3. Representacion general de la metodologia de ensayo de toxicidad con

semillas.

Cuadro 1. Resumen de las ambientes recomendadas para los ensayos de

toxicidad con rabano en placas Petri.

Parametro Descripcién
1 Tipo de ensayo Estatico
2 Temperatura 22+ 2 °C
3 Calidad de luz Oscuridad
4  Volumen de solucion de prueba 4 mL

5 Agua de dilucién

6 Numero de semillas por réplica

7 Numero de réplicas

8 Duracién de la prueba

9 Efecto medido

10 Resultado final

Agua dura reconstituida

Quince

Cinco

120 h

Inhibicién en elongacién de la

radicula e hipocdatilo.
Inhibicién en la germinacién

CEs0 0 Clso 0% inhibicion
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11 Aceptabilidad de los resultados Germinacion > 90%
Control negativo de acuerdo con
los valores: admitidos en las

cartas control

Fuente: (USEPA, 1989)

d. Acondicionamiento y evaluacion de sembrado de semillas de

rabano en frascos

Para las pruebas se evaluaron multiples concentraciones del suelo
problema, este se mezclé con suelo similar al del sitio contaminado para obtener
concentraciones de 0,1.5, 3.125,6.25, 12.5, 25, 50, 75y 100 %. A partir de 1 kg
de suelo contaminado con hidrocarburo, se tomé de Maestranza (cochera de
carros de la UNALM), se colocé 100 gr. en cada envase de plastico (5
repeticiones de cada uno), esto consistio de esta forma: tres capas, una superior
e inferior de grava de 2 mm previamente tamizada y al centro el suelo
contaminado con hidrocarburo, en donde se colocd 15 semillas de rabano
(Raphanus sativus L.); finalmente estos test fueron puestos durante 10 dias (8
horas de luz y 16 de sombra) en la camara de germinaciéon y se mantuvo en

observacion.
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Cuadro 2. Sintesis de las condiciones recomendadas para los ensayos de

toxicidad con rabano en macetas.

Parametro Descripcion
1 Tipo de prueba Estatico
2 Temperatura 22+ 2 °C
3 Disposicion de luz Luz/Oscuridad
4 Peso de suelo de prueba 100 g

5 Agua de disolucién

6 Numero de semillas por réplica

7 Numero de réplicas

8 Duracién de la prueba

9 Efecto moderado

10 Resultado final

11 Aceptabilidad de los resultados

Agua dura reconstituida

Quince

Cinco

7 a 10 dias

Inhibicién en elongacién de la

radicula e hipocdatilo.

Inhibicién en la germinacién

CEso 0 Clso 0% inhibicion

Germinacion > 90%
Control negativo de acuerdo con
los valores: admitidos en las

cartas control

~ Fuente: (USEPA, 1989)
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En la Figura 4 resumen del procedimiento del ensayo de toxicidad en macetas.

|r-—_~2

B

REFETICIONES

o o o O o o
M MR R i i uE ual
100% de 50% de 25% de 12.5% da 8.25% de 3.125% de 1.56% de
Control negstivo exracto de extracto de extracto de extracto de exdracto de extracto de exdracto de
agua dura hidrocarburo hidrocarbura y hidrocarburo y hidrocarburo y hidrocarburo y hidrocarburo y hidroarburo y
0 % de agus TH% d= agus 37.5% da agus 3. 76% de agua 06.875% deagua S5B.ET%de agua

7 dias de exposicion

Figura 4. Se sintetiza el procedimiento del ensayo de toxicidad en macetas.



49

3.3.3. Fase de gabinete

- Determinacién de los parametros toxicolégicos para el rabano

Las siguientes férmulas se emplearan en el experimento:

1. Para determinar el porcentaje de germinacion

%PG = x:jfxwo ()

Donde:
%PG: Porcentaje de germinacion
N° sg: Numero de semillas germinadas
N° st: Numero de semilla total

2. Para determinar la energia Germinativo (EG)

En este caso interviene el numero de semillas y el tiempo. Es buena
cuando las 2/3 partes de las semillas germinan en 1/3 del total de dias que dura

la germinacion.
EG = 2 x total de semillas germinadas... (2)

Donde:
EG: Energia germinativo

2/3: si ha germinando mayor a esta
3. Para determinar el retraso germinativo

RGt = TGM - TGC (3)

Donde:

RGt: Retraso germinativo
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Tem: Tiempo de germinacion de la muestra

Tcc: Tiempo de germinacion del control

4. Para determinar la biomasa fresca

Wer

Bm; = x100 ... (4)

Wer
Donde:

Bmf: Biomasa muestra fresca

Wif: Peso fresco promedio del tratamiento control

Wcf: Peso fresco promedio del tratamiento en evaluacién

e. Para determinar la biomasa seca

Bm, = 25 x100... (5)

Wes

Donde:
Bms: Biomasa seca
Wits: Peso seco promedio del tratamiento control

Wocs: Peso seco promedio del tratamiento en evaluacion

f. Para determinar el porcentaje de humedad

Wi—Wyes
tf

%H = x 100 ... (6)

Donde:
%H: Porcentaje de humedad
WHf: Peso fresco promedio del tratamiento en evaluacion

Wits: Peso seco promedio del tratamiento en evaluacion
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3.34. Analisis estadistico del trabajo de investigacion
3.3.4.1. Método de investigacion

El método de investigacion es cuantitativo.

Es aquella en la que se recopilan y examinan datos cuantitativos de
las variables. Analiza la agrupacion o relacion entre variables cuantificada. Cada
etapa es anterior a la siguiente, y no podemos "saltarnos o evadirnos." El orden
es estricto, aunque ciertamente podemos redefinir una determinada etapa. Una
parte de un concepto es limitada. Una vez definido, puede trazar metas y
preguntas de investigacion, revisar la literatura y establecer un marco o punto de
vista teodrico. Establecer hipodtesis y determinar variables a partir de estas
preguntas; hacer un plan de prueba (disefo); las variables se calculan en un
contexto dado; se indagan los calculos obtenidos (generalmente usando técnicas
estadisticos) y se constituyen una sucesioén de conclusiones con simetria a la

hipotesis (HERNANDEZ et al., 2010).
3.3.4.2. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion es experimental. El experimento observa su
influencia sobre otras variables (variables dependientes) a través del control,
estimulacion, influencia o intervencion (llamadas variables independientes). Es
decir, cuando los investigadores intenten determinar la posible influencia de la
causa de la manipulacion, utilizaran el disefio experimental. (HERNANDEZ et al.,

2010).
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3.3.4.3. Variables de investigaciéon

Por ser una investigacion experimental existi6 manipulacion de
variables. Dado que los datos son resultados de medicidn, se representan
mediante numeros (cantidad) y se verifican mediante métodos estadisticos

(HERNANDEZ et al., 2010).

V. Independiente: Extracto de hidrocarburo.

V. Dependiente: Respuesta toxicoldgica de semillas de rabano.

3.34.4. Diseio de investigacion
a. Disefio con post prueba unicamente y grupo de control

El disefio incluye dos o mas grupos, donde ademas del grupo de
control se utilizan dos o mas tratamientos experimentales. Al final del periodo
experimental, mida las variables dependientes en este estudio para todos los

grupos (HERNANDEZ et al., 2010).

Para el presente trabajo de investigacion se usara 7 tratamientos
experimentales y una muestra testigo o control, para realizar esto, se utilizara

placas Petri y macetas experimentales con diferentes capacidades.
3.3.4.5. Diseino estadistico para el rabano

El disefio estadistico que se utilizé en el Disefio Completamente al

Azar (DCA) con 5 repeticiones y un tratamiento control o control negativo.
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Las particularidades evaluadas de cada uno de los procedimientos
seran sometidas al analisis de variancia y pruebas de significacién estadistica

Duncan a nivel de a = 0.05 de significacion.

El modelo lineal aditivo es el siguiente:

Yij = u+Ti+ Eij ... (1)

Donde:

Yij =Es la respuesta obtenida en tres repeticiones donde se aplica 8
tratamiento o concentracion de rabano con extracto de hidrocarburo.

U =Es el efecto toxico de hidrocarburos.

Ti  =Efecto en cada concentracion para el rabano.

Eij =Efecto aleatorio del error experimental en las tres repeticiones, de

los 8 tratamiento de rabano.
Para:

i:1,2,3, ...,8 concentraciones de extracto de hidrocarburo.

j: 1,2,3,4,5 repeticiones.

Cuadro 3. Esquema del analisis de variancia

Fuente de variabilidad Grados de libertad
Tratamientos (t-1) 7
Error experimental T(r-1) 32

Total (rt-1) 39
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Figura 5. Concentraciones de hidrocarburo y agua para cada tratamiento.
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R: repeticién, T: tratamiento

Figura 6. Disefo estadistico para rabano (Raphanus sativus L.)

3.3.4.6.

Analisis estadistico

Se distribuiran las variables estadisticas y tratamientos con forme al

disefio experimental usando el modelo estadistico completamente al azar (DCA)

con cinco duplicaciones con el programa InfoStat/E para un nivel de significacion

del 5%.
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Cuadro 4. Analisis del ANVA

Fuentes de Suma de Grados Cuadrados .
Exp.
Variacion cuadrados libertad medios
CMTr
Entre Grupos SCT- -1 CMT: CMR
n- |
Fuera de grupos SCR CMR
Total SCT n- 1 CMT
Por formula:

SCT = SCTr + SCR... (2)
Donde:
1) SCT: Suma de cuadrados total
2) SCTr: Suma de cuadrados entre tratamientos
3) SCR: Suma de cuadrados dentro de los tratamientos o residual.
17) CMT: Cuadrado medio total: CMT =SCT/ (N - 1)
2") CMTr: Cuadrado medio entre tratamientos: CMTr =SCTr/ (I - 1)

3") CMR: Cuadrado medio residual: CMR = SCR /(N - 1)

- Prueba de multiples rangos de diferencia francamente

significativa de Duncan

Se empleara la diferencia francamente significativa de Duncan con
la finalidad de establecer para tratamientos que existen diferencias significativas,

para un nivel de significacién del 5%, utilizando el programa Infostat/E.
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3.3.5. Para determinar el umbral de sensibilidad en diferentes
concentraciones de hidrocarburo para el rabano

(Raphanus sativus L.) en placa y en maceta.

Después de realizar la prueba se procedera a realizar una tabla
comparativa donde veremos las concentraciones y la respuesta o efectos que

ocurren para cada caso, como a continuacion describiremos en el cuadro 6.

Cuadro 5. Concentraciones y respuestas o efectos.

Concentracioén de
Tratamiento Respuestas o efectos
hidrocarburo (%)

To -
T+ 1.50
T2 3.125
Numero de especies
Ts 6.25 muertos o con cambios
Ta 12.50 fisicos a causa del
contaminante
Ts 25.0
Te 50.0

T7 100
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Punto de

sensibilidad entre la

concentracion vs la
respuesta toxica.

Fespuesta Tdxica

-
-

Concentraciones (%)

Figura 7. Umbral de sensibilidad concentracion vs la respuesta o efecto.

3.3.6. Determinacion de la concentracion de hidrocarburo
aplicando la Dosis letal media DL50 para el rabano

(Raphanus sativus L.).

Se usara la prueba Probit Con los valores conseguidos, manejando
el programa Infostat/E. El primordial objetivo de este tipo de analisis sera analizar
la concentracion que se necesite para paralizar al 50% de organismos de la

poblacion.

a. Método Probit

El analisis Probit se usa para calcular los CL50/CE50/DL50 (con o
sin ajuste). En un experimento tipico de ensayos de toxicidad aguda se tiene el
siguiente contexto:

e Concentracion de la sustancia o dosis (d).

e Numero de organismos (n).
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e Numero de poblacion muerto o afectado (r).

e Porcentaje de consecuencia (p)

p=(%)x100...(1)

Consecutivamente, Utilice la tabla Probit para convertir p (porcentaje
del efecto) en unidades probit (encuentre el valor z correspondiente a la
probabilidad acumulada igual a p en la tabla de distribucion normal y luego
agregue cinco unidades) y obtenga la distribucion de puntos bivariada en un
Sistema de tipo lineal, procesado segun analisis de regresion tipico. Vale la pena
enfatizar que Probit es una conversion de la tasa de influencia (p), y la ecuacién

generada es:
y=a+bx... (2)
Donde:
y (expresado en unidad Probit) = z+5
z= Variable normal estandar = zo tal que la Prob (z<zo) =p
ay b son los estimadores de los parametros de la recta de regresion
Asi, cuando p =50% entonces y 5, por lo tanto:
Xs = log1o DLso entonces DLso = 10*°

Para el analisis, se utiliza un software como programa Infostat/E.
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Figura 8. Analisis de Probit con el programa Excel.

3.3.7. Determinar los parametros toxicolégicos, NOAEL Y LOAEL

para el rabano (Raphanus sativus) mediante bioensayos de

laboratorio

Se evaluara el parametro NOAEL Y LOAEL con la prueba de rango

multiple de Dunnett, para ello utilizamos la siguiente ecuacion.

Donde:

2MSE
n

Da= da(a-1, )

. (1)

n: Tamano de la muestra

a: Tratamientos

f: Grados Libertad del error

MSE: Cuadrado medio del error

da: Constante de la prueba de Dunnett

Da: Valor tedrico estadistico de la prueba
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Figura 9. Curva para determinar el NOAEL y LOAEC.
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IV. RESULTADOS

4.1. Respuesta toxicologica de semillas de rabano

En el Cuadro 6 se observa la respuesta toxicologica que sufren las
semillas de rabano en placas de vidrio al utilizar el hidrocarburo a distintos
concentraciones para ello se promedié cada tratamiento ejecutado para cada
muestras con cinco repeticiones donde se puede estimar que el tratamiento T~
presenta mayor inhibicidén mientras que para los tratamientos T4, T3y T1 presenta

menor cambio al aplicar la dosis de hidrocarburo.

Cuadro 6. Respuesta toxicologica de las semillas de rabano.

Concentraciones Crecimiento total Respuesta toxicologica
Tratamiento

(%) de la semilla de las semillas
Tz 100 9.17 49.95
Te 50 11.78 35.70
Ts 25 14.39 21.45
T4 12.5 16.90 7.75
Ts 6.25 18.08 1.31
T2 3.125 16.21 11.52
T1 1.5 18.10 1.20

To 0 18.32 100.00
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En la figura 10 se muestra la respuesta toxicoldgica del desarrollo de
la semilla para cada tratamiento con cinco repeticiones cada una, en este caso
el analisis de regresion lineal indica que la variabilidad de los tratamientos se
encuentra en el 0.92, y para los tratamientos T4, Tz y T1 no presenta mayor

variabilidad a diferencia del T2 que presenta distanciamientos a los demas.

60.00
50.00
40.00
30.00

20.00

Respuesta toxicoligica (%)

y =0.4937x + 4.4207

10.00 R?=0.9156

0.00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion (%)

Figura 10. Respuesta toxicologica la semilla de rabano en placas de vidrio.

En el cuadro 7 se observa la respuesta toxicoldgica que sufren las
semillas de rabano en macetas al aplicar el hidrocarburo a distintas
concentraciones para ello se promedid las cinco repeticiones de cada
tratamiento donde se puede apreciar que el tratamiento Tz presenta mayor
inhibicion mientras que para los tratamientos T1, T2 y T3 no presenta mayor

significancia.
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Cuadro 7. Respuesta toxicologica de las semillas de rabano en macetas.

Crecimiento total

Respuesta toxicologica

Tratamiento  Concentraciones
de la semilla de las semillas
T7 100 8.75 63.78
Te 50 12.01 50.29
Ts 25 19.04 21.19
T4 12.5 21.78 9.85
Ts 6.25 23.34 3.39
T2 3.125 23.55 2.52
T4 1.5 23.87 1.20
To 0 24.16 100.00

En la figura 11 se muestra la respuesta toxicologica del crecimiento

de la semilla en macetas para cada tratamiento con cinco repeticiones cada una,

donde se distingue que a mayor concentracion es mayor la respuesta

toxicologica, en este caso perturba el desarrollo de las semillas, también el

analisis de regresion lineal indica que la variabilidad de los tratamientos se

encuentra en el 0.93.
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Figura 11. Respuesta toxicoldgica la semilla de rabano en macetas.
4.1.1. Analisis estadistico

4.1.1.1. Longitud del hipocotilo y radicula en las semillas de

rabanos.

Del cuadro 8, nos muestra la variable longitud de los hipocotilo en
siete tratamientos y un tratamiento control, por efecto del porcentaje de
hidrocarburo en semillas de rabano en placas de vidrio durante 5 dias, donde
muestra que difieren desde 4.82 cm a 9.50 cm, donde indica que a medida que
incrementa la concentracion de hidrocarburo, el crecimiento del hipocotilo se

oprime.
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Cuadro 8. Longitud del hipocotilo en las semillas de rabanos en placas de vidrio,

sometido a diferentes concentraciones.

Prueba Duncan
Trat. Conc. Medias N D.E. E.E.

(@=0.05)
T/ 100 9.17 5 042 043 A
Te 50 1177 5 222 043 B
Ts 25 1440 5 0.66 0.43 C
T 6.25 1621 5 0.99 043 D
T4 3125 1690 5 044 043 D E
Ts 12.5 18.08 5 0.62 043 E F
T 0 1810 5 046 043 E F
To 15 1833 5 046 043 F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (a > 0.05)

En el promedio de longitud de hipocotilo para el rabano en placas en
el cuadro muestra que la diferencia estadistica significativa (Duncan a = 0.05),
existe que para los tratamientos Ts, Te y T7, existe una diferencia de medias que
son significativas en comparacion de los otros tratamientos de menor diferencia

estadistica significativa.
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Figura 12. Longitud media de hipocotilo y la radicula en semillas de rabano en

diferentes concentraciones del extracto de hidrocarburo.

En el cuadro 9, se consigue la variable de longitud del hipocotilo y la
radicula, en siete tratamientos y un tratamiento control, por efecto de
concentraciones de hidrocarburo en semillas de rabano en macetas durante 10
dias, donde nos indica que difieren desde 2.99 cm a 15.84 cm, donde a medida
que la concentracion de hidrocarburo aumenta, el crecimiento del hipocotilo

disminuye a una variable no significativa.



68

Cuadro 9. Longitud del hipocotilo en las semillas de rabanos en maceta,

sometido a diferentes concentraciones.

Trat. Conc. Medias N D.E. E.E. Prueba Duncan (a=0.05)
T7 100 8.74 5 041 034 A
Ts 50 12.02 5 0.27 0.34 B
Ts 25 19.04 5 0.23 0.34 C
T4 12.5 21.82 5 0.13 0.34 D
Ts 6.25 23.34 5 0.54 0.34 E
T2 3.125 23.56 5 0.61 0.34 E
T4 1.5 23.88 5 1.81 0.34 E
To 0 24.18 5 0.60 0.34 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (a > 0.05)

Los tratamientos Tz, Ts, Ts y T4 se muestra significativamente

estadisticas diferentes de sus medias, sin embargo, para los otros tratamientos

restantes no existe divergencias significativas por que el hidrocarburo afecta en

el desarrollo del hipocotilo en las semillas de rabano sembradas en macetas

como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Longitud media del hipocotilo en semillas de rabano en diferentes

concentraciones del extracto de hidrocarburo.

4.2. Umbral de sensibilidad en diferentes concentraciones de
hidrocarburo para el rdabano (Raphanus sativus L.) en placa de vidrio

y en maceta.
Después de ejecutar los ensayos con semillas de rabano en placas
de vidrio realizamos una tabla comparativa donde se calcula las concentraciones
y la respuesta o efecto que ocurre para cada caso como se muestra en el cuadro

10.
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Cuadro 10. Concentraciones y respuestas o efectos en las semillas de rabano.

Concentraciones de Respuestas o
Tratamientos
hidrocarburo (%) efectos
To - 15
LK 1.5 15
T2 3.125 15
Ts 6.25 15
T4 12.5 14.8
Ts 25 14.4
Ts 50 14.2
T7 100 14

En el cuadro antepuesta se puede observar que la respuesta o
efecto toxicologico donde To es el punto de sensibilidad, indicando que para los
tratamientos T1, T2 y T4 no existe sensibilidad a las concentraciones de
hidrocarburo, mientras que para los tratamientos T3, Ts, Te y Tz hay un porcentaje
mayor de sensibilidad, dandonos referencia a la cifra de semillas germinadas en
placas de vidrio expuestos a concentracion con hidrocarburo como se observa

en la figura 14.
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Figura 14. Umbral de sensibilidad concentracion vs la respuesta o efecto en

semillas de rabanos en placas de vidrio.

Los experimentos con semillas de rabano en macetas realizamos
una tabla comparativa donde se evalua las concentraciones y la respuesta o

efecto toxico que ocurre para cada caso como se ve en el cuadro 11.
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Cuadro 11. Concentraciones y respuestas o efectos en las semillas de rabano.

Concentraciones de Respuestas o
Tratamientos
hidrocarburo (%) efectos
To . 15
T 15 15
T2 3.125 15
Ts 6.25 15
T4 12.5 14.8
Ts 25 14.4
Te 50 14.2
T7 100 14

Del cuadro anterior se puede observar que la respuesta o efecto
toxicolégico donde To es el punto de sensibilidad, indicando que para los
tratamientos T4, T2 y Ts no existe sensibilidad a las concentraciones de
hidrocarburo, mientras que para los tratamientos T4, Ts, Te y Tz hay un mayor
porcentaje de sensibilidad, dandonos referencia al numero de semillas

germinadas en las placas de vidrio expuestos a concentracion con hidrocarburo.
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Figura 15. Umbral de sensibilidad concentracion vs la respuesta o efecto para

las semillas de rabano en maceta.

4.3. Dosis letal media DL50 para la semilla de rabano (Raphanus sativus).

Para determinar la Dosis letal Media DL50 en las semillas de rabano
se ejecuta un analisis de Probit donde la Variable dependiente es el porcentaje
de semillas muertas, donde nos muestra que las desviaciones son menores que
0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables, con

un nivel de confianza del 95.0%.
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Cuadro 12. Analisis para la dosis letal media DL50 para las semillas se rabano.

Promedio de % de Total de
Tratamientos Concentraciones

semillas muertas semillas
T7 100 0.232 15
Te 50 0.15 15
Ts 25 0.244 15
T4 12.5 0.12 15
Ts 6.25 0 15
T2 3.125 0 15
T4 1.5 0 15
To 0 0 15

En la figura 16 nos detalla el modelo ajustado de las predicciones
inversas obtenidas. Y estos indican el valor de concentracion al cual el modelo
alcanza ciertos porcentajes, el valor correspondiente a p=50% (DL50) es igual a
243.692. Asimismo, se exponen intervalos mayores y menores cercanos de

confianza para las predicciones inversas
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Figura 16. Dosis letal media DL50 para las semillas se rabano en macetas.

4.4. Parametros toxicolégicos, NOAEL Y LOAEL para el rabano (Raphanus

sativus).

Para establecer los parametros toxicologicos se ejecutd la prueba
estadistica de Dunnett donde nos indica que algunas concentraciones muestran
un efecto diferente al control, Entonces presenta cierto grado de toxicidad. En el
cuadro 13 se muestra el ANVA para las longitudes promedias de las plantulas

de rabano en placas de vidrio sometidos a hidrocarburos.
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Cuadro 13. Analisis de varianza para las plantulas de rabano

Fuentes de Suma de Grados Cuadrados

F p-valor
Variacion Cuadrados libertad Medios
Tratamientos 394.53 7 56.36 59.84 <0.0001
Error 30.14 32 0.94
Total 424.67 39

Cuadro 14. Prueba estadistica de Dunnett para el rabano en placas de vidrio

Grados Cuadrado Constante de Valor tedrico

tamano de
Trat. N libertad mediodel Ilapruebade estadistico
muestra
del error error Dunnett de la prueba
5 8 40 32 0.94 247 1.51

En el cuadro 15 se efectia una comparacion de los tratamientos con
el tratamiento control para evaluar la concentracidn minima que se observan

efectos adversos (LOAEC) para las plantulas de rabano.
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Cuadro 15. Estimacion de la concentracion minima en la que se observan efectos

adversos en rabano

tratamiento Media ABS (TM-TO0)

Constante de la

prueba de Dunnett

Comparacion del

tratamiento contra

el control
T7 9.17 9.16 1.51 NOAEC
T6 11.77 6.56 1.51 NOAEC
T5 14 .4 3.93 1.51 NOAEC
T4 16.21 212 1.51 NOAEC
T3 16.9 1.43 1.51 -
T2 18.08 0.25 1.51 -
T1 18.1 0.23 1.51 -
T0 18.33 - - -

Los resultados de la prueba para establecer los parametros de

toxicidad, revela que las concentraciones a partir de tratamiento T4, Ts, Te y T7

no se observa efectos adversos graves en la concentracidn maxima, por otro

punto que a partir del T3 para abajo hay concentracibn minima en la que no

observa efectos adversos, como se puede apreciar en el la figura 17.
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Figura 17. Curva determinacion de NOAEC y LOAEC

En el cuadro 16 se estableci6 el analisis de varianza para los
promedios de las longitudes de las plantulas de rabano en maceta sometido a

hidrocarburos.

Cuadro 16. Analisis de varianza para las plantulas de rabano

Fuentes de Suma de Grados Cuadrados

F p-valor
Variacion Cuadrados libertad Medios
Tratamientos 1247.98 7 178.28 308.05 <0.0001
Error 18.52 32 0.58

Total 1266.50 39
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Cuadro 17. Prueba estadistica de Dunnett para el rabano en placas de vidrio

Grados Cuadrado Constante de Valor tedrico

Tamafo de
Trat. N libertad mediodel lapruebade estadistico
muestra
del error error Dunnett de la prueba
5 8 40 32 0.58 247 1.19

En el cuadro 18 se realiza una comparacion de los tratamientos con
el tratamiento control para estimar la concentracion minima en la que se

observan efectos adversos (LOAEC) para las plantulas de rabano.

Cuadro 18. Estimacién de la concentracion minima en la que se observan efectos

adversos en rabano

Comparacion del

Constante de la ,
tratamiento Media ABS (TM - TO) tratamiento contra
prueba de Dunnett

el control
T7 8.74 15.44 1.19 NOAEC
T6 12.02 12.16 1.19 NOAEC
T5 19.04 5.14 1.19 NOAEC
T4 21.82 2.36 1.19 NOAEC
T3 23.34 0.84 1.19 -
T2 23.56 0.62 1.19 -
T1 23.88 0.3 1.19 .

T0 24.18
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Los resultados de la prueba para determinar los parametros de
toxicidad, indica que las concentraciones a partir de tratamiento T4 en adelante
se observa que presenta la concentracion maxima en la que no se observa
efectos adversos agresivos, por otro lado que a partir del Ts para abajo hay
concentracion minima en la que no se observa efectos adversos, como se puede
apreciar en la figura 18.
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Figura 18. Curva determinacion de NOAEC y LOAEC.



V. DISCUSION
5.1. De larespuesta toxicologica

En el cuadro 7 y 8 se muestra la respuesta toxicologica de las
semillas de rabano; donde los ensayos trabajados en placa Petri nos da que para
el 100% la respuesta es de 49.95 y para las pruebas trabajados en maceta la
respuesta de la concentracion en 100% es de 63.78, estos resultados confirman
el hecho que durante el etapa de germinacion y el primer dia de progreso de la
plantula, se producen muchos cambios fisioldgicos, entre ellos la presencia de
sustancias toxicas interferira con la supervivencia y el progreso normal de las
plantas, convirtiéndose asi en una etapa altamente sensible para las plantas.

Factores externos desfavorables (SOBRERO y RONCO, 2005).

Asimismo, GARCIA et al. (2015) resume que la radicula y el
hipocotilo son indicadores para determinar el establecimiento y desarrollo de las
plantas. Por otro lado la prueba tradicional de germinacién de semillas, la
evaluacion del efecto del alargamiento de la radicula e hipocdtilo de la plantula
admite promediar los efectos toxicos de la presencia de compuestos solubles en
concentraciones lo suficientemente bajas que no permiten inhibir la germinacion.
Pero a pesar de esto, aun pueden retrasar o inhibir completamente el proceso

de elongacion de la radicula o hipocétilo.
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En el T7 de concentracion 100% que las plantulas no se
desarrollaron 6ptimamente debido a que la contaminacion por hidrocarburos
comprime el desarrollo de las plantas puesto que los hidrocarburos pueden
envolver las raices afectando la absorcion de agua y nutrimentos, después
penetrando dentro de los tejidos vegetales, las moléculas de hidrocarburos
pueden dafar las membranas celulares, encerrando los lugares intercelulares,
comprimiendo la transferencia de metabolitos y la tasa de respiraciéon como

sucedié (MENDEZ et al. 2006).

En otras evaluaciones referente a la respuesta toxicolégica de las
plantas de rabano a la presencia de hidrocarburo PETENELLO y FELDMAN
(2012), investigaron la germinacion de sus semillas, la emergencia de plantulas
y la biomasa alcanzada en suelos que contenian hidrocarburo, en condiciones
experimentales, observaron que los parametros se vieron afectados con las
concentraciones de contaminante empleadas, a pesar de ello, las plantas
pudieron prosperar. Como se pueden ver en los cuadros 29, 30, 31y 32 que para
los tratamientos con una concentracion de 100% de hidrocarburo, el porcentaje
de humedad se elevo, por ello, no crecio lo suficiente y sufrieron necrosis en el

hipocétilo y en los brotes de las plantulas.

En nuestro caso el pH fue de 7.8 manteniéndose en medios
favorables para propiciar su crecimiento pero en las investigaciones de
MARTINEZ et al. (2003) indica que el suelo éptimo de la planta de Raphanus
sativus L. debe tener un pH que oscile entre 6 y 7, pudiéndose desarrollar en

suelos con un pH entre 4.3 y 8.3 y por otra parte AYERS y WESTCOT (1985)



83

indica que la planta soporta una conductividad eléctrica de 1.2 dS/m, mientras
que, para el suelo analizado fue de 2.14 dS/m pudiendo afectar el crecimiento

de las plantulas.

5.2. Del Umbral de sensibilidad

Segun los resultados obtenidos, en el cuadro 11 y 12 se muestra los
tratamientos a distintos concentraciones donde los efectos se manifiestan en el
porcentaje de germinacion, y se puede observar que el punto de sensibilidad
esta en el tratamiento testigo, indicando que para las concentraciones 1.5, 3.125,
6.25y 12.5% las plantulas de rabano pueden tolerar dichos porcentajes, mientras
que a partir de la concentracion 25% para adelante existe una sensibilidad poco
significativo, como describen (GREENWAY y MUNNS, 1980) acerca del umbral
de sensibilidad, es la capacidad de tolerancia que tiene el cultivo para soportar
algun contaminante del suelo sin experimentar efectos perjudiciales en su

desarrollo y/o produccion.

Asimismo, CONTRERAS (2017) indica que los hidrocarburos a un
nivel de toxicidad severo, el indice de germinacion es bajo para el Raphanus
sativus L., situaciones similares se encontraron en los tratamientos como se
puede observar en el cuadro 21 y 22 donde que las concentraciones 25, 50 y

100% el porcentaje de semillas germinadas son menores.

La germinacion es el progreso de aquellas estructuras
fundamentales que provienen del embrién, y que muestran la tolerancia de la
semilla para producir una planta estandar bajo situaciones 6ptimas. Asimismo,

(CARBALLO et al., 2015) menciona que los elementos ambientales directamente
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implicados en el proceso de germinaciéon son temperatura, luz, gases y
disponibilidad de nutrientes. La luz provoca la germinacion, pero no es
rigurosamente necesario para la mayoria de las semillas, por lo tanto durante el
ensayo experimental la temperatura ambiente fue de 25.4 °C y la luminosidad
fue de 8 horas de luz y 16 de sombra, conforme a la metodologia que nosotros

utilizamos.

5.3. De la Dosis letal media DL50

Para obtener este resultado se trabajo con el porcentaje de semillas
muertas, donde se registra que en la figura 16, la dosis letal media alcanza una
probabilidad baja, no cumpliendo con lo establecido para el DL50, pero en
algunas plantas los hidrocarburos crean una pelicula hidrofébica en torno de la
raiz, que paraliza el ingreso de agua; esto incita un estrés hidrico que perturba
algunas fases de su crecimiento; también los parametros biométricos son
sensibles a las sustancias téxicas con efectos negativos en los como el

crecimiento y desarrollo de la plantula, ademas de su morfologia entre otros.

En la figura 15 podemos observar que sucederia la DL50 si hay un
porcentaje de 243.69% de hidrocarburo y por ello se puede concluir que la
extension en la ingreso del agua en el endospermo y en la cobertura seminal
esta ligada a la influencia positiva del hidrocarburo sobre la germinacion de la
semilla, de modo que suceden cambios enzimaticos en minimo tiempo. Ademas
ciertas fracciones de petréleo alcanzan trabajar como auxinas fundadoras de la
germinacién y cabe mencionar que puede traer un dafo en el resto del

crecimiento de la planta (RIVERA y TRUJILLO 2004).
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5.4. De los parametros toxicolégicos, NOAEL Y LOAEL

Se puede observar en los cuadros 15 y 16, en funcién al tratamiento
control, muestra que a partir de la concentracién 12.5% para abajo, hay una
concentracion minima y se no hay efectos adversos, a diferencia de la
concentracion 25% para adelante hay un maximo de hidrocarburo y se no se
observa efectos adversos graves cabe mencionar que una de las etapas mas
significativos del desarrollo de una planta, es la germinacion de las semillas al
manar el primer cotiledon. Sin embargo, un suelo contaminado por hidrocarburos
del petroleo tiene un efecto adverso sobre la especie vegetal (FERNANDEZ et

al. 2008).

El NOAEL es la dosis mas elevada de una sustancia que no ha
mostrado en las pruebas tener efectos perjudiciales, como se muestra en los
resultados que a una concentracion de 100% germino en mayor porcentaje, pero
no se desarrolld efectivamente. A la vez también Castro sustenta que el LOAEL es
la concentracion o cantidad mas pequefia de una sustancia que causa una
alteracion observable y distinguible de un control apropiado, pero en los resultados
mostrados no cumple con lo sustentado puesto que a una concentracion de 1.5%

no se registra una alteracion distinguible del control (FERNANDEZ et al. 2006).

Al respecto ZEIGER Y TAIZ, 2007, menciona que esta conducta
probablemente se debe a la reserva nutrimental que tiene la semilla y a la
recoleccion activa de solutos que crean flujo osmatico e afiade agua a la vacuc’

lo que admite sustentar el crecimiento vegetativo de la planta.



VI. CONCLUSION

En los ensayos con placas Petri con una concentracion de hidrocarburo de
100 % se encuentra un 49.95 de respuesta toxicoldgico en las semillas de
rabano, mientras que, los ensayos en macetas la respuesta toxicologica es

de 63.78.

El umbral de sensibilidad, en el caso del ensayo en placa Petri a partir de la
concentracion 6.25 % presenta efectos toxicos y para macetas fue en la

concentracion de 12.5 % de hidrocarburo.

En la Dosis letal media (DL50) para las semillas de rabano indica es igual

a 243.69 de probabilidad que esto ocurra.

Se estimd que el NOAEC se presenta a partir de 12.5 % de concentracion
de hidrocarburo en adelante y el LOAEC en menores concentraciones de

6.25 % presenta niveles de toxicidad aguda.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos con otras especies de plantas para evaluar los

niveles de extraccion de hidrocarburos contaminantes del suelo.

Realizar experimentos en campo con concentraciones de
hidrocarburos utilizando la especie Raphanus sativus para el

tratamiento del suelo contaminado.

Realizar investigaciones para evaluar el grado de toxicidad del

petroleo y cual es su nivel de contaminacion si ocurre un derrame.



VIIl. ABSTRACT

The research carried out aims to evaluate the viability of a toxicological method
from the germination of the radish (Raphanus sativus L.) to determine the toxicity
of hydrocarbon-contaminated soils in the laboratory. We acquired as a pattern
soil contaminated by hydrocarbons extracted from Maestranza (a car park) of the
National Agrarian University La Molina, for this purpose the physical-chemical
analysis of the soil was carried out and the content of hydrocarbons in the soil
was determined by means of the Soxhlet extraction method, The radish seeds
were then conditioned on glass plates and in pots to observe their biometry and
parameters (germination percentage, germination energy, germination delay,
biomass and moisture percentage) to help us obtain the toxicological response
of the seedlings. As a result, it is reported that in Petri dishes with a hydrocarbon
concentration of 100%, a 49.95 toxicological response is found; while, in pot tests
the toxicological response is 63.78. It is concluded that the hydrocarbon at a
maximum concentration has as adverse effect in the tests worked in pots, and
that the species R. sativus can be considered as a bioindicator of hydrocarbon

contaminated soils.

Key words: toxicological response, Raphanus sativus, hydrocarbon, bioassays,

germination.
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ANEXOS
Anexo A. Determinacién de los parametros toxicolégicos para el rabano
Cuadro 19. Porcentaje de hidrocarburo en 10 gramos de muestra de suelo

contaminado por el método de Soxhlet.

Peso de baldn Peso de Peso de Porcentaje de
Rep- inicial (g) balén final (g)  hidrocarburo (g)  hidrocarburo (%)
R 93.65 94.82 1.17 11.7
Rz 96.73 97.98 1.25 12.5
Rs 92.27 93.48 1.21 12.1
Promedio 12.1

Cuadro 20. Analisis fisicoquimico del suelo contaminado y extracto de

hidrocarburo del suelo.

Parametros Suelo contaminado
pH 7.8
T (°C) 254
Conductividad (dS/m) 214

Textura Franco Arenoso
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Cuadro 21. Porcentaje de semillas germinadas para el rabano plantadas en placa

Petri.

Trat. Conc. Rromedio Qe Porcentaje.de semillas
semillas germinada germinadas
To - 15 100.00
T1 1.5 15 100.00
T2 3.125 15 100.00
Ts 6.25 14.4 96.00
T4 12.5 15 100.00
Ts 25 14.8 98.67
Ts 50 14.8 98.67
T7 100 14.4 96.00




98

Cuadro 22. Porcentaje de semillas germinadas para el rabano plantadas en

macetas
Trat. Conc. Promedio <_je semillas Porcentaje_ de semillas
germinada germinadas
To - 15 100.0
T4 1.5 15 100.0
T2 3.125 15 100.0
Ts 6.25 15 100.0
T4 12.5 14.8 98.7
Ts 25 14.4 96.0
Te 50 14.2 94.7
Tz 100 14 93.3

Cuadro 23. Energia germinativa para el rabano en frascos de vidrio

Promedio de semillas

Energia de semillas

Trat. Conc. germinada germinadas
To 0 15 10.00
T, 15 15 10.00
T2 3.125 15 10.00
Ts 6.25 14.4 9.60
Ta 125 15 10.00
Ts 25 14.8 9.87
Te 50 14.8 9.87
T, 100 14.4 9.60
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Cuadro 24. Energia germinativa para el rabano en macetas.

Promedio de semillas

Porcentaje de semillas

Trat. Conc. germinada germinadas
To 0 15 10.00
T1 1.5 15 10.00
T 3.125 15 10.00
T3 6.25 15 10.00
T 12.5 14.8 9.87
Ts 25 14.4 9.60
Te 50 14.2 9.47
T 100 14 9.33

Cuadro 25. Retraso germinativo para el rabano en frascos de vidrio

Tiempo de

Tratamientos Repeticiones

germinaciéon

Tiempo

control

Retraso
o Promedio
germinativo

To

Ri1
R2
Rs
R4
Rs

T+

R1
R2
Rs
R4
Rs

W W W A W)W W W W w

W W W W Www W wWw w w

0.2

o O O ~ O o o o o o




100

R1

R2

0.6

R3

T2

R4

Rs

R1

R2

0.4

R3

T3

R4

Rs

R1

R2

1.2

R3

Ta

R4

Rs

R1

R2

R3

Ts

R4

Rs

R1

R2

1.8

R3

Te

R4

Rs

R1

R2

1.6

R3

T7

R4

Rs




Cuadro 26. Retraso germinativo para el rabano en macetas.
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Tratamientos Repeticiones

Tiempo de

germinacion

Tiempo

control

Retraso

germinativo

Promedio

To

Ri1
R2
Rs
R4
Rs

T+

Ri1
R2
Rs
R4

Rs

T2

Ri1
R2
Rs
R4

Rs
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0.8

T3
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Ta

R1
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Ri1 7 7 0
R2 9 7 2
Ts Rs3 8 7 1 0.6
R4 7 7 0
Rs 7 7 0
Ri1 7 7 0
R2 8 7 1
Te Rs 8 7 1 1.4
R4 9 7 2
Rs 10 7 3
R1 10 7 3
Rz 10 7 3
T7 Rs 8 7 1 1.8
R4 7 7 0
Rs 9 7 2

Cuadro 27. Biomasa fresca para el rabano en frascos de vidrio

Peso en freso Promedio del peso en fresco  Biomasa fresca

Trat. Rep.
(9) (9) (%)
R1 1.3216
R2 1.4021
To Rs 1.2032 1.2001 100
R4 1.0642
Rs 1.0092
R1 1.5387
R2 1.8032
T+ Rs 1.7932 1.6409 73.13
R4 1.6044

Rs 1.4651
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Ri 1.4352
Rz 1.4021

T2 Rs 1.4127 1.4503 82.75
Rs 1.5022
Rs 1.4993
R 1.3253
R> 1.3983

Ts Rs 1.2984 1.2821 93.60
Rs 1.1874
Rs 1.2009
R 1.1764
Rz 1.2671

T4+ Rs 1.1837 1.2421 96.61
Rs 1.2042
Rs 1.3793
Ri 1.2939
R2 1.0983

Ts R 1.1469 1.1579 103.64
Ra 1.0461
Rs 1.2043
Ri 1.2032
R> 1.0775

Te R 1.1965 1.1522 104.15
Rs 1.0165
Rs 1.2674
R 1.1275
R> 1.2213

T7 Rs 1.0974 1.1446 104.85
Ra 1.2532
Rs 1.0234
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Cuadro 28. Biomasa fresca para el rabano en macetas.

Peso en Promedio del peso en fresco  Biomasa fresca

Trat. Rep.
freso () (9) (%)

Ri1 2.0237
Rz 1.7758

To Rs 1.8560 1.9337 100.00
R4 2.0965
Rs 1.9167
R 2.4654
Rz 2.3756

T4 Rs 2.6674 2.5305 76.42
R4 2.3641
Rs 2.7802
Ri1 2.2111
Rz 2.3596

T2 Rs 2.2790 2.2545 85.77
R4 2.2762
Rs 2.1465
R 2.1636
R2 2.0699

Ts Rs 2.3992 2.1964 88.04
R4 2.2672

Rs 2.0823
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Ri1 1.8625
R2 21474
T4 Rs 2.2135 2.0728 93.29
R4 1.9532
Rs 2.1873
Ri1 2.1013
R2 1.8214
Ts Rs 1.8753 1.9481 99.26
R4 2.0821
Rs 1.8603
Ri1 1.8212
R2 1.5213
Ts Rs 1.9244 1.7923 107.89
R4 1.7913
Rs 1.9034
Ri1 1.8032
R2 1.6324
T7 Rs 1.3103 1.6464 117.45
R4 1.6932
Rs 1.7931
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Cuadro 29. Biomasa seca para el rabano en frascos de vidrio

Peso en seco

Promedio del peso en seco Biomasa seca

Trat. Rep.
(9) (9) (%)
Ri1 0.0983
R2 0.1421
To Rs 0.1429 0.1172 100
Ra 0.1052
Rs 0.0973
R 0.1213
R2 0.1267
T+ Rs 0.1475 0.1405 83.38
Ra 0.1428
Rs 0.1643
Ri1 0.1335
R2 0.1234
T2 Rs 0.0936 0.1238 94.64
R4 0.1061
Rs 0.1624
Ri1 0.1073
R2 0.1027
T3 Rs 0.1314 0.1191 98.39
Ra 0.1078
Rs 0.1462
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Ri1 0.1342
R2 0.1224
Ts Rs 0.1153 0.1227 95.47
R4 0.1264
Rs 0.1153
Ri1 0.1236
R2 0.1168
Ts Rz 0.1191 0.1182 99.14
R4 0.1185
Rs 0.1129
Ri1 0.1324
R2 0.1130
Tse Rs 0.1142 0.1150 101.88
R4 0.1021
Rs 0.1133
Ri1 0.1012
R2 0.1198
T7 Rs 0.1086 0.1123 104.36
R4 0.1132
Rs 0.1185
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Cuadro 30. Biomasa seca para el rabano en macetas.

Promedio del peso en Biomasa seca
Trat. Rep. Pesoen seco (g)

seco (9) (%)
Ri1 0.8799
R2 0.9846
To Rs 0.8340 0.9095 100
R4 0.9543
Rs 0.8946
Ri1 0.8534
R2 0.9953
T+ Rs 0.8839 0.9333 97.45
R4 1.1211
Rs 0.8129
Ri1 0.8469
R2 0.9079
T2 Rs 0.8032 0.9211 98.73
R4 1.1041
Rs 0.9436
Ri1 1.1234
R2 0.9622
Ts Rs 0.7802 0.9437 96.37
R4 0.9853

Rs 0.8675
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Ri1 0.7027
R2 1.2118
T4 Rs 1.1696 0.9500 95.73
R4 0.7460
Rs 0.9201
Ri1 0.8201
R2 1.1896
Ts Rs 0.8932 1.0008 90.88
R4 1.1248
Rs 0.9762
Ri1 1.1993
R2 0.9227
Ts Rs 0.8289 0.9970 91.22
R4 0.9125
Rs 1.1216
Ri1 0.8372
R2 0.7560
T7 Rs 0.8062 0.8625 105.44
R4 0.9481
Rs 0.9652
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Cuadro 31. Porcentaje de humedad para el rabano en frascos de vidrio.

Peso en Pesoen Pesodelagua Humedad Promedio
Trat. Rep.
freso (g) seco (g) retenido (%) Humedad (%)
Ri1 1.3216 0.0983 1.2233 92.56
Rz 1.4021 0.1421 1.2600 89.87
To Rs 1.2032 0.1429 1.0603 88.12 90.20
R4 1.0642 0.1052 0.9590 90.11
Rs 1.0092 0.0973 0.9119 90.36
R1 1.5387 0.1213 1.4174 92.12
R2 1.8032 0.1267 1.6765 92.97
T4 Rs 1.7932 0.1475 1.6457 91.77 91.35
R4 1.6044 0.1428 1.4616 91.10
Rs 1.4651 0.1643 1.3008 88.79
R1 1.4352 0.1335 1.3017 90.70
Ro2 1.4021 0.1234 1.2787 91.20
T2 Rs 1.4127 0.0936 1.3191 93.37 91.48
R4 1.5022 0.1061 1.3961 92.94
Rs 1.4993 0.1624 1.3369 89.17
R1 1.3253 0.1073 1.2180 91.90
Rz 1.3983 0.1027 1.2956 92.66
Ts Rs 1.2984 0.1314 1.1670 89.88 90.64
R4 1.1874 0.1078 1.0796 90.92
Rs 1.2009 0.1462 1.0547 87.83
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R 1.1764 0.1342 1.0422 88.59
R2 1.2671 0.1224 1.1447 90.34
T4 R3 1.1837 0.1153 1.0684 90.26 90.07
R4 1.2042 0.1264 1.0778 89.50
Rs 1.3793 0.1153 1.2640 91.64
R 1.2939 0.1236 1.1703 90.45
R2 1.0983 0.1168 0.9815 89.37
Ts R3 1.1469 0.1191 1.0278 89.62 89.75
R4 1.0461 0.1185 0.9276 88.67
Rs 1.2043 0.1129 1.0914 90.63
R 1.2032 0.1324 1.0708 89.00
R2 1.0775 0.1130 0.9645 89.51
Te R3 1.1965 0.1142 1.0823 90.46 90.00
R4 1.0165 0.1021 0.9144 89.96
Rs 1.2674 0.1133 1.1541 91.06
R 1.1275 0.1012 1.0263 91.02
R2 1.2213 0.1198 1.1015 90.19
T7 R3 1.0974 0.1086 0.9888 90.10 90.14
R4 1.2532 0.1132 1.1400 90.97
Rs 1.0234 0.1185 0.9049 88.42
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Cuadro 32. Porcentaje de humedad para el rabano en maceta

Pesoen Pesoen Peso del Humedad Promedio
Rep- freso () seco(g) agua retenido (%) Humedad (%)
R1 2.0237  0.8799 1.1438 56.52
Rz 1.7758  0.9846 0.7912 44.55
Rs 1.8560  0.8340 1.0220 55.06 52.79
R4 2.0965  0.9543 1.1422 54.48
Rs 1.9167  0.8946 1.0221 53.33
R1 2.4654  0.8534 1.6120 65.38
Rz 2.3756  0.9953 1.3803 58.10
Rs 2.6674  0.8839 1.7835 66.86 62.74
R4 2.3641 1.1211 1.2430 52.58
Rs 2.7802  0.8129 1.9673 70.76
R1 2.2111 0.8469 1.3642 61.70
Rz 2.3596  0.9079 1.4517 61.52
Rs 22790 0.8032 1.4758 64.76 59.10
R4 2.2762 1.1041 1.1721 51.49
Rs 2.1465  0.9436 1.2029 56.04
R1 2.1636 1.1234 1.0402 48.08
Rz 2.0699  0.9622 1.1077 53.51
Rs 2.3992  0.7802 1.6190 67.48 56.79
R4 2.2672  0.9853 1.2819 56.54

Rs 2.0823 0.8675 1.2148 58.34
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Ri1 1.8625 0.7027 1.1598 62.27
R2 2.1474 1.2118 0.9356 43.57
Rs 2.2135 1.1696 1.0439 47.16 54.55
R4 1.9532 0.7460 1.2072 61.81
Rs 2.1873 0.9201 1.2672 57.93
Ri1 2.1013 0.8201 1.2812 60.97
R2 1.8214 1.1896 0.6318 34.69
Rs 1.8753 0.8932 0.9821 52.37 48.31
R4 2.0821 1.1248 0.9573 45.98
Rs 1.8603 0.9762 0.8841 47.52
Ri1 1.8212 1.1993 0.6219 34.15
R2 1.5213 0.9227 0.5986 39.35
Rs 1.9244 0.8289 1.0955 56.93 44 .11
R4 1.7913 0.9125 0.8788 49.06
Rs 1.9034 1.1216 0.7818 41.07
Ri1 1.8032 0.8372 0.9660 53.57
R2 1.6324 0.7560 0.8764 53.69
Rs 1.3103 0.8062 0.5041 38.47 47.18
R4 1.6932 0.9481 0.7451 44.01
Rs 1.7931 0.9652 0.8279 46.17




Anexo B. Determinacion de la dosis letal media DL50.

Cuadro 33. Porcentaje de semillas muertas
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Tratamiento Concentracione Porcentaje de semillas total de
] ] muertas semillas
To 0 0 15
To 0 0 15
To 0 0 15
To 0 0 15
To 0 0 15
LK 1.5 0 15
LK 1.5 0 15
LK 1.5 0 15
T1 1.5 0 15
T1 1.5 0 15
T2 3.125 0 15
T2 3.125 0 15
T2 3.125 0 15
T2 3.125 0 15
T2 3.125 0 15
Ts 6.25 0 15
Ts 6.25 0 15
Ts 6.25 0 15
Ts 6.25 0 15
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T3

Ta

Ta

Ta

Ta

Ta

Ts

Ts

Ts

Ts

Ts

Te

Te

Te

Te

Te

T7

T7

T7

T7

T7

6.25

12.5

12.5

12.5

12.5

12.5

25

25

25

25

25

50

50

50

50

50

100

100

100

100

100

0.6

0.6

0.31

0.31

0.31

0.31

0.13

0.23

0.31

0.31

0.31

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15




Cuadro 34. Desempenio de Prediccion para las semillas de rabano
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Punto de Corte CIERTO FALSO Total
0.0 100.00 0.00 9.32
0.05 100.00 55.14 59.32
0.1 51.21 77.70 75.22
0.15 31.10 89.41 83.97
0.2 31.10 89.41 83.97
0.25 31.10 89.41 83.97
0.3 0.00 100.00 90.67
0.35 0.00 100.00 90.67
0.4 0.00 100.00 90.67
0.45 0.00 100.00 90.67
0.5 0.00 100.00 90.67
0.55 0.00 100.00 90.67
0.6 0.00 100.00 90.67
0.65 0.00 100.00 90.67
0.7 0.00 100.00 90.67
0.75 0.00 100.00 90.67
0.8 0.00 100.00 90.67
0.85 0.00 100.00 90.67
0.9 0.00 100.00 90.67
0.95 0.00 100.00 90.67
1.0 0.00 100.00 90.67
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Cuadro 35. Desarrollo de la doses letal media para semillas de rabano

LC Inferior 95.0% LC Superior 95.0%

Porcentaje concentracion
Limite Conf. Limite Conf.
0.1 -68.0425 -244.3 -20.639
0.5 -16.1493 -118.074 15.0084
1 9.01794 -59.2141 34.6543
2 36.5169 -1.57739 62.7968
3 53.9641 26.513 89.1303
4 67.0889 42.3959 114.188
5 77.7649 52.9775 136.909
6 86.8519 60.9483 157.284
7 94.8194 67.4236 175.662
8 101.953 72.9367 192.402
9 108.441 77.778 207.799
10 114.414 82.1221 222.085
15 139.14 99.3556 281.983
20 158.793 112.535 330.105
25 175.652 123.637 371.595
30 190.793 133.5 408.961
35 204.823 142.575 443.651
40 218.136 151.141 476.613

45 231.017 159.397 508.537
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50

55

60

65

70

75

80

85

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

99.5

99.9

243.692

256.368

269.249

282.562

296.592

311.732

328.592

348.244

372.971

378.943

385.431

392.565

400.533

409.62

420.296

433.421

450.868

478.367

503.534

555.427

167.496

175.575

183.767

192.219

201.111

210.693

221.35

233.755

249.344

253.107

257.193

261.685

266.7

272.418

279.134

287.387

298.354

315.631

331.434

363.998

539.977

571.438

603.425

636.502

671.374

709.021

750.956

799.853

861.396

876.263

892.415

910.176

930.015

952.642

979.228

1011.92

1055.37

1123.88

1186.58

1315.89
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Figura 19. Muestra de suelo contaminado por hidrocarburo.

Figura 20. Preparacion con diclorometano para la extraccion del hidrocarburo
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Figura 21. Extraccion de Soxhlet del suelo contaminado.

Figura 22. Medicién del pH para el suelo contaminado.
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Figura 23. Concentracion de extracto de hidrocarburo para realizar los ensayos.

Figura 24. Sembrado de las semillas de rebano en las placas Petri.
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Figura 26. Crecimiento de los rabanos en macetas a condiciones luz.
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Figura 28. Medicion de las plantulas de rabano.
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abano.

Figura 29. Pesado de las plantulas de r.

Figura 30. Secado de las plantulas de rabano



