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RESUMEN

Se evalué el efecto del hidrocarburo policiclico aromatico fenantreno sobre el creci-
miento de la microalga Chlorella vulgaris bajo condiciones de laboratorio. Las microalgas
fueron expuestas a diferentes concentraciones de fenantreno (0, 1, 10, 100, 1000 y
10000 pg/l). El tiempo de exposicién fue de 72 h, determindndose diariamente la den-
sidad algal mediante recuento en cdmara de Neubauer. Se determiné la tasa promedio
de crecimiento, la biomasa total y el porcentaje de inhibicién de la biomasa. También
se evalué el contenido de clorofila g, al inicio y final del experimento. Los ensayos fueron
realizados en recipientes de vidrio de 0,4 |, utilizando como medio de cultivo fertilizante
inorganico del complejo NPK (REMITAL® m - 17-6-18) a razén de 1 g/l. Los resultados
mostraron que el fenantreno inhibié progresivamente el crecimiento de la microalga,
observandose el menor crecimiento celular en el medio con la mayor concentracién de
fenantreno, el cual alcanzé un porcentaje de inhibicién del crecimiento del 59 %. Las ta-
sas de crecimiento diario se mantuvieron relativamente constantes en los demds trata-
mientos. La concentracién de clorofila 4, medida mediante espectrofotometria, no se
afectd por las diferentes concentraciones del hidrocarburo. En conclusién, el crecimiento
de la microalga C. vulgaris puede afectarse negativamente por la exposicién a concentra-
ciones nominales superiores a 1 pg/|l de fenantreno.

Palabras clave: biomasa, clorofila, hidrocarburo, microalgas, toxicidad.
ABSTRACT

The effects of the polycyclic aromatic hydrocarbon phenanthrene on the growth of
Chlorella vulgaris alga were evaluated under laboratory conditions. The algae were
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exposed during 72 h to different concentrations of phenanthrene (0, 1, 10, 100, 1000
and 10000 pg/l). The alga density was daily determined by a Neubauer chamber. The
average growth average, total biomass and inhibition percentage of the biomass were
also determined. In addition, the content of chlorophyll a was determined at the
beginning and the end of the experiment. The assays were carried out in glass bottles of
0,4 | using the complex NPK (REMITAL® m - 17-6-18) at 1 g/l as an organic fertilizing.
The results showed that phenanthrene inhibited progressively the alga growth being the
lowest cellular growth observed in the medium with the highest phenanthrene
concentration, reaching an inhibition percentage of 59 %. In the other treatments, the
daily growth rate was relatively constant. The chlorophyll a concentration evaluated by
spectrophotometry was not affected by the phenanthrene concentration. In conclusion,
the growth of the alga C. vulgaris was affected negatively by the exposure to nominal
concentrations of the polycyclic aromatic hydrocarbon phenanthrene higher than 1 pg/I.

Keywords: biomass, chlorophyll, hydrocarbon, microalgae, toxicity.
INTRODUCCION

Durante las dltimas décadas, las diferentes actividades antropogénicas han generado
un deterioro progresivo en los ambientes naturales, siendo los cuerpos de agua uno de
los ecosistemas mas afectados. Dentro de las fuentes de contaminacién, los desechos
generados por la extraccién de petréleo, son causales potenciales de contaminacién
ambiental (Gémez y Ramirez, 2004). Colombia posee una alta riqueza petrolera y por
ende una alta explotacién de este mineral; no obstante, son casi nulos los estudios
orientados a determinar los efectos que compuestos derivados del petréleo ocasionan
en organismos acuaticos.

Los hidrocarburos aromdticos policiclicos (HAPs) son compuestos generados durante
la destilacién de la madera, el funcionamiento de las obras de gas, las refinerias de pe-
tréleo, el escurrimiento de pavimentos asfalticos, las emisiones vehiculares, los derrames
de petréleo y la combustién incompleta de combustibles fésiles y de materia orgénica
(Canet et al., 2001; Tang et al., 2005), los cuales se encuentran en el ambiente como
mezclas complejas de diferentes sustancias quimicas, generalmente constituidas por
dos a diez anillos aromaticos (Hylland, 2006). Estas sustancias son consideradas téxicas
para los organismos con efectos mutagénicos, teratogénicos y carcinégenos (Gelboin,
1980; Lehry Jerina, 1997; Henkler et al., 2012). El fenantreno es uno de los hidrocar-
buros mds frecuentes en el ambiente (Shimada et al., 2004; Nizetto et al., 2008), clasi-
ficado por la US Enviromental Protection Agency (EPA) como un contaminante prioritario
que contribuye con mds del 49 % del total de HAPs en el ambiente, y considerado junto
con el fluoranteno y pireno, como los principales hidrocarburos contaminantes atmos-
féricos (Orli ski, 2002; Shimada et al., 2004). Al ser un hidrocarburo aromatico pequefio
(tres anillos aromdticos), el fenantreno se emplea frecuentemente para desarrollar
estudios sobre el metabolismo de hidrocarburos aromdticos policiclicos con efecto
carcinogénico (Pelkonen y Nebert, 1982; Narro etal., 1992). La toxicidad y letalidad de
los HAPs se ha determinado para algunas especies de organismos terrestres y para una
gran variedad de organismos acudticos, tales como copépodos, anfipodos y otros orga-
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nismos zooplancténicos, macroalgas, microalgas, gusanos de arena, cangrejos, cama-
rones y algunas especies de peces como trucha (Oncorhynchus mykiss), Chinook salmén
(O. tshawytscha), catfish (Ictalurus punctatus) y salema (Sarpa salpa), eelpout (Zoarces
viviparous), entre otras (Reynaud y Deschaux, 2006).

Los resultados de los monitoreos de la calidad de agua utilizada en los procesos de
extraccién de hidrocarburos, indican que en la regién de la Orinoquia colombiana los
niveles de fenantreno pueden llegar hasta 134 pg/l en el agua residual asociada a la
produccién. Sin embargo, una vez esta agua es sometida a los tratamientos establecidos
en los campos petroleros, estas concentraciones de fenantreno bajan a valores no detec-
tables (<0,22 pg/l), aunque en ocasiones se han reportado concentraciones cercanas
a 7 pg/l (datos no publicados).

Uno de los factores que sustentan el uso de algas en los bioensayos es su abundancia en
los ecosistemas acudticos. Si estos microorganismos se ven afectados por una sustancia
toxica, el ecosistema circundante percibe la falta de esa fuente de alimento (Wang y
Zheng, 2008). Entre las microalgas utilizadas en ensayos de toxicidad encontramos las
algas verdes como Scenedesmus sp., que ha sido utilizada como bioindicador para valorar
los efectos del petréleo o efluentes derivados de su extraccién, reportando una dismi-
nucién en la concentracién de clorofila g, en el porcentaje de materia seca, en la densi-
dad celular o la tasa de crecimiento (Aguilar et al., 2010; Gémez y Ramirez, 2004). Por
su parte, algas marinas expuestas a concentraciones de 5 a 1000 pg/| de fenantreno han
presentado disminucién en la tasa de crecimiento de manera proporcional a la concen-
tracién (Echeveste et al., 2010). Chlorella vulgaris se ha usado eficientemente para evaluar
el efecto de HAPs, al respecto, se han observado efectos negativos en su estructura ce-
lular debido a la exposicién a fluoranteno (Yu etal., 2013), asi como dafio oxidativo de
las algas por exposicién a concentraciones inferiores a 10 mg/| de naftaleno (Kong et
al., 2010); no obstante, no se conocen reportes de toxicidad de fenantreno en C. vulgaris.
Chlorella vulgaris es un alga verde unicelular, frecuentemente utilizada como bioindicador
debido a su alta sensibilidad a sustancias téxicas (Ma et al., 2004) y a su facilidad de cul-
tivo en el laboratorio. Ademads, es muy sensible a los cambios en su entorno, presenta un
ciclo de vida corto facilitando la evaluacién de los efectos téxicos sobre varias genera-
ciones. Sumado a esto, C. vulgaris ha sido identificada como el alga ideal para realizar
pruebas de inhibicién del crecimiento con bioensayos de duracién de 72 h, segtin las nor-
mas de la Organizacién para la Cooperacién Econémica y el Desarrollo (OECD, 2011).
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del hidrocarburo aromatico policiclico
fenantreno sobre el crecimiento de la microalga C. vulgaris, bajo condiciones de labora-
torio en la Orinoquia Colombiana.

MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION Y DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de produccién de alimento vivo del
Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, localizado a 12 km de la ciudad
de Villavicencio, Colombia. La altura promedio es de 418 msnm, con una temperatura
méxima de 33,3 °C y una temperatura minima promedio de 18,8 °C, precipitacién
anual entre 1900 y 2300 mm y humedad relativa del 75 % (IDEAM, 2010).
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Cuctivo DE Chlorella vulgaris

La cepa de microalga C. vulgaris fue obtenida del laboratorio de alimento vivo del Insti-
tuto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos. El stock del cultivo se conservé en
recipientes de vidrio de 3 |, previamente esterilizados en autoclave (45 min a una tem-
peratura de 121 °C, Tuttnauer® 2540 MK, Holanda). Se utiliz6 un medio de cultivo
fertilizante inorganico del complejo NPK (REMITAL® m - 17-6-18) a razén de 1 g/I, el
cual ha mostrado los mejores resultados con respecto al crecimiento poblacional
(Mufioz et al., 2012). Las microalgas se mantuvieron bajo condiciones controladas de
laboratorio con iluminacién blanca artificial constante de 72 Wy una intensidad lumi-
nica de 2629 + 300 lux (31,8 + 3,6 pmol m?2.s™), temperatura de 18 + 1 °Cy aireacién
permanente, manteniéndose el cultivo hasta que alcanzé la fase exponencial.

ENSAYO PRELIMINAR

Teniendo en cuenta las caracteristicas lipofilicas del fenantreno (98 % pureza, Sigma-
Aldrich, Alemania), se realizé un ensayo evaluando el uso de dos solventes: dimetilsul-
féxido (DMSO v/v Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y acetona (Merck, Darmstadt,
Alemania). Para este fin, se evaluaron para los dos solventes concentraciones de 0,05 %
a 1 % durante un periodo de 24 h, obteniéndose el mejor resultado de solubilidad con
acetona al 0,05 %, lo cual minimizé los posibles efectos secundarios del solvente.

EXPOSICION DE LAS ALGAS AL HIDROCARBURO FENANTRENO

Los ensayos se llevaron a cabo en recipientes de vidrio de 0,4 | esterilizados. Las condi-
ciones de cultivo se mantuvieron constantes durante todo el periodo de exposicién. Las
microalgas fueron expuestas a las siguientes concentraciones de fenantreno (98 %, Sigma
Aldrich): 0, 1,10, 100, 1000 y 10000 pg/l, considerando la concentracién de 0 % como
el tratamiento control, adicionando tnicamente 0,05 % de acetona (solvente control).
Los ensayos de exposicién se realizaron dos veces con intervalo de 15 dias y cada tra-
tamiento tuvo cinco réplicas, para un total de diez replicas. En cada unidad experi-
mental (recipientes) se inoculé una concentracién algal inicial de 2,0 x 10%cel/ml de
medio de cultivo. El tiempo de exposicién fue de 72 h segtin lo recomendado por la
OECD (2011), determindndose diariamente la densidad algal mediante recuento en
camara de Neubauer. De igual modo, se determinaron la tasa promedio de crecimiento,
biomasa total y el porcentaje de inhibicién de la biomasa (OECD, 2011), los cuales se
describen a continuacién.

VARIABLES EVALUADAS

Densidad algal. La densidad algal fue determinada mediante recuento en cdmara de
Neubauer bajo un microscopio éptico (40x) (Nikon® Eclipse E200, Japdn). Para cada
réplica el conteo se realizé por duplicado. Para disminuir el error del método se calculé
el promedio de los recuentos y se utilizé la férmula propuesta por Sipatiba-Tavares y
Rocha (2003):

Numero de células contadas

Conteo algal =
10x4x10°



Acta biol. Colomb., Vol. 18 n.° 1, 2013 91

Contenido de clorofila a. Por cada réplica, 50 ml del medio con las microalgas fue fil-
trado y posteriormente el filtro fue transferido a tubos de ensayo protegidos de la luz, en
cuyo interior se habfan adicionado previamente 10 ml de acetona al 90 %. Posterior-
mente, el filtro fue macerado y las muestras mantenidas bajo refrigeracién (4 °C) durante
24 h en una nevera convencional. Transcurrido este tiempo la absorbancia del sobre-
nadante fue determinada a 665, 645y 630 nm de longitud de onda (espectrofotémetro,
6405 UV/VIS de Jenway, Reino Unido), para asi calcular el contenido de clorofila a apli-
cando la férmula propuesta por Strickland y Parsons (1972):

C=(11,6 xA-665) - (1,31 x A-645) - (0,14 x A-630)

Calculo de clorofila a (pg/l)

Cla=C/Vx10/LxS/10
Donde:
Cla: clorofila a
C: resultado de la ecuacién de Strickland y Parsons
V:volumen de la muestra de agua filtrada (0,05 1)
L: longitud de la boca de la cubeta (1 cm)
S: volumen de acetona utilizado (0,01 1)
Tasa promedio de crecimiento diario
Es el incremento logaritmico de la biomasa durante la duracién del ensayo, para lo cual
se empled la siguiente ecuacion:

- LnXf - LnX; (dia’1)
[

Donde:
pij = promedio de la tasa de crecimiento especifico desde el tiempo i hasta |
Xi = biomasa en el tiempo i
Xr=biomasa en el tiempo f
El porcentaje de inhibicién de la tasa de crecimiento. Se calculé teniendo en cuenta la
tasa especifica de crecimiento asi:

%lT= HC—— HT x 100

Hc

%lt = porcentaje de inhibicién del promedio de |a tasa especifica de crecimiento
pc = promedio de la tasa especifica de crecimiento (p) en el grupo control
pr = promedio de la tasa especifica de crecimiento en el tratamiento.
La biomasa total. Se calculé teniendo en cuenta la biomasa al final del periodo de
ensayo (tres dias) tanto del grupo control como de los tratamientos, menos la biomasa
inicial de cada uno.

Br= Bf- B;

Porcentaje de inhibicién de la biomasa % ly. Fue calculado teniendo en cuenta la
biomasa himeda total, asi:

Yc-Y
%ly = _ et %100

C
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Yc = valor medio de la biomasa en el grupo control

Yt = valor medio de la biomasa en el tratamiento

El porcentaje de inhibicién de la tasa de crecimiento algal fue usado para calcular la
concentracién efectiva 50 (CEso) y concentracién efectiva 20 (CExo).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé estadistica descriptiva para expresar los resultados como media * error estdn-
dar de la media (SEM). La homogeneidad de varianza y la normalidad de los datos fue-
ron analizadas por medio de la prueba de Bartlett y la prueba de Kolmogorov-Smirnov,
respectivamente. Para comparar las diferencias entre el grupo control y los tratamientos
de fenantreno, las variables de densidad, la clorofila g, el TPCD y la biomasa total fueron
sometidas a un andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba de
Dunnett. En las variables de % ITC y % de inhibicién se realizé un andlisis de varianza
de una via (ANOVA) seguido del test de comparacién multiple Tukey. Un valor de p
<0,05 fue utilizado como criterio para considerar diferencias estadisticas significativas.
La CE fue calculada por el método de probit. Los datos fueron analizados con el software
SAS version 9.2 para Wndows (2002-2008 por SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).

RESULTADOS

DENSIDAD CELULAR DE C. vulgaris EXPUESTA A FENANTRENO

En la figura 1 se ilustra el efecto del fenantreno sobre la densidad celular a lo largo de
las 72 h de exposicién. A partir de las 24 h de exposicién, todas las concentraciones de
fenantreno presentaron una densidad celular significativamente menor que el grupo
control (p < 0,05). El tratamiento control presentd las mayores densidades con valores
de 3,8 x 10° + 5833; 5,5x 10° £ 20069y 7,3 x 10° + 16436 cel/ml alas 24,48 y 72 h de
exposicion, respectivamente, seguido de las concentraciones de fenantreno de 1y 10

E 7'5'_ -e- Control  -# 1 pug/L
w o
o 6.0 -a- 10 pg/l % 100 pg/l
% -+ 1000 pg/l ~+ 10000 g/l
X 45]
5 .
S .
S 3.0
(3] 4
g J
% 1'5-. * * *
5 p
O-O L) ] L L
= 0 24 48 72

Tiempo de exposicion (horas)

Figura 1. Densidad celular de C. vulgaris expuesta a diferentes concentraciones de fenantreno durante 72
h. Los valores son expresados como media * error estdndar de la media (SEM). * Para cada tiempo de
exposicidn, asterisco indica diferencias significativas con respecto al control (p < 0,05, Test de Dunnett).
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pg/l con valores entre los 2,7 y 6,7 x 10° cel/ml. Por otro lado, la concentracién de
10000 pg/l, fue el tratamiento que presenté la menor tasa de crecimiento durante el
ensayo, con densidades de 2,3 x 10° + 5336;2,9x 10°+ 11304y 3,8 x 10° £ 15366 cel/
ml a las 24, 48 y 72 h de exposicién, respectivamente.

CONCENTRACION DE CLOROFILA

La concentracién de clorofila a no se afecté por efecto de las diferentes concentraciones
de fenantreno (Fig. 2). Aunque por tratamiento se observaron diferencias significativas
entre las 0 y 72 h de exposicién (p < 0,05), para una misma hora no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (p > 0,05). A las 72 h, los
valores de mayor y menor contenido de clorofila g se presentaron en las concentraciones
de 1 pg/ly 1000 pg/l con valores promedios de 1,05 + 0,14 pg/ly 0,74 + 0,15 pg/l, res-
pectivamente, aunque sin diferencias significativas. Por su parte, cuando la concen-
tracion de clorofila g fue expresada en pg/célula no se observaron diferencias significa-
tivas entre tratamientos ni entre horas con valores de 2,02x10“ + 1,7 x10° y 9,19x10*
+ 7,1 x107pg clorofila/célula a las 0y 72 h, respectivamente.

0.8+ =1 Control 3 1 g/

B 10 pg/l Il 100 ug/l

0.7 I 1
0.6 .
Bl 1000 ug/l 10000 g/l
0.5-
0.4-

0.107
0.05- §
0.00-—|j-|—:|--'r--i
0 72
Tiempo de exposicion (horas)
Figura 2. Concentracién de clorofila a en C. vulgaris expuestas diferentes concentraciones de fenantreno

durante 72 h. Los valores son expresados como media + error estandar de la media (SEM). No fueron
observadas diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05).

Concentracion de clorofila a
(nall)

VARIABLES DE CRECIMIENTO EVALUADAS

Para calcular las variables de crecimiento se tuvo en cuenta la densidad inicial a las cero
horas, la cual tuvo una densidad 200,000 cel/ml en todos los tratamientos.

En la figura 3 se muestra una progresiva disminucién en el crecimiento de C. vulgaris en
todos los tratamientos a lo largo del tiempo. Las algas expuestas a fenantreno presen-
taron una reduccién significativa del crecimiento con respecto al control a las 24 h de
exposicion (reduccién mayor al 38 %, p <0,05). El crecimiento de las algas expuestas a
1 pg/l de fenantreno fue similar al control después de 48 h de exposicién (p >0,05).
Después de las 72 h de exposicidn, las algas expuestas a 100, 1000 y 1000 pg/| presen-
taron una tasa de crecimiento significativamente menor con respecto al control (reduc-
cién mayor al 18 %, p <0,05).
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Figura 3. Tasa de crecimiento de C. vulgaris expuestas diferentes concentraciones de fenantreno durante
72 h. Los valores son expresados como media + error estdndar de la media (SEM). No fueron observadas
diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05). *** Para cada tiempo de exposicién, asterisco
indica diferencias significativas con respecto al control (p < 0,001, Test de Dunnett).

Los resultados de crecimiento e inhibicidn algal en C. vulgaris expuestas a fenantreno
son mostradas en la Tabla 1. Las tasas de crecimiento diario y la biomasa total fueron
menores en las algas expuestas a las cinco concentraciones de fenantreno cuando com-
parado con el control (p < 0,05, Tabla 1). La concentracién de 1000 y 10000 pg/I afec-
taron drasticamente el crecimiento algal, con una inhibicién del crecimiento e inhibicién
de la biomasa mayor al 29 %y 42 %, respectivamente (p < 0,05). El porcentaje de inhi-
bicién se incrementé a medida que aumentd la concentracién de fenantreno en el
medio de cultivo (Tabla 1).

Los resultados de las concentraciones efectivas para este ensayo fueron CE?® de 2587
pg/lyla CEso de 11004 pg/l.

Concentracién de fenantreno . TPCD % ITC BT (10 algas/pl) % ly

(rg/h

0 (Control) 0,43 +0,008 | - 527.5 + 16,4 -

1 0,4 £ 0,006 * 6,3+3,7a 470 £ 11,7 * 10,8 £ 5,9a
10 0,38+0,006* | 11,7+3,7a 425+112* 19.3 + 4,8ab
100 0,35+0,007*  17,5+2,4a 380+12,8* 27,9 + 3,6ab
1000 0,31+0,01* | 285+44ab 305+ 14,8 * 42,3 + 5 3bc
10000 0,21+0,01* | 51,7+7,8b 175+15,4* 66,6 = 7,4c

Tabla 1. Tasa promedio de crecimiento diario (TPCD); porcentaje de inhibicién de tasa de crecimiento
(% ITC); biomasa total (BT, 10° algas/pl); porcentaje de inhibicién de la biomasa (% ly) de Chlorella
vulgaris expuesta a diferentes concentraciones de fenantreno. Los valores son expresados como media
+ error estdndar de la media (SEM), n = 10.

* Indica diferencias significativas con respecto al control (p < 0,05, Test de Dunnett). a, b, c Medias
con letras distintas son estadisticamente diferentes (p < 0,05, Test de Tukey).
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DISCUSION

El presente estudio demostré que fenantreno, un HAPs incluido en la lista de compuestos
téxicos prioritarios, genera un efecto téxico en C. vulgaris durante exposiciones agudas
con significativas alteraciones en la densidad celular, la biomasa y las tasas de crecimiento.
Los HPAs son compuestos altamente estables en la naturaleza, conservando sus propie-
dades téxicas, pudiendo ser retenido facilmente por adsorcién a materiales particulados
inertes o absorbido por organismos vivos, siendo por lo tanto clasificados por la US EPA
y por la Agency for Toxic Substances and Disease Registry (USA) como sustancias que presen-
tan un alto riesgo para la salud humana y animal. Aunque los HAPs se encuentran como
mezclas complejas, conocer los efectos de manera individual a diversos niveles es im-
portante para entender su dindmica y comportamiento en el ambiente (ATSDR, 1995).
Los efectos téxicos de los hidrocarburos derivados del petréleo sobre el fitoplancton son
generalmente determinados comparando las tasas de crecimiento y la actividad fotosintética
de cultivos del fitoplancton expuestos a dichos hidrocarburos (Cortez-Mago et al., 2007).
Los resultados del presente estudio mostraron una disminucién en la biomasa y la tasa
de crecimiento en las algas expuestas a las cinco concentraciones de fenantreno, siendo
mayor el efecto negativo a medida que la concentracién de fenantreno aumenté. Estos
resultados son similares a los reportados por Qingxia et al. (2010), quienes evaluaron
la toxicidad del HAPs naftaleno sobre la microalga marina C. vulgaris, a concentraciones
de 5, 10, 50 y 100 mg/| en diferentes medios de cultivo con Ny Py cuyos resultados
mostraron una relacién negativa entre la tasa de crecimiento y la concentracién del hi-
drocarburo. Igualmente, se han reportado efectos negativos de los hidrocarburos sobre
la tasa de crecimiento de Prochlorococcus marina, Synechococcus sp., Micromonas pusilla, Chlorella
sp., Phaeodactylum tricornutumy Thalassiosira sp., expuestas a diferentes concentraciones de
pireno y fenantreno (5, 10, 50, 100, 500 y 1000 pg/1), con una disminucién en la tasa
de crecimiento mas acentuada a medida que aumenté la concentracién de los hidro-
carburos, hallazgos similares a lo observado en el presente estudio con fenantreno
(Echeveste et al., 2010). Adicionalmente, estos autores reportaron que el tamano de
las algas afecta la respuesta a sustancias téxicas, siendo las algas mas pequefias las
mds sensibles, mientras que algas de mayor tamafio como Chlorella sp., M. pusilla y P.
tricornutum, presentaron efectos leves en sus poblaciones.

De igual manera, Pokora y Tukaj (2010), evaluaron los efectos de 0,25 mg/| de antra-
ceno por un tiempo de exposicién de 24 h en tres especies de Desmodesmus (D. microspina,
D. subspicatus y D. obliquus), observando una disminucién en la tasa de crecimiento en
las tres especies a partir de la sexta hora. Esta disminucién en la tasa de crecimiento jun-
to con alteraciones en la tasa fotosintética se deben a que los hidrocarburos producen
dafios en la capa lipofilica de la membrana celular, afectando su capacidad para con-
trolar adecuadamente el transporte de iones dentro y fuera de la célula (Vila, 2003).
Las algas fijan eficientemente nitrégeno y carbono, compuestos intimamente relacio-
nados con el metabolismo oxi-radical, por tanto, la produccién de especies reactivas de
oxigeno en estos organismos fotosintéticos es parte fundamental de su sobrevivencia
(Torres etal., 2008). Sumado a esto, el flujo de oxigeno y de iones en las mitocondrias
y los cloroplastos es muy alto, lo que conlleva a que estas estructuras sean blanco po-
tencial de estrés oxidativo (Torres et al., 2008). Aunque en el presente estudio no se
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determinaron marcadores de estrés oxidativo, es posible que las concentraciones de
fenantreno utilizadas hayan inducido un tipo de respuesta similar, reflejdndose en la
reducciéon de densidad celular, inhibicién de biomasa y tasa de crecimiento a medida
que la concentracién de fenantreno aumentd. Estudios en plantas han demostrado que
los HAPs son capaces de inducir la actividad de enzimas como superoxido dismutasa,
catalasa, peroxidasa asi como peroxidacién lipidica y alteraciones de las vias metabé-
licas que regulan las especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que conllevaria a altera-
ciones en el sistema metabdlico algal y por tanto efectos negativos sobre el crecimiento
y la integridad celular (Liu et al., 2009; Weisman et al., 2010).

En el presente estudio la cantidad de clorofila g no se vio afectada por las diferentes
concentraciones de fenantreno, a pesar que se observé una tendencia a disminuir con
la mayor concentracién. Contrario a lo observado en el presente estudio, se ha reporta-
do una disminucién de la cantidad de clorofila a cuando algas eucariéticas (Scenedesmus
y Dunaliella tertiolecta) fueron expuestas a hidrocarburos (Guerra Martinez et al., 2004).
Este corresponde a uno de los primeros estudios en reportar la concentracién efectiva
de fenantreno en C. vulgaris. Investigaciones previas con esta alga reportan una CLso de
2060 pg/l de pireno, una concentracién menor a la observada en el presente estudio
(CEso 11004 pg/l), esta diferencia puede estar asociada al mayor ndimero de anillos
aromadticos que tiene el pireno y por tanto su toxicidad podria ser mayor que la del fe-
nantreno (Echeveste et al., 2010). Por otro lado, en algas pequefias como P. marina y
Synechococcus sp. se ha reportado una CLso muy por debajo de la observada en el presente
estudio (77 y 40 pg/l, respectivamente), cuya sensibilidad estd asociada a su reducido
tamafio celular (Echeveste et al., 2010). Aunque la CE2 y CEso de fenantreno en este
estudio fueron relativamente altas, los resultados indican que por encima de la concen-
tracion de 1 pg/l se observan efectos negativos sobre el crecimiento en C. vulgaris.

Los resultados de la presente investigaciéon demuestran que el crecimiento de la mi-
croalga C. vulgaris puede ser afectado negativamente por la exposicién a concentraciones
nominales mayores a 1 pg/l del hidrocarburo policiclico aromatico fenantreno, una
concentracidén cercana a la detectada en aguas de produccién asociada a la extrac-
cién petrolera.
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