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Laguncularia racemosa (Combretaceae), Avicennia germinans (Acanthaceae),
BACTERIAS Y HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES ASOCIADOS
MEDIO SIGLO DESPUES DE LA CONTAMINACION CON PETROLEO.
Isis Alejandra Martinez Hernandez M, en C.

Colegio de Postgraduados 2020
Se evaluo la distribucion de los hidrocarburos totales del petroleo intemperizados (HTP)

en suelo y rizosfera de Laguncularia racemosa (Lr), Avicennia germinans (Ag), el efecto
de los HTP en la poblacién de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP) y hongos
micorricicos arbusculares (HMA) asociados a ambas especies vegetales después de medio
siglo de la contaminacion con petroleo en La Venta Tabasco México, ubicada en la
Cuenca baja del Rio Tonala al oeste del Complejo Procesador de Gas La Venta. Se
colectaron muestras de suelo, raiz y rizosfera en 18 puntos para cada especie de mangle
(dos muestras por arbol) a través de una superficie de 8000 m2, suelo (materia organica
saprica), raiz [terciaria (Te) y cuaternaria (Ct)] y rizosfera (raiz con suelo). La distribucion
espacial de los HTP definid cuatro zonas de estudios (Z) para Lr y Ag (Z0; 2104, Z1.:
4763, Z2: 19659 y Z3; 48462 mg/kg). Los HTP fueron similares en rizosfera y suelo en
la Z1y Z2, pero mayor en suelo de la Z3 de Lr y Ag. El suelo en Lr de la Z2 y rizosfera
de Ag en Z3 estimul6 la mayor poblacién de BSP, pero los HTP incrementaron a las BSP
en suelo y rizosfera de Ag. Tres estructuras del HMA (hifas, arbusculos y esporas) fueron
abundantes entre 96 a 100% asociadas a las raices Te y Cu de Lry Ag en las cuatro zonas.
La colonizacion total del HMA en raiz Te y Cu fue entre 68 a 76%, siendo la mayor 76%
en raiz Te (Z0y Z3) de Lry Ag, y raiz Cu (Z1 y Z3) de Ag. El efecto de HTP no fue
significativo en el porcentaje de hifas, arbisculo, vesiculas y esporas asociadas a raiz Te
y Cu de Ag. El nimero de esporas de Diversispora aurantium en las tres zonas y
Acaulospora scrobiculata en Z3 asociadas a Ag muestran resistencia a los HTP. Los
resultados sugieren que Lr y Ag se desarrollan en suelo con petréleo derramado desde
hace medio siglo, pero la rizosfera de Ag bioestimula a la actividad microbiana que podria
mediar la atenuacién natural de los HTP, por la alta poblacion de BSP, colonizacion
micorricica, y dos morfoespecies que se establecen en suelo organico con 48462 mg/kg
de petréleo intemperizado.

Palabras claves: Acaulospora scrobiculata, bacterias solubilizadoras de P, mangle

negro, petréleo.



Laguncularia racemosa (Combretaceae), Avicennia germinans (Acanthaceae),
ASSOCIATED ARBUSCULAR MYCORRHIZAL BACTERIA AND FUNGI
HALF A CENTURY AFTER OIL CONTAMINATION.

Isis Alejandra Martinez Hernandez
Colegio de Postgraduados 2020

ABSTRACT

It was evaluated the distribution of total weathered petroleum hydrocarbons (HTP) in soil
and rhizosphere of Laguncularia racemosa (Lr), Avicennia Germinans (Ag), the effect of
HTP on the population of phosphate-solubilizing bacteria ( BSP) and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) associated with both plant species after half a century of oil
contamination in La Venta Tabasco Mexico, located in the lower Tonal& River Basin west
of La Venta Gas Processor Complex. . Soil, root and rhizosphere samples were collected
at 18 points for each type of mangrove (two samples per tree) through an area of 8000
m2, soil (organic matter, sapric), root [tertiary (Te) and quaternary (Ct)] and rhizosphere
(root with soil). The spatial distribution of HTP defined four study sites (S) for Lr and Ag
(SO; 2104, S1: 4763, S2: 19659 and S3; 48462 mg / kg). The HTP were similar in
rhizosphere and soil in S1 and S2, but higher in S3 soil than Lr and Ag. Soil in Lr in S2
and Ag rhizosphere in S3 stimulated the higher BSP population, but HTP increased to the
BSP in soil and rhizosphere of Ag. Three structures of AMF (hyphae, arbusculi and
spores) were abundant between 96 to 100% associated with Te and Ct roots of Lr and Ag
in the four sites. The total colonization of AMF in Te and Cu roots was between 68 to
76%, being the highest 76% in Te roots (Z0 and Z3) of Lr and Ag, and Cu roots (Z1 and
Z3) of Ag.

The effect of HTP was not significant in the percentage of hyphae, arbusculus, vesicles
and spores associated with the Te and Cu roots of Ag. The number of spores of
Diversispora aurantium in the three zones and Acaulospora scrobiculata in Z3 associated
with Ag show resistance to HTP. The results suggest that Lr and Ag have been developed
in soil with spilled oil for half a century, but the Ag rhizosphere biostimulates the
microbial activity that could mediate the natural attenuation of HTP, due to its high
population of BSP, mycorrhizal colonization, and two morphospores that are established
in organic soil with 48462 mg / kg of weathered oil.

Key words: Acauloespora scrobiculata, P-solubilizing bacteria, black mangrove, oil.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Los ecosistemas de manglares ubicados en costas tropicales de los continentes, son
sumideros efectivos de nutrientes esenciales para mantener altas tasa de crecimiento de
plantas y microorganismos aerdbicos facultativos y anaerobicos, estos sistemas exportan
carbono organico refractario en particulas pero importan nutrientes disueltos (Holmer,
2003). En zonas petroleras el suelo y la rizosfera de manglar es un reservorio de
hidrocarburos del petréleo degradados que se han derramado in situ o importados por arrastre
de la marea proveniente de pantanos, rios y mar (LOpez-Jiménez et al., 2019). Esta
contaminacion se ha convertido en un serio problema global para la microflora asociada a
Laguncularia racemosa (Lr) y Avicennia germinans (Ag) (Zhang et al., 2004; Gundlach,
2018).

Los hidrocarburos totales del petréleo degradados (HTP) son una mezcla de hidrocarburos
saturados (pristano, fitano y farnesano), fraccion pesada con base aromatica C60 a C66 y
asfaltenos (Atlas et al., 1981). Los HTP persisten por mucho tiempo en suelo y sedimento y
son; recalcitrantes, tdxicos, mutagénicos y en algunos casos cancerigenos (Little et al.,
2018). Los HTP pueden afectar negativamente a las propiedades fisicoquimicas y biolégicas
del suelo (Trujillo-Narcia et al., 2014) y, en consecuencia son amenaza en los ecosistemas
costeros. Sin embargo Berg and Smalla (2009); Lopez-Jiménez et al., (2019) reportan que
la rizosfera de L. racemosa y A. germinans ha logrado sostenerse en suelos anegados,
contaminados con HTP, altos contenidos de material organico natural y nutriente.

La rizosfera integrada por raiz con suelo para intercambiar nutrientes con la planta y
microorganismos (Marschner, 2012) es muy particular para L. racemosa y A. germinans. La
rizosfera esta integrada por raiz alimenticia que se deriva de la raiz cable o primaria que
crece horizontal, enterrada en el suelo por las cuales se nutre la planta. La raiz alimenticia
(secundaria, terciaria y cuaternaria) crece horizontal y vertical hacia la profundidad del suelo

bajo condiciones anaerdbicas (Purnobasuky, 2013; Duefias and Nieto, 2010).

La rizosfera de L. racemosa y A. germinans en Histosol esta rodeada de material organico
(fibrico, hémico y saprico) que conforman el suelo no rizosférico. La rizosfera y el suelo no
rizosférico organico forman microbiomas con intensa actividad microbiana que suministran

nutrimentos a los organismos asociados con el ecosistema (Kathiresan et al., 2011,



Saravanakumar et al., 2016). Los dos microbiomas disponen de altos contenidos de carbono
derivados de exudado radical y degradacion de material organico de origen natural y
antropogénico en donde sucede la mitigacion del potencial toxico de los HTP. Estos espacios
son colonizados por bacterias diazotroficos y hongos que solubilizan nutriente como el
fosfato y utilizan a los hidrocarburos como fuente de carbono y energia en su metabolismo

celular (Maier and Gentry, 2015).

Las bacterias solubilizadoras de fosforo (BSP) representan del 10 al 40% de la poblacién
microbiana del suelo (Fernandez y Rodriguez, 2005) y estan asociadas a la raiz de L.
racemosa y A. germinans, e involucradas en el reciclaje del carbono bajo condiciones
anoxicas y toxicas derivadas de los HTP (Das et al., 2012; Lépez-Jiménez et al., 2019). Las
BSP solubilizan a través de la enzima fosfatasa al fosfato organico e inorganico (Paredes y
Espinosa, 2010). Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) al igual que las BSP
establecen asociacion benéfica con mas del 80% de las familias de plantas de la tierra
(Camarena-Gutiérrez, 2012), son hongos del phylum Glomeromycota, clase
Glomeromycetes, ordenes [Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales,
Archaeoesporales] (Redecker et al., 2013; Schiifler, 2015). Las crecientes evidencias
indican que las especies de arboles pueden alterar; la diversidad de comunidades fungicas
del HMA y la tasa de reproduccion o supervivencia de distintos taxones fungicos. Esta
alteracion es debido a que la planta cambia la asignacion de carbono a las raices o regulan
las condiciones del suelo (Lovelock et al., 2013; Jian et al., 2016). La sobrevivencia del
HMA generalmente se ha evaluado bajo condiciones aerdbicas, pero en los ultimos 25 afios,
su colonizacién se ha localizado en ecosistemas de humedales, asociados a 15 especies de
mangle (Miller and Sharitz, 2000; Wang et al., 2010).

Los HMA son esenciales para la descomposicidon de materia organica y conservacion de la
nutricion, al asociarse a la raiz del mangle contribuyen en la absorcion de nutriente
especialmente del fosforo que favorecen el crecimiento de la planta bajo condiciones
ambientales adversas (Nardini et al., 2011). Los HMA vy las BSP han sido reportados
asociado a plantas que habitan sitios contaminados con HTP (Alejandro-Cérdova et al.,
2017; Lopez-Jiménez etal., 2019), pero la toxicidad del petréleo en HMA se ha manifestado
negativamente en la germinacion de esporas, disminucion del porcentaje de estructuras
fangicas que colonizan a la raiz y la diversidad de especies (Kirk et al., 2005; Wang et al.,
2010; Nardini et al., 2011; Nwoko, 2014; Alejandro-Cérdova et al., 2017), sin embargo las



BSP han mostrado resistencia al establecerse e incrementar su poblacién en la rizosfera de
L. racemosa con petroleo intemperizado (LOpez-Jiménez et al., 2019).

Dada la importancia de los microorganismos en el microbiomas rizosférico de las plantas
que sostienen el equilibrio del ecosistema costero, y su coexistencia en el bosque de manglar
asociado a la infraestructura petrolera, residuos de perforacion y tiradero de petréleo desde
hace medio siglo en el sureste de México, se plantea conocer la interaccion de las bacterias
solubilizadoras de P, la colonizacion de los hongos micorricico arbuscular y morfospecies
asociadas a L. racemosa y A. germinans después de cincuenta afios de derrames de petréleo

crudo en el suelo y rizosfera.



CAPITULO I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Distribucion e importancia del bosque de manglar

Las especies que habitan el bosque de manglar son halofiticas con 8 familias de mangles
verdaderos y 12 géneros: Avicenniaceae (Avicennia), Chenopodiaceae (Suaeda),
Combretaceae (Laguncularia, Lumnitzera), Meliaceae (Conocarpus, Xylocarpus),
Myrsinaceae (Aegiceras), Plumbaginaceae (Aegialitis), Rhizophoraceae (Rhizophora,
Bruguiera), Sonneratiaceae (Sonneratia), e incluyen un total de 11 especies en América y
36 en el Indo Pacifico y Africa. En México existen cuatro especies; el mangle rojo
(Rhizophora mangle), el mangle blanco (Laguncularia racemosa), el mangle negro
(Avicennia germinans) y el mangle botoncillo (Conocarpus erectus y Conocarpus erecutus
var. sericeus) (FAO, 2007).

La superficie mundial del bosque de manglar se encuentra entre 12 y 20 millones de ha, y
México para el afio 2015 contaba con una superficie de 775 555 ha en ambos litorales
(Atlantico y Pacifico), que representan aproximadamente el 5% de la cobertura total
mundial. El estado de Tabasco cuenta con una superficie de 45 410 ha (CONABIO, 2017).

El bosque de manglar para el ecosistema costero es importante debido a los siguientes
aspectos; (1) protege a la costa de alta exposicion a radiaciones solares UV, (b) efecto y furia
de ciclones, inundaciones, aumento del nivel del mar, accion de las olas y erosion costera,
(c) laraiz del mangle cuenta con un sustrato firme y asi contribuye a una estabilidad duradera
de la costa, (d) proporciona una fuente de alimento y viveros para muchos peces y mariscos,
y muy a menudo fomentan y atraen a otros tipos de vida silvestre, (e) ofrece proteccién a
flora y fauna asociada a ecosistemas colindantes, (f) alberga microorganismos que tienen
utilidad biotecnoldgicas al producir diversas enzimas, antibiéticos, proteinas terapéuticas y
vacunas de importancia industrial (Kathiresan, 2012; Thatoi et al., 2013), (g) son
almacenadores, transformadores y exportadores de materia organica, con lo que contribuyen
a los ciclos biogeoquimicos de diversos elementos (Mitsch y Gosselink, 2000; Herrera et al.,
2016) y (h) retiene contaminantes derivados de los derrames del petroleo en el mar, rios y

vertido de metales pesados (Olguin et al., 2007).



2.1.1. Definicion y tipos de manglar

Existen diversas definiciones del ecosistema manglar; (1) es un area biética o bioma formado
por arboles muy tolerantes a las existentes en las zonas inter mareal cercana a la
desembocadura de cursos de agua dulce en latitudes tropicales y subtropicales (Amador,
2019), (2) es un sistema complejo que resulta de varias interacciones intrincadas entre
factores abioticos (suelo, agua, mareas y clima) y bidticos (actividades de plantas,
vertebrados e invertebrados), que pueden alterarse en distancias cortas (Hossain y
Nuruddin, 2016). (3) es un sistema altamente productivo, se compara con buena tierra
agricola por su alto nivel de fertilidad, donde la presencia de las plantas tienen un impacto
significativo en el entorno fisico y quimico, y son sumideros altamente efectivos de
nutrientes esenciales para mantener altas tasa de crecimiento de las plantas y de los

organismos que lo habitan (Holmer, 2003; Kathiresan, 2012).

La clasificacion del bosque de manglar segin su ubicacion en las costas es; riberefio, de

borde e islotes y de cuenca.

Bosque riberefio. Se desarrolla a lo largo de las margenes de los rios. La especie dominante
cerca del agua es el mangle rojo (Rhizophora mangle), tiene raices en forma de zancos y su
fruto es mas pesado que el de otras especies. Costa adentro se ubica el mangle rojo y hacia
el interior se encuentran el mangle prieto (Avicennia germinans) y el pataban o blanco

(Laguncularia racemosa) (Amador, 2019).

Bosque de borde e islotes. Estos se desarrollan a lo largo de las costas y sobre islotes. Estan
formados exclusivamente por mangle rojo, pero en las partes mas internas y estancadas el
mangle prieto y blanco sustituye al mangle rojo. En general en los islotes las alturas de los

arboles son menores (7m) en relacion con los bosques de borde (10 m) (Amador, 2019).

Bosque de cuenca, es donde establecen en las partes méas interiores de la costa continentales,
por detras de ribera y de bordes. Se desarrollan en zonas donde la renovacion del agua es
mucho mas lenta y hay falta de oxigeno. Aqui predomina el mangle prieto (zona con mayor
salinidad), provisto de neumatéforos que le permiten tomar el oxigeno del aire atmosférico
y en menor medida el blanco (zonas con mayor aporte de agua dulce), también con
neumatéforos, pero menos desarrollados (Amador, 2019; SEMARNAT, 2019).

2.1.2. Caracterizacion y taxonomia del mangle blanco



El mangle blanco pertenece a la familia Combretaceae y clasificado como Languncularia
racemosa (L.) C.F. Gaertn es un arbusto o arbol generalmente pequefio de hasta 20 metros
de alto por 60 cm de didmetro. Su tronco es recto con ramas ascendentes, copa redondeada
y densa. Las ramas jovenes son ligeramente aplanadas de color pardo moreno. Su madera no
es durable, es medianamente pesada y dificil de trabajar por su tendencia a deformarse y
rajarse. Su corteza externa es gris oscura a rojiza y se parte en pequefias placas (Figura 1a).
La corteza interna es de color rosa a rojo oscuro, cambia a pardo rojizo y exuda un liquido
rojizo. La parte interna del tronco (albura) es de color pardo amarillento o crema rojizo. Las
hojas del mangle blanco son opuestas, elipticas y redondeadas tanto en la base como en el
apice, llegan a medir desde 4 a 10 cm de largo por 2 a 4 cm de ancho; la parte superior de la
hoja (haz) es verde oscuro brillante y la parte inferior (envés) es verde amarillento. El peciolo
mide de 4 a 15 mm y posee un par de glandulas cerca de la base de la lamina. La hoja tiene
numerosas glandulas hundidas en el envés de la lamina que pueden verse facilmente a contra
luz (Figura 1b) (CONABIO-CONANP, 2009).

Sus flores (Figura 1c) son de color blanco verdoso, simétricas, pentameras; receptaculo
glabro, subovoides, 3-3.5 mm de largo; bractéolas 2, obovada, adnatas en la parte superior,
sub-opuestos, peludas, 1.8-2 x 1.5-1.8 mm; prolongacion del receptaculo urceolar, 0.5-0.7
mm; l6bulos del caliz 5, margen triangular, sedoso, ciliado, 1 x 1 mm; disco nectarifero
pibicular, lateralmente discreto; pétalos 5, suborbicular, glabro, internamente ligeramente
velludo, marginalmente ciliado, caducifolio, 1-1.2 x 1-1.2 mm; estambres 10, incluidos, 1-
1.5 mm, filetes filiformes, anteras obovadas o subovoides, 0.4 x 0.5 mm; ovario cilindrico,
estilete cilindrico, incluido, 0.6-1.3 mm, estigma filiforme, region terminal capitulada.
Frutos (Figura 1d) sebobodados, estriados, sedosos, 10-15 x 4-9 mm, lébulos del céliz
persistentes; pedicelo de fruta discreto, glabro (Linsingen et al., 2009).

El sistema radical de mangle blanco contiene cuatro tipos de raices; raiz de cable,
neumatoforos, nutritivas o alimenticias y raices de anclaje. Las raices del cable corren
horizontal y radialmente a varios metros del arbol. Los neumatoforos crecen verticalmente
hacia arriba (altura 10-15 cm, dato obtenido directamente por el autor) y exponen sus puntas
en el aire. Las raices de anclaje crecen verticalmente hacia abajo aproximadamente 1 m de
profundidad. Las raices de alimentacion o nutritivas se originaron a partir de neumatoforos
justo debajo del suelo y crecen horizontalmente. Los neumatoforos (Figura 1le) estan
cubiertos por una epidermis impermeable. Durante la marea baja, las lenticelas en la

superficie de los neumatdforos permiten el intercambio de gases entre la atmosfera y la



estructura interna de la raiz. Por lo tanto, los neumatdforos tienen una funcién importante
como mecanismo de ventilacion altamente especializado, permitiendo que la planta

sobreviva en suelos anaerébicos (Purnobasuki, 2013).

Las raices (Figura 1f) de las plantas de manglar son tipicamente poseidas de una corteza
parénquima (Justin y Armstrong, 1987; Nandy y Ghose, 2001). El parénquima se considera
una adaptacion importante a los suelos inundados porgue proporciona un mecanismo para la
aireacion de las raices en el medio ambiente caracterizado por bajas concentraciones de
oxigeno (Pezeshki, 2001; Vartapetian et al., 2003) y actia como una via para que el oxigeno

suministre raices respirantes (Curran, 1985).



)
24

Figura 1.0rganos de la planta de mangle blanco (Laguncularia racemosa L.). a) Tallo,

b) hoja, c) flor, d) fruto, e) raiz, f) rizosfera (fotografias e y f cortesia Rivera-Cruz,

2019).

2.1.3. Caracterizacion y taxonomia del mangle negro

El mangle negro Avicennia germinans (L) L. es un arbusto o arbol perenne de porte pequefio
que pertenece a la familia Acanthaceae. En promedio, el mangle negro mide de 2 a 8 metros
de altura. El tallo de este arbol es grueso, de 20 a 60 cm de ancho, con corteza de color
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marron oscuro, la cual tiene escamas irregulares, aplanadas y asperas (Figura 2a) (Daniel,
2016).

Las hojas del mangle negro tienen forma eliptica y se disponen de manera opuesta; son
gruesas con consistencia coridcea y presentan gldndulas en extremo apical. Cada hoja mide
de 3 a 15 cm de longitud por 1 a 4 cm de ancho y cuelga de un peciolo grueso de 1.3 cm de
largo (Figura 2b). Las flores se organizan en inflorescencias axilares, las cuales miden de 2
a 6 cm de largo. A su vez, las flores son sésiles con anchura de 1 a 2 cm. Los pétalos
desarrollan un tubo de 0.3 a 0.4 cm de largo y tienen color verdoso, crema o blanco. Los
cuatro estambres miden de 0.4 a 0.5 cm de largo, mientras que el estilo mide de 0.1 a 0.3 cm
de longitud. (Figura 2c), los frutos miden de 2 a 3 cm de diametro, son planos, verde oscuro

y con una pericarpio aterciopelado (Figura 2d) (Daniel, 2016).

El sistema radical del mangle negro, estéa integrado al igual que el mangle blanco cuatro tipos
de raices; raiz de cable, neumatdéforos, raices de alimentacion y raices de anclaje: Las raices
del cable son las de mayor grosor y corren horizontal y radialmente a varios metros del arbol.
Los neumatoforos de entre 20 a 60 cm de altura (dato obtenido directamente por el autor),
crecen verticalmente hacia arriba y exponen sus puntas en el aire. Las raices de anclaje
crecen verticalmente hacia abajo aproximadamente cm de profundidad. Las raices de
alimentacion o nutritivas se originaron a partir de neumatéforos justo debajo del suelo y

crecen horizontalmente (Purnobasuki, 2013).

La raiz del mangle negro se caracteriza por contener raiz respiratoria o de rodilla
(neumatoforos ) pero méas grandes que el mangle blanco y mas pequefias que el mangle rojo.
Los neumato6foros son las raices superficiales que suministran oxigeno a la planta (Figura
2e). Las raices de mangle negro permanecen bajo condiciones anaerdbicas creando
condiciones de reduccion, pero los neumat6foros suministran oxigeno creando una
rizosferas que puede presentar condiciones de reduccién y oxidacion segun la época del afio
(Figura 2f). Los neumatdforos son cubiertos con lenticelas que permiten la entrada de aire
(Thibodeau and Nickerson, 1986).


https://www.britannica.com/science/pneumatophore-root-system

Figura 2. Organos de la planta de mangle prieto (Avicennia germinans L.). a) Tallo, b) hoja,

c) flor, d) fruto, e) raiz, f) rizosfera (Fotografias e y f cortesia Rivera-Cruz, 2019).

2.2. Los suelos en el manglar

Los suelos de costa tropical en donde se ubica el mangle blanco y negro generalmente
permanecen en el agua por mas de seis meses al afio, y se les ha clasificado segun la FAO
(2014) en Histosol, Gleysol y Solonchaks. En general estos suelos contienen una capa

organica superficial con textura franco arcilloso y franco arenoso. Al respecto Sukardjo
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(1994); Ukpong (1991); Sah et al. (1989 ) reportan en manglares de la Costa de la India
suelos franco limosos que contienen menos del 35, 40 y 45% de particulas de arena, limo
y arcilla Moreno y Calderdn (2011) mencionan la textura franco arcilloso arenoso con 53

y 17% de particulas de arcilla y arena en suelo con manglar de la costa de Colombia.

Segun diversos investigadores las propiedades quimicas del suelo en diferentes
manglares del trépico hiumedo en el mundo se caracteriza de la siguiente manera; el pH
puede ser &cido y neutro que oscilaba entre 2.87 y 6.40 (Rambok et al., 2010; Ferreira et
al., 2007; Moreno y Calderon, 2011), y alcalino entre 7.4 y 8.22

( Hossain et al., 2012; Das et al., 2012). EIl potencial redox (Eh) se encuentra valores
inferior a 100 mV, lo que significa que los suelos son anaerdbicos. En algunos bosques
los valores de salinidad se obtienen mas de 30% (Sukardjo, 1994; Moreno y Calderén,
2011). Sin embargo el valor de salinidad en suelo de la India es de 14.99 % (Das et al.,
2012). La capacidad de intercambio cationico difiere entre los suelos del bosque de
manglar en el mundo que van desde 10.63-34.75 mts 100 g*. Los valores de CEC por
encima de 20 mts 100 g%, lo que indica la presencia de gran cantidad de materia organica
y sugiere que los suelos representan un sumidero potencialmente grande para los cationes
(Sah et al., 1989).

2.2.1. Suelo Histosol

Los Histosoles son suelos que han experimentado poco desarrollo de perfil debido al
entorno anaerébico en el que se forman. El principal proceso de formacion del suelo
evidente en el suelo Histosol es la acumulacion de materia organica madre parcialmente
descompuesta sin permafrost. EI Histosol estd compuesto por una 0 mas capas gruesas de
materia organica del suelo. Generalmente, tiene material organicos del suelo en més de la
mitad de los 80 cm superior del suelo o en dos tercios del suelo que cubre la roca
superficial (Brady and Weil, 2008).

Los depositos organicos se acumulan en pantanos, habitados por plantas malezas de
estanque juncias, juncos, musgos, arbustos e incluso algunos arboles (manglar).
Generaciones tras generaciones, los residuos de estas plantas se hunden en el agua, lo que
inhibe su oxidacion al reducir la disponibilidad de oxigeno y, en consecuencia actia como

un conservante parcial (Brady y Weil, 2008).
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La materia organica en un Histosol se ha clasificado segun su descomposicion, y puede
ser fibrica, hémica y saprica. EI material fibrico es un tejidos vegetales en los materiales
orgénicos de suelo (excluyendo a las raices vivas) que son lo suficientemente grandes para
ser retenidas sobre un tamiz de malla-100 (apertura de 0.15 mm de diametro) cuando son
cribados. Muestran evidencias de la estructura celular de las plantas de las cuales se derivan,
y son de 2 cm o menos en su dimensidbn mas pequefia, 0o estan lo suficientemente

descompuestas para ser molidas o desmenuzadas con los dedos (Anonimo, 2020).

Los materiales hémicos de suelo (Gr. hemi, medio, implica una descomposicion intermedia),
son intermedios en su grado de descomposicion entre los materiales fibricos menos
descompuestos y los materiales sapricos mas descompuestos. Sus rasgos morfoldgicos dan
valores intermedios para el contenido de fibras, densidad aparente y contenido de agua. Los
materiales hémicos de suelo estdn parcialmente alterados, tanto fisica como

bioquimicamente (Andnimo, 2020).

Los materiales sapricos de suelo (Gr. sapros, podrido), son los de mayor grado de
descomposicion de las tres clases de materiales organicos de suelo. Tienen la cantidad méas
pequefia de fibras vegetales, la densidad aparente mas alta y el menor contenido de agua a
saturacion en base a peso seco. Los materiales sapricos de suelos cominmente son grises
muy oscuros a negros. Son relativamente estables, es decir, cambian muy poco fisica y
quimicamente con el tiempo en comparacion con otros materiales organicos de suelo
(Andnimo, 2020).

La materia organica saprica esta constituida principalmente por la fraccion no extraible
(88 % de C organico). La materia organica disuelta es baja (1.30%), formada
principalmente por material Iabil no descompuesto. Los &cidos falvicos y himicos (HA)
son compuestos derivados de la humificacion de la materia organica y ricos en grupos que
contienen O, probablemente debido a las condiciones de oxidacion periddicas. Los
acidos humicos (concentracién, 5.38%), fraccionados adicionalmente por dialisis en tres
fracciones sobre una base de peso molecular, estan constituidas principalmente por la

fraccién mas pesada (mayor de 50 kDa; concentracion, 5.36%) (Martin et al., 2006).
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2.2.2. Suelo Gleysols

La palabra Gleysols deriva de la palabra rusa gley= masa de suelo fangoso; connotativa
de un exceso de agua (FitzPatrick, 1987) y se caracteriza principalmente por estar
expuesto a periodos prolongados de saturacién intermitente o continua con agua,
causando condiciones reductoras durante su génesis. Los procesos de éxido reduccion en
el suelo se observan en colores amarillo, anaranjados y grises con manchas
redoximorficas. La saturacion de agua conduce al agotamiento del oxigeno en el suelo y
provoca la transformacion de metales como el hierro, aluminio y manganeso. Cuando hay
oxigeno presente, el hierro se oxida y tiene un color rojizo, mientras que cuando el
oxigeno se agota (debido a la saturacién de agua) el hierro se reduce y adquiere un tono
azul grisaceo y esto domina el color del horizonte. Los criterios diagndsticos para suelos
gleysol en presencia de caracteristicas de gley bien desarrolladas dentro de los 50 cm de
la superficie del suelo (Krzic, 2004; Brady y Weil 2008).

2.2.3. Suelo Solonchaks

Solonchak es de origen ruso: sol= sal y chak, tierra salobre, y hay cuatro subdivisiones.
Solonchaks orticos, nolicos, takiricos, y gléyicos. Estos suelos se desarrollan en ambientes
aridos o semiaridos en sitios planos, o en depresiones en donde durante la estacion seca el

nivel freatico por lo general, esta a menos de 3 m de la superficie (FitzPatrick, 1987).

La redistribucion de carbonatos y yeso resulta ser un mecanismo importante para la
diferenciacion de horizontes en los suelos de las zonas de secas. Las sales solubles pueden
acumularse a cierta profundidad o en &reas con un nivel freatico cercano a la superficie del
terreno (Ibafez y Manriquez, 2013). Se trata de suelos cuya caracteristica comdn es la
elevada concentracion de sales solubles a escasa profundidad (horizonte salico). Estas sales
suelen estar presentes en el material parental y la escasa precipitacion, siempre superada por
la evapotranspiracion, no puede mas que redistribuir las sales sin eliminarlas del perfil
edéafico. Las sales provocan en las plantas un efecto osmético y un efecto de toxicidad i6nica
especifica que alteran la absorcion hidrica, el balance nutricional y el energético.
Habitualmente la sal mas frecuente es la halita (sal comdn, NaCl) por lo que el ion dominante
en la solucion del suelo es el cloruro (Solonchak héplico, cloridico). La existencia de estos
suelos de complejo manejo agricola, supone la génesis de paisajes peculiares con nula o
escasa vegetacion pero muy especial (haléfitos), especialmente cuando la concentracion de

sales es muy elevada (Solonchaks hipersalicos) (WRB, 2015)
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2.3. Organismos en el manglar

La estructura funcional de los manglares se basa a componentes bidticos; productores,
consumidores y descomponedores. Entre los productores predominan plantas hidrofitas
como; las Acanthaceae (Acanthus abracteatus Vahl, Acanthus ilicifolius L y Acanthus
volubilis Wall), Arecaceae Palmae (Nypa fructicans (Thunb) Wurmb), Avicenniaceae
(Verbenaceae) (Avicennia alba Blume, Avicennia marina (Forsk.) Vierh, Avicennia marina
(Forsk.) Vierh. Var. Rumphiana, Avicennia officinalis L, Avicennia rumphiana Hall. F.
(formely A. lanata), Bombacaceae (Camptostemon philippinensis (Vidal) Becc),
Cobretaceae (Lumnitzera littorea (Jack) Voigt), Lumnitzera racemosa Willd),
Euphorbiaceae (Excoecaria agallocha L), Lythraceae (Pemphis acidula J.R. Forst. And G.
Fort.), Meliiaceae (Xylocarpus granatum Koen, Xylocarpus moluccensis (Lam.-9 M.
Roem.)), Myrsinaceae (Aegiceras corniculantum (L.) Blanco, Aegiceras floridum Roem.
And Schult), Myrtaceae (Osbornia octodonta F. Muell), Plumbaginaceae (Aegialitis
annulata) Pteridaceae (Acrostichum aureum L., Acrostichum speciosum Willdenow),
Rhizophoraceae (Bruguiera cylindrica L. (Blume), Bruguiera gymnorrizha (L.) Lam.,
Bruguiera parviflora Wight and Arn. Ex Griff., Bruguiera sexangula (Lour.) Poir., Ceriops
decandra (Griff.) Ding Hou, Ceriops tagal (Perr.) C. B. Rob., Kandelia cande (L.) Druce,
Rhizophora apiculata Blume, Rhizophora lamarckii Montr., Rhizophora mucronata Lam.,
Rhizophora stylosa Griff), Rubiaceae (Scyphiphora hydrophyllacea Gaertn), Sonneratiaceae
(Sonneratia alba J. Smith. Sonneratia caseolaris (L.) Enl., Sonneratia ovata Backer) y
Sterculiaceae (Heritiera littoralis Dryand. Ex W. Ait) (Calicdan et al., 2015).

Los macro consumidores de este grupo son los peses y crustaceos (Baltz y Yafez-Arancibia,
2013; Cowan et al., 2013). Estos organismos como el cangrejo azul (callinecte sapidus)
desempefian un papel importante en la estructura y flujo de energia de estos bosques a través
de la dindmica del detritus de origen foliar. Los cangrejos pueden remover por consumo
entre 9% y 79% del detritus producido por hojarasca (Twilley, 1988; Twilley et al., 1996).
La acumulacion de hojarasca sobre el piso del manglar puede ser un importante factor para

la inmovilizacion de nutrientes durante la descomposicion.

Descomponedores. Integra varios grupos de microorganismos como las bacterias
diazotroficas y hongos benéficos. Entre las bacterias fijadoras de N que se han aislado de la
rizosfera de varias especies de manglar se encuentran los géneros Azospirillum, Azotobacter,
Rhizobium, Clostridium, Klebsiella, Vibrio, Phyllobacterium, Arthrobacter sp,
Corynebacterium sp, Oceanomonas sp (Cevallos et al., 1996; Holguin et al., 1992; Flores-
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Mireles et al., 2007). Entre los géneros de bacterias solubilizadoras de fosfatos aislados de
la rizosfera de mangle prieto (Avicennia germinans L.) y blanco [Laguncularia racemosa
(L.) Gaertn.]. se han encontrado a Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis,
Bacillus atrophaeus, Paenibacillus macerans, Vibrio proteolyticus, Xanthobacter agilis,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter taylorae, Enterobacter asburiae, Kluyvera
cryocrescens, Pseudomonas stutzeri, y Chryseomonas luteola (Vazquez et al., 2000), asi
mismo a Pseudomonas cepacia, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas sp, Bacillus pumilus,
Bacillus subtilis, Bacillus sp, Pseudomonas sp, Pseudomonas sp, Bacillus megaterium,
Alcaligens sp, Klebsiella sp., Serratia sp, Azotobacter sp y Micrococcus sp (Wanderley et
al. (2012).

Los hongos filamentosos asociados a Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa, and
Rhizophora mangle reportados por Wanderley et al. (2012) son; Guignardia sp.,
Colletotrichum gloeosporioides, Glomerella cingulata, Sphaerosporium, Chloridium
virescens var. virescens, Microsphaeropsis arundinis, Penicillium pinophilum, Periconia

cambrensis, Phoma herbarum, P. diachenii, P. obscurans, Sordaria prolifica y Torula elisii.

2.4. La rizosfera e importancia

La rizosfera es la raiz de la planta mas el suelo que le rodea, fue utilizado por primera vez el
termino por Hiltner (1904), y confirmada la definicion por diferentes investigadores, al
respecto Pintor et al., (2001); Fageria y Stone (2006) la define como la zona del suelo
adyacente a las raices de las plantas que es fisica, quimica y biolégicamente diferente del
suelo a granel o no rizosférico (Figura 3a), y en ella se depositan los exudados de la raiz que
pueden estimular, inhibir o no tener efecto sobre las actividades de los microorganismos del
suelo. Para ser mas precisos, las raices circundantes de la capa de suelo se llama
ectorizosfera, mientras que la capa de la raiz colonizada o potencialmente colonizada por

microorganismo es la endorizosfera (Figura 3b).

La densidad de microorganismos es considerablemente mas grande en la rizosfera que el
suelo a distancia. El incremento en el nimero de microorganismos de esta relacion es
expresado como la proporcion R/S, R es el nimero por gramo en suelo rizosférico y S es el

suelo a distancia (Marschner, 2012).

Las raices de las plantas influyen en las propiedades fisicas (temperatura, disponibilidad de
agua y estructura), quimicas (pH, potencial redox, concentracion de nutrientes, exudados de
raices, desintoxicacién de Al y alelopatia) y propiedad bioldgica (asociacion microbiana) en
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la rizosfera. Sus efectos incluyen cambios en la solubilidad de los nutrientes, el transporte y

la absorcion de nutrientes minerales (Fageria y Stone, 2006).

En la rizosfera se depositan materiales exudados por la raiz y microorganismos, se dividen
en tres grupos, el primero son los solubles en agua tales como azucares, aminoacidos, &cidos
orgénicos, carbohidratos, enzimas, hormonas y vitaminas, en segundo los insolubles en agua
materiales como paredes de celdas, residuos de raiz, mucilagos y células muertas, polimeros
y en tercer los dioxido de carbono derivado de la respiracion de la raiz (Maschner, 2012;
Lynch y de Leij, 2012).

Endorizosfera

Ectorizosfera
Raiz nutritiva Estela (xilema, floema)
-———  Epidermis

Mucigel (plantas y

bacterias) Cortez

Endodermis

———  Cofia

Tapa de raiz, caida de
células muertas.

Figura 3. a) Rizosfera de mangle y b) partes que conforman una raiz nutritiva (Lynch y de
Leij, 2012).

2.4.1. Actividad microbioldgica en suelo y rizosfera de mangle

La actividad microbiologica en el suelo y rizosfera es el metabolismo aerdbico y anaerébico
derivado de la respiracion de la microflora y microfauna. Se ha estimado que el 80% del
metabolismo total en estos espacios es por la microflora. La actividad microbiana se evalta
de diferentes formas; (1) numero de individuos. (2) peso de la biomasa por unidad de
volumen de area de suelo o rizosfera (3) actividad metabodlica (frecuencia medida como la
cantidad de dioxido de carbono en respiracion) (Brady y Weil, 2008). La comunidad
microbiana en estos espacios del suelo es la responsable de la degradacion de compuestos
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organicos, mineralizacion y translocacion de nutrientes a la planta (Manoharachary y
Mukerji 2006).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSP) y hongos asociados en forma mutualista con
las plantas (hongos micoricicos arbuscular) desarrollan actividades especificas en suelo y
rizosfera de mangle localizado en zonas anegadas. La actividad de estos microorganismos
se evalUa con la poblacion de unidades formadoras de colonias de bacterias, con porcentajes
de colonizacion de cada estructura intraradical del hongo micorricicos arbusculo y las
morfosporas en el suelo. Las BSP y la micorriza estan relacionadas con la disponibilidad de
fésforo para microorganismos y plantas. La disponibilidad del fésforo es mediado por la
mineralizacion, inmovilizacion de la fraccion orgéanica, donde los procesos de
sorcion/desorcién y precipitacion/solubilizacion son mediados desde la fraccion inorganica
(Frossard et al., 2000). EI P organico puede mineralizarse biolégicamente, mientras que los
microbios mineralizan los compuestos orgénicos en busca de C vy, por lo tanto, liberan P
asociado con C o bioguimicamente, las bacterias reducen especificamente P a través de la
liberacion de la enzima fosfatasa (Kertesz y Frossard, 2015). Los HMA su actividad
relacionada con la nutricion de la plantas es la translocacion de los fosfatos del suelo a la

planta.
2.4.1.1. Bacterias solubilizadoras de fosfato

Las BSP que solubilizan activamente el fésforo (P) representan del 10 al 40 % de la
poblacién microbiana del suelo (Fernandez y Rodriguez, 2005). EI P es un elemento esencial
para el desarrollo y crecimiento de las plantas; representa aproximadamente el 0.2% del peso
seco de una planta. El P es el segundo después del nitrégeno entre los nutrientes minerales
que mas comunmente limita el crecimiento de los cultivos (Azziz et al., 2012; Tak et al.,
2012).

En promedio, el contenido de fosforo del suelo es de aproximadamente 0.05% (p/p); sin
embargo, solo el 0.1% de este fésforo esta disponible para uso en plantas (Zhu et al., 2011).
Estos microorganismos crecen en medios con fosfato tricalcico, apatita o materiales
insolubles similares como Unica fuente de fosfato y no solo asimilan el elemento sino que
solubilizan una gran proporcion del mismo, liberandolo en cantidades superiores a sus
demandas nutricionales. El principal mecanismo microbiolégico por el cual los compuestos
fosfatados son movilizados es la disminucion del pH del medio por la liberacion de acidos

organicos (Alexander, 1980).
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Se han aislado de distintos suelos BSP pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia, Achromobacter, Microccocus, Aerobacter,
Flavobacterium y Erwinia (Nahas, 1996; Kumar et al., 2001).

2.4.1.2. Hongos micorricicos arbusculares

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) forman asociaciones mutualistas y
simbidticas con las raices de mas del 80% de las plantas terrestres. Los hongos son incapaces
de completar su ciclo de vida en ausencia de una raiz hospedero. Sus esporas pueden
germinar y crecer en ausencia de un hospedero, pero su crecimiento de hifas es muy limitado
(Kohki et al., 2005).

Los HMA en su asociacion mutualista con las plantas le generan ventajas diversas; toma de
nutrientes de baja disponibilidad o de poca movilidad en el suelo, se evita la accién de
microorganismos patdgenos en la raiz, aumentando la tolerancia de la planta a condiciones
de stress abiotico en el suelo, entre otros beneficios (Barrer, 2009).

Las estructuras tipicas de HMA son los arbusculos (Figura 4) que poseen forma de arbol y
constituyen ramificaciones de las hifas dentro de las células vegetales, su funcion radica en
el intercambio de nutrientes. Las vesiculas son de forma ovoide y pueden formarse inter o
extracelularmente, aqui es donde se almacenan las sustancias de reserva y polifosfatos. Las
esporas son de forma globosa, extracelulares, su funcion principal es almacenamiento y
propagacion dentro del cual cuando las esporas germinan sus hifas recorren el suelo en busca
de la raiz y cuando la encuentran se da el proceso de infeccion por medio de un apresorio
cuando la simbiosis queda establecida el potencial de exploracién del hongo es mayor
(Nardini et al., 2011).
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Figura 4. Estructuras del hongo micorricico arbuscular. a) Hifa, b) arbdsculo, c)
vesicula y d) espora (Camargo-Ricarde et al., 2012).

La diversidad de los HMA en el ambiente es numerosa, actualmente se clasifica
segln Redecker et al., 2013 en 4 oOrdenes, 11 familias y 25 géneros (Cuadro 1). La
identificacion de los géneros y especies del HMA, es de gran importancia por la funcién que
estos desempefian en el suministro de nutrientes y su nivel de resistencia a factores
ambientales. Al respecto SchuBler (2015); Blaszkowski (2015); INVAM (2015); consideran
que las caracteristicas morfoldgicas para clasificarlas a nivel de género y especie son; pared
y estratos de pared (nimero, tipo, grosor, arreglo, ornamentaciones); hifas de origen (forma,
pared, zona de oclusion); citoplasma (en esporas maduras, en esporas jovenes); estructuras

especializadas para la germinacion (camaras, escudos, estratos germinales).

Cuadro 1. Clasificacion de especie de hongos micorricicos arbuscular
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Orden

Familia

Género

Diversisporales

Glomerales

Acaulosporaceae Acaulospora spl

Glomeraceae

Acaulospora sp2
Aculospora scrobiculata

Diversispora sp

Diversispora Aurantium
Claroideoglomus
claroideum
Funneliformis mosseae
Funneliformis

geosporum

Fuente: SchuRler y Walker, 2010

2.5. El petrdleo y su interaccion con bacterias y hongos

2.5.1. Definicion y propiedades quimicas del petréleo intemperizado

El petrdleo intemperizado o degradado se define como aquél material cuyo estado fisico

corresponde a un sélido, ya que no presenta ningun grado de fluidez a temperatura ambiente

(Rodriguez, 2014). El petréleo intemperizado, es el petréleo crudo expuesto a condiciones

ambientales al menos durante 20 afios (Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004). El petréleo

crudo intemperizado es una mezcla de compuestos recalcitrantes de petréleo fresco.

Contienen una mezcla compleja de compuestos que se pueden categorizar en cuatro

fracciones: saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (Castillo-Rodriguez et al., 2005;
Maletic et al., 2012) (Figura 5).
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Figura 5. Clasificacion de los componentes quimicos del petrdleo intemperizado
(Navarro et al., 2004; Castillo-Rodriguez et al., 2005; Botello, 2005; Delgado, 2006).

2.5.2. Caracteristicas de los hidrocarburos

Hidrocarburos saturados ramificados con la formula general (CnH2n+2) constituidos por
cadenas ramificadas de 4&tomos de carbono (Galvéz y Baldomero, 2012); atomos de carbono
desde C1 hasta C40 y en ocasiones se han reportado cadenas con mas de 60 d&tomos de
carbono (Botello, 2005). Son solidos hidrofobos y, por consiguiente, son dificiles de

degradar debido a su escasa solubilidad en agua y biodisponibilidad (Maletic et al., 2012).

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) lo conforman aquellos compuestos cuya
estructura molecular se origina por la union de tres 0 mas anillos bencénicos, siendo
ejemplos de estos: pireno, criseno, benzoantraceno, benzopireno, benzofluoreno,
benzofluoranteno y perileno (Botello, 2005). Se caracterizan por su escasa solubilidad en
agua, baja a moderada volatilidad, acumulandose sobre sedimentos y arcillas. Una vez
acumulados pueden sufrir foto-descomposicion UV, siendo ademéas degradados total o
parcialmente por algunos microorganismos (Marin, 2003). Su vida media varia de 1 semana
a 2 meses para ambientes acuaticos, de 2 meses a 2 afios en suelos y de 8 meses a 6 afios en
sedimentos (Botello, 2005).
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Asfaltenos son moléculas grandes dispersadas coloidalmente en aceite (Maletic et al., 2012),
estan constituidos por una acumulacién de laminas poliaromaticas condensadas, unidas por
cadenas saturadas (Wauquier, 2004). Incluyen en su estructura agregados poliaromaticos,
fenoles, acidos grasos, metaloporfirinas (Fernandez et al., 2006).

Resinas son moléculas con un fuerte caracter aromatico, conteniendo heteroatomos (N, O, S
y a veces Ni y V) (Wauquier, 2004; Maletic et al., 2012). Las resinas estan constituidas por
compuestos piridinicos, quinolinas, tiofenos, carbazoles, sulfoxidos y aminas (Fernandez et
al., 2006).

Las cuatro fracciones de hidrocarburos son recalcitrantes, dificiles de degradar, de gran
tamano y de cadenas complejas, son persistentes en el ambiente degradando la calidad del

suelo y el desarrollo normal de las plantas y los microorganismos (Fernandez et al., 2006).

2.5.3 Efecto del petroleo en bacterias y hongos micorricicos arbusculares

Los hidrocarburos del petroleo ejercen un efecto negativo en el crecimiento y actividad de
bacterias y hongos de asociacion mutualista del suelo y rizosfera, sin embargo segin Prince
y Drake (1999) existen 60 de bacterias y 80 de hongos que se adaptan y degradan
hidrocarburos. La degradacion de hidrocarburos del petréleo puede ser bajo condiciones
aerobicas y anaerobicas (Maier y Gentry, 2015). En particular el estudio de las BSP y los
hongos micorricicos arbusculares (HMA) en ambientes anaerdbicos y contaminados con
petréleo han sido poco estudiados. A continuacion se mencionan algunos reportes cientificos
que indican resultados del efecto del petréleo en BSP y HMA.

Rodriguez-Rodriguez et al. (2016), evalué a la poblacion de BSP asociadas al pasto Leersia
hexandra en suelo anegado y contaminado con 5574 mg/kg de hidrocarburos totales del
petréleo intemperizados y encontrd un efecto positivo del petréleo alcanzando 700 x 103
UFCg* en rizosfera y un efecto rizosfera de 8.64. Los autores recomiendan que la rizosfera

puede ser un estimulador de la remocién de hidrocarburos.

Lopez-Jiménez et al., (2019) trabajo rizosfera y suelo de Languncularia racemosa en suelo
sin y contaminado con petréleo intemperizado, se encontraron 10° x 10® UFC en rizosfera
del suelo con 10 389 mg/kg HTP, con un efecto rizosfera de 5.0 veces mayor respecto al
suelo no rizosférico. Los autores recomiendan a la rizosfera de mangle blanco como posible

bioestimuladora de los hidrocarburos del petréleo intemperizado.
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Alarcon et al., (2019) encontraron que despues de 24 h de contaminacion en suelo con
plantas (Clitotia ternatea y Brachiaria), las poblaciones més altas de BSP se encontraron en
el control, y las poblaciones méas bajas se obtuvieron con 12000 mg/kg de hidrocarburos
totales del petroleo. En contraste, a los 60 y 240 dias, el suelo sin contaminacion mostrando

poblaciones mas bajas de BSP que los tratamientos contaminados.

Hernandez-Ortega et al. (2012), establecieron un experimento con Melilotus albus en suelo
con hidrocarburos totales del petréleo derivados del diésel, evaluo la asociacion del HMA 'y

encontrd que la colonizacidn se incrementa en suelo con diésel.

Alarcon et al. (2019), reporto que la colonizacién de HMA en ambas especies de plantas
(Clitotia ternatea y Brachiaria) y el nimero de esporas disminuyeron significativamente a
medida que aumento la concentracion de petréleo crudo; sin embargo, a los 240 dias, se
registro el mayor namero de esporas del HMA en tratamientos con 6000 y 12000 mg/kg.

Ryszka et al. (2019), encontr6 que las concentraciones medias de aceite mineral e
hidrocarburos aromaticos policiclicos en el suelo fueron 46 473mg/kg. Las raices de las
plantas tolerantes al petrdleo recolectadas se analizaron mediante microscopia Optica y se

identificaron los HMA asociados mediante la secuenciacion de los genes 18S rRNA SSU.

Garcés-Ruiz et al (2019) mostraron que en las plantas (Piper sp, costus sp, colothea,
anthurium sp, Euterpe precotoria, geonoma macrostachys, cyathea sp, caladium sp, cordia,
cydanthus bipartitus, faracea sp, paullinia sp) se encontraban HMA y esporas en
concentraciones altas de hidrocarburos, de las esporas encontradas solo el 35% se logré
identificar y 75% de las especies no pudieron ser identificadas, lo que sugiere posibles
nuevas especies asociadas con raices de plantas en condiciones altamente contaminadas con

hidrocarburos.

CAPITULO III. OBJETIVO
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3.1 Objetivo General

Delimitar la distribucion de los hidrocarburos totales del petrdleo en suelo y rizosfera de L.
racemosa y A. germinans, para relacionar el efecto de la contaminacion en la sostenibilidad
del bosque de manglar basado en la poblacion de bacterias solubilizadoras de P, estructura
fangicas en raiz terciaria y cuaternaria, y morfoesporas del HMA en suelo con diferentes

contenidos de hidrocarburos del petroleo.

3.2 Objetivo Especifico

1. Determinar la concentracién de hidrocarburos totales del petrdleo en suelo y rizosfera de

L. racemosa y A. germinan, para delimitar zonas con niveles de contaminacion.

2. Evaluar la poblacion de BSP en suelo y rizosfera, estructuras intraradicales en raiz terciaria
y cuaternaria, y morfoespecies del hongos micorricicos arbusculares (HMA) de L. racemosa
y A. germinans.

3. Realizar un analisis comparativo de la BSP, estructura intraradicales y morfospecies del

HMA por zonas sin y contaminadas con petroleo degradado proveniente de derrames desde

hace 50 afios en suelo y rizosfera de L. racemosa y A. germinans.

CAPITUO IV HIPOTESIS
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4.1 Hipotesis General

La distribucion espacial de los hidrocarburos totales del petroleo en los suelos del bosque de
mangle depende de la retencion del petroleo intemperizado en la rizosfera de Laguncularia
racemosa y Avicennia germinans y suelo no rizosférico, asi mismo estos niveles de
contaminacion localizados en rizosfera y suelo afectan la rizoestimulacién de las bacterias

de vida libre y hongos de asociacién mutualista.

4.2 Hipotesis Especifica

1. Latipologia de suelos segun los contenidos de hidrocarburos totales del petroleo
depende de la acumulacidon de petroleo intemperizado en suelo, rizosfera de L.

racemosa Yy rizosfera de A. germinans

2. Larizosfera de L. racemosa, la rizosfera de A. germinans en suelo con diferentes
niveles de hidrocarburos totales del petréleo inducen diferencias en la poblacion de
bacterias solubilizadoras de P, colonizacion del hongo micorricico arbuscular, y

cantidad y especies de morfosporas del suelo.

3. Los niveles altos de contaminacion y el tipo de mangle en los suelos inducen
disminucion en la poblacién de bacterias solubilizadoras de P, colonizacion del HMA,

la cantidad y género de morfoesporas.

CAPITULO V. MATERIALES Y METODOS
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Esta investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Microbiologia Agricola y Ambiental
del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco ubicado en Periférico Carlos A. Molina s/n,
km. 3.5, Huimanguillo, Tabasco. El proceso de investigacion consistidé de cuatro etapas
secuenciales: Etapa I. Trabajo de campo. Etapa Il. Tipologia de suelo. Etapa Ill. Trabajo en

laboratorio. Etapa IV. Analisis estadisticos (Figura 6).

Etapa | Colecta de suelo y rizosfera » - - -
c pal. » Languncularia racemosa (Lr)y EJ".jO Jose_ll\llarmso Rovirosa,
ampo Avicennia germinans (Ag) Huimanguillo, Tabasco
l Contaminacion (HTP mg/kg)
Lr Ag Media
Etapa I Hidrocarburos Z0:Sin 2211 2092 2104
Tinoloaia d totales del petroleo [ £1:Bajo 8798 4921 4763
Ipologlia de (Mg/kg). Z2:Medio 19323 19997 19659
suelo Z3: Alto 48794 48130 48462

Bacterias suelo vy rizosfera de Lr y Ag

e Solubilizadoras de fosfato (UFC g?)
Etapa I11. ' Micorriza arbuscular (%) de Lry Ag

Laboratorio  Hifas
e Arbusculos
e Vesiculas
e Esporas intraradicales
e Total
Suelo y rizosfera (20 g) de Lr y Ag
e Esporas

e |dentificacion taxonémica

l

Etapa IV. » e Analisis de varianza
Anadlisis de datos e Prueba de medias

Figura 6. Flujograma del proceso de investigacion.

5.1. Etapa I. Trabajo de Campo

5.1.1. Sitio de estudio y muestras colectadas
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El rio Tonala se ubica en la frontera de los estados de Veracruz y Tabasco en el sureste de
México. El area de manglar en estudio se ubica en La Venta Tabasco (MVT) en la cuenca
baja del Rio Tonala a 1.2 km al oeste del Complejo Procesador de Gas La Venta (Figura 7).
Las coordenadas UTM del poligono son 388170 a 388300 y 2000320 a 2000380 en Zona
15. El érea evaluada abarca 8000 m? de un Histosol impactado desde 1967 por derrames
cronicos de petrdleo y de lodos de perforacion del pozo petrolero La Venta 248 (L6pez-
Jiménez et al., 2019).

En el area existe dos especies de mangle de origen natural Laguncualaria racemosa (Lr) y
Avicennia germinans (Ag) (Figura 8). Las caracteristicas de Lr y Ag son; Lr (15 + 5.8 m de
altura, didametro del tallo a 1.5 m de la base del tallo es 51.96.6 + 5.094 cm.) y Ag (11.9 cm
altura y 14.104£8.3 cm. de diametro del tallo). El clima es tropical himedo con lluvias en
verano, la precipitacion anual acumulada es 2 024.1 mm, 1 169.1 mm de evaporacién y la

temperatura alcanza un promedio anual de 26.4 °C (Diaz et al., 2006).

Investigamos dos especies de mangles verdaderos en el MVT que se distribuyen de manera
irregular en el area de estudio que contiene en la superficie y espesor del horizonte superficial
(0-30 cm) diferentes concentraciones de petréleo intemperizado. En la Figura 9, se observan
las coordenadas geograficas y el patrén de distribucion de nueve puntos ubicados segun los
niveles de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) en cada especie de mangle. En el mapa
se ubican 9 punto simboliza un individuo adulto de mangle. Al norte y sur de cada punto se
tomo una muestra de suelo, raiz (terciaria y cuaternaria) y una de rizosfera.

En Febrero 2019, 1-3 h antes de la marea alta, muestras de suelo, raiz y rizosfera (0-30 cm)
de L. racemosa (Figura 10a) y A. germinans (Figura 10b) representativas de cada especie,
fueron recolectadas 36 muestras de cuatro puntos ubicadas al norte y sur de cada puntos, y
segun el nivel de HTP [sin HTP (Z0), nivel bajo (Z1) y medio (Z2)], y 18 de seis puntos para
nivel alto (Z3). Para las muestras de raiz se colectaron raices nutritivas juveniles terciarias y
cuaternarias unidas a la planta. La rizosfera colectada es el suelo que permaneci6 adherido a
la raiz después de agitar suavemente, y el suelo no rizosférico fue el que se desprendio
después de sacudir la raiz. Las muestras de rizosfera y suelo fue dividido en tres partes; una
parte se usé para analisis quimicos, otra para bacterias solubilizadoras de P y otra para la
identificacion de morfoesporas del HMA.




Figura 7. Ubicacion geogréafica del bosque de mangle evaluado.
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Figura 8. Panoramica del sitio de estudio. a) Laguncularia racemosa L., b) Avicennia
germinans, c) suelo con rasgos de petréleo intemperizado (Fotografias cortesia Rivera-
Cruz, 2019).
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Figura 9. Coordenadas geogréaficas de nueve puntos (norte y sur) para muestrear suelo y
rizosfera de Laguncularia racemosa y Avicennia germinans en suelo sin y contaminado

con petroleo intemperizado.
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Figura 10. Muestreo de rizosfera de L. racemosa (a) y A. germinans (b). (Fotografias cortesia
Rivera-Cruz, 2019).

5.1.2. Propiedades quimicas del suelo

El suelo es un Histosol con horizonte superficial fibrico (9.4-0 cm de profundidad), otro
hémico (0-40 cm), uno saprico (41-44 cm) y a mayor profundidad (>44 cm) existe suelo
mineral, aparentemente relacionado con el relleno de la construccién del terraplén del pozo
petrolero (Figura 8). El suelo y rizosfera de Z0, Z1, Z2 y Z3 ubicados en el espesor (0-40
cm) contenia material organico (hémico, fibrico, saprico), textura limosa arcillosa, pH en
agua fuertemente &cido (4.8 a 5.0), CE salina (4.7 a 5.15 dSm™), COS muy alto (32.5 a
34.8%) y Pdisponible Muy altos (383.5 a 447 mg/kg).
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5.2. Etapa Il. Tipologia de suelo

5.2.1. Clasificacién y delimitacion de zonas

La tipologia de zonas por niveles de contaminacion para L. racemosa y A. germinans se
realizé agrupando muestras por contenidos de HTP (mg/kg) en rizosfera y suelo no
rizosférico. Se determinaron cuatro zonas (Z) segun niveles de contaminacién por tipo de
mangle en un area de 8000 m?. Para Lr (Z0: 2111, Z1: 4605, Z2: 19323, Z3: 48794) y para
Ag (Z0: 2091, Z1: 4921, Z2: 19996 y Z3: 48130). El nivel de contaminacion Z0 (sin
contaminacion) se determind aplicando el criterio basico de limite maximo permisible
(LMP) de 3000 mg de hidrocarburos fraccion pesada establecido en la normativa mexicana
para suelo con uso forestal (DOF, 2013). Las otras tres zonas con nivel contaminado
superiores al LMP; Z1, Z2 y Z3.

El suelo y rizosfera de L. racemosa para Z0 quedoé integrado por los puntos (1S, 1N, 4S'y
8N), Z1 (4S, 6S, 6N, 7N), Z2 (3S, 3N, 5S, 5N) y Z3 (2N, 2N, 7S, 8S, 9S, 9N). El suelo y
rizosfera de A. germinans quedd Z0 (1S, 1N, 3N, 3N), Z1 (2S, 2N, 6S, 6N), Z2 (7S, 7N, 8S,
8N) y Z3 (4S, 4N, 5N, 5N, 9S, 9N) (Figura 8). Los valores promedios de HTP de suelo y
rizosfera de L. racemosa y A. germinans definieron cuatro niveles de concentraciones; Z0
(2104 + 103), Z1 (4763+ 256) Z2 (19659+465) y Z3 (48462+879).

5.3. Etapa I11. Trabajo en laboratorio

5.3.1. Hidrocarburos totales del petréleo

Se utilizé rizosfera (10g) y suelo no rizosférico (10g) de L. racemosa y A. germinans para la
extraccion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) en equipo soxhlet mediante el método
3540B (USEPA, 1996) (Figura 11). La muestra se acidifico con HCI, después se secd con
MgSO.. El solvente se evapord durante ocho horas y el peso seco del extracto se cuantifico
por gravimetria segun lo establecido en la norma NMX-AA-134-SCFI-2006 (DOF, 2006).
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Figura 11. Extraccién de hidrocarburos totales del petréleo. a) Equipo soxhlet para

extraccion, y b) lavado del petréleo en suelo con cloruro de metileno al 98% de pureza.

5.3.2. Analisis de bacterias solubilizadoras de fosfatos

La poblacion de bacterias solubilizadoras de P (BSP) en suelo y rizosfera, se
realizaron usando el método de cuenta viable por dilucion seriada en medios de
cultivos especificos (Madigan et al., 2015). El medio de cultivo fue Pikovskaya: 10 g
glucosa, 5 g CaPOs, 01 g MgSOs7HO, 0.2 g KCI, 05 (NHy)
S04, 0.5 g extracto de levadura, 0.002 g MnSQOs4, 15 g agar y 1000 mL de agua
destilada (Pikovskaya, 1948), y su preparacion se observa en la Figura 12 a, b. La técnica de
cuenta viable consiste en pesar 10 g de suelo fresco y diluir en 90 mL de agua destilada
estéril, después se agita durante 10 minutos a 180 rpm, luego se extrae una alicuota de 1.0
mL para realizar las diluciones, para sembrar en caja Petri de cada dilucion se toma una
alicuota de 0.1 mL, y se coloca sobre la superficie del medio de cultivo, en seguida se
incubaron a 30 °C por durante 48 h para bacterias (Figura 13). Las UFC g !se cuantifican y

se reportan por gramos de rizosfera y suelo seco.
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Figura 12. a) Preparacién de medio de

contenido en caja Petry.

cultivo Pikovskaya, y a) medios de cultivo
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Figura 13. Técnica de cuenta viable por dilucion seriada en placa de agar:
a) Mezcla muestra y agua estéril, b) inoculacion de muestra, ) homogenizacion de la mezcla,

d) incubacién, e) conteo de unidades formadoras de colonias.
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5.3.3. Analisis de colonizacién del hongo micorricico arbuscular

5.3.3.1. Tincion y montaje de raiz

Las muestras de raices fueros clareadas con 10% KOH por 144 horas a 30°C (temperatura
ambiente), y tefiidas con azul tripano (Phillips y Hayman, 1970). Se lavaron con agua de la
llave hasta dejarlas sin suelo 18 raices de L. racemosa y 18 de A. germinans. Se seleccionaron
raices terciaria y cuaternarias. De cada raiz se tomaron por triplicado 15 trozos (1.5 cm). Las
raices de 1.5 cm fueron colocadas en una capsula de plastico, seguidamente fueron inmersas
en KOH al 10% durante 144 horas a 30°C (Figura 14b y c), al finalizar este tiempo, las
capsulas fueron lavadas con agua al corriente (Figura 14d) y luego sumergidas en perdxido
de hidrégeno comercial al 3% durante 10 minutos, para después ser sumergidas en HCI al
10% por 5 min, posteriormente fueron lavadas nuevamente con agua a corriente e inmersas
en azul tripano al 0.05% durante 72 horas, pasado el tiempo de la tincion se desecho el azul

tripano y se sumergieron en el lactoglicerol para eliminar el exceso de colorante.

Las raices tefiidas se fijaron en el portaobjeto, con la ayuda de una aguja para acomodarlas,
en cada porta objeto se montaron 60 raices fueron empleada por cada muestra o tipo de raiz
montando 15 raices (Figura 15a y b) y fueron 4 portaobjetos para raiz terciaria y 4
portaobjetos para raiz cuaternaria por cada rango de contaminacion, por ultimo se observé
al microscopio compuesto (motic digital microscope, DMB3-223, NTSC Systen) con el
objetivo 40X (Figura 15c).




Clareoy
tincion

Figura 14. a) Seleccion de raiz terciaria y cuaternaria, b) raiz en capsula, c) raiz en
KOH (10%) por 144 h, d) lavado con agua al corriente, €) raiz en perdxido de
hidrdgeno, f) raiz en HCI al 10%, g) tincion en azul tripano.

Figura 15. a) Montaje de raiz, b) aplicacion de lactoglicerol, y c) observacién al

microscopio

5.3.3.2. Extraccion y conteo de esporas micorricicas
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Para la extraccion de esporas el suelo y rizosfera de L. racemosa y A. germinans se seco bajo
techo y se tamiz6 en la malla 2 mL de diametro, se tomaron 10 g de suelo y 10 g de rizosfera.
La extraccion de esporas micorricicas fue realizadas en 20 g de muestra bajo la metodologia
de tamizado y decantacion de Germann y Nicolson (1963) modificada por Daniels y Skipper
(1982).

Los pasos fueron los siguientes; 1) de cada una de las 72 muestras tomadas de suelo y
rizosfera de mangle blanco y negro (20g) se coloco en un vaso de precipitado. 2) Se le
agregaron 800 mL de agua y se agito con una varilla de vidrio durante 30 segundos, se dejo
reposar por 1 minuto. 3) Se pasé en tamices de 500 um 44 um (este proceso se realiz6 5
veces para cada una de las muestras). 4) se dejé correr agua sobre el tamiz para quitar restos
del suelo menores a 44 um 5) en un tubo para centrifuga de 12 mL se colocaron 6 mL de
sacarosa al 20%, seguidamente se colocaron 4 mL de sacarosa al 60% con una pipeta desde
el fondo del tubo soltando la sacarosa de manera lenta para que no se mezclara con la
sacarosa al 20%, esta Ultima se subi6 a medida que se solto la sacarosa de 60% Y asi obtener
el gradiente de sacarosa. 6) El contenido retenido en el tamiz de 44 um se vertio sobre el
gradiente de sacarosa para centrifugarlo a 2500 rpm durante cinco minutos. 7). El
sobrenadante obtenido se pasé a un tamiz de 44 um de didmetro y se lavé con abundante
agua corriente para después colocarlo en una caja Petri (Figura 16). Las esporas del extracto
de agua destilada fueron observadas a través del estereoscopio, separadas de manera manual

y el conteo de esporas se realiz6 con un estereoscopio marca Zeiss Stemi DV4 (Figura 16Q).
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Figura 16. Extraccién y conteo de esporas en suelo y rizosfera. a) Peso de muestra, b)
agitar y reposo de muestra, c) tamizar y lavar con agua, d) gradiente de sacarosa, €)
colocar tamiz al tubo, f) colocar esporas en caja Petri, y g) conteo de esporas en

estereoscopio

5.3.3.3. Aislado e identificacion taxondmica de especies

Para tomar las esporas del extracto, se aglomeran las esporas y la materia organica en el
centro de la caja Petri (Figura 17a) con un movimiento oscilatorio y con una aguja de
diseccién se separaron las esporas de la materia organica, se tomaron con pipeta Pasteur
(modificada) y se colocaron sobre un portaobjeto suspendidas en una gota de PVLG+ Melzer
(1g de yodo, 3g de yoduro de potasio y 5g de hidrato cloral) (Figura 17b) y se cubren con
un cubreobjeto. Las laminillas con esporas se colocan en un horno de secado de esterilizacion
a 49 °C (Figura 17c) para su posterior observacion en el microscopio 6ptico IROSA-

Iroscope MG-18 a 40X para su taxonomia.
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Figura 17. Aislado de esporas del suelo. a) Separar esporas de la materia organica, y b)

esporas suspendida con gota del reactivo PVLG+Melzar.

5.3.3.4. Identificacion taxonomica de especies

La nomenclatura sigue la clasificacion de Schupler & Walker (2010) y la referencia de la
clasificacion de los HMA Glomeromycota de Redecker et al., (2013). Para la identificacion
taxondmica de especies de esporas montadas en PVLG mas reactivo Melzer se observaron
en microscopio optico con contraste de interferencia Nomarski, (IROSA- Iroscope MG-18)
a 40X y 100X, midiendo con reglilla micrométrica acoplada al ocular, se considero6 la
morfologia de cada uno de los morfotipos, tomando en cuenta: tipo de esporas (Glomoide,
Acaulospora), diametro de esporas e hifas, pared y estratos de pared (nimero, tipo arreglo,
ornamentaciones); hifas de origen (forma, pared, zona de oclusion); citoplasma (esporas
maduras y esporas jovenes) asi como la reaccion de los estratos con reactivo Melzer, la
morfologia de éstas se compararon con las descripciones del Internacional Vesicular
Arbuscular Culture Collection (INVAM, 2019) y de Blaszkowski de la Universidad de
Agronomia de Szczezin, Polonia (Blaszkowski, 2015), tomando en cuenta la filogenia y
taxonomia de Glomeromycota (Schufler, 2015). Las esporas se fotografiaron en

microscopio oOptico IROSA- Iroscope MG-18, con camara digital industrial
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UCMOSO03100KPA, software de digitalizacion de imagenes Top View version x86,
3.7.7892.

5.4. Etapa V1. Analisis estadisticos

La delimitacion de zonas de estudio para L. racemosa y A. germinae se realizd en base al
promedio de los HTP por punto. Se utiliz6 el procedimiento de Duncan (p=0.05) con el
programa Statistical Analysis System version 8.01 (SAS, 2005) para:1) Las medias de los
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) segun la distribucion en suelo y rizosfera por zona,
2) la media de las poblaciones de bacterias solubilizadoras de fosfato, suelo rizosférico y no
rizosférico de Lr y Ag segun los niveles de HTP por zona, 3) la media de cada estructura
fangica por tipo zona y tipo de mangle y 4) la media de esporas intraradicales por zona y

tipo de mangle.
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CAPITULO VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Hidrocarburos totales del petroleo en rizosfera y suelo

Las medias de los contenidos de HTP muestran diferencias estadisticas significativas entre
larizosfera, suelo de L. racemosa (Lr) y A. germinans (Ag) en cada zona (Duncan, p <0-05),
en adicion, la fraccién pesada excede el limite maximo permisible en tres zona de acuerdo a
la regulacién mexicana (DOF, 2013). Los resultados mas sobresaliente incluyen las
diferencias en las concentraciones de HTP entre la rizosfera y suelo no rizosférico de Lr y
Ag (Figura 18, Cuadro 2). El contenido de HTP en la rizosfera de Lr fue 0.95y 48 % y en

Ag 19 y 59 % veces menor que en el suelo no rizosférico de la Z1 y Z3, respectivamente.

Los indices de TPH en el suelo respecto a la rizosfera de Lr y Ag en la Z1, Z2 y Z3 fueron
mas altos en la Z3, el indice fue 1.94 en Lr y 2.47 en Ag. En la Z0, el mayor contenido de
HTP de origen biogénico fue en la rizosfera de Lr y Ag y solo en la Z2 de las tres zonas

contaminadas la rizosfera de Ag acumula mayor TPH (17566 mg/kg).

En la Z1 el mayor contenido de aceite fue encontrado en el suelo de Ag (5434 mg/kg); en la
Z2 la mas alta concentracion se encontr6 en suelo de Ag con 20978 mg/kg. Vale la pena
sefialar los resultados obtenidos en la Z3 fue porque la cantidad promedio de aceite en el
suelo de Lr y Ag fueron 64244 y 68547 mg/kg respectivamente, y quizas derivados de goteo
de petroleo proveniente de tuberia vieja e inactiva localizada en el subsuelo, ser parte de la
contaminacion cronica que se acumuld en los cincuenta afios por la perforacion y

mantenimiento del pozo La Venta 248 (Figura 18).

Los HTP derivados del petréleo degradado (PD) estuvo presente en la rizosfera y suelo no
rizosférico (capa 0-30 cm de profundidad) de L. racemosa y A. germinans en las tres de
cuatro zonas de estudio con niveles altos de HTP. Similares resultados han sido reportados
en suelo y rizosfera de L. hexandra que habita humedales adyacentes a infraestructuras
petroleras; entre 292 a 4148 mg/kg de HTP en rizosfera 'y 4135 a 11148 en suelo (capa, 0-
30 cm) (Rodriguez-Rodriguez et al., 2016). Lopez-Jiménez et al., (2019) reportaron una
distribucion irregular de los HTP en la rizosfera de L. racemosa y suelo organico, al respecto

en una zona de estudio encontraron mayor contenido de HTP derivados del PD en rizosfera
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con 7513 mg respecto al suelo (5108 mg) en el espesor de 0-30 cm; pero estos autores
también informaron que en zonas muy contaminadas la mayor acumulacion se localiz6 en
suelo no rizosférico con 22962 mg respecto a rizosfera (5900 mg HTP). Rivera-Cruz et al.
(2002) discuten que la retencidn de aceite en el suelo es debido a los altos contenidos de
materia organica que lo caracterizan, presenta afinidad para la retencion de los
hidrocarburos, al respecto observaciones directas en el Histosol con mayor contaminacion
en esta investigacion fue la capa superficial con material orgénico fibrica, hémica y saprica

permanecen cubiertos con aceite cronico.

La cantidad de TPH se distribuye igual en la rizosfera y suelo no rizosférico con niveles de
contaminacion bajos (Z1) y medios (Z2), pero en la Z3 los TPH son mayores en el suelo no
rizosférico (Figura 18) esto sugiere dos situaciones para las dos primeras zonas; (a) que el
mangle L. racemosa y A. germinans es dominante en el area conteniendo una rizosfera con
raices nutritivas de anclaje (capa 0-40 cm) que bioestimula la degradacion de HTP, y (b) que
los altos contenidos de materia organica que caracterizan al Histosol (capa 0-40 cm)
estimulan la degradacion. Sin embargo, en la Z3 se manifiesta a un mas que la rizosfera de
manera natural induce la fitorremediacion de hidrocarburos, al ser menores los HTP respecto
al suelo no rizosférico en Lr y Ag; una explicacion es que la presencia de raices en el suelo
generan condiciones aerdbicas y nutritivas para el establecimiento de los microorganismos
que degradan y estabilizan hidrocarburos (Muratova et al., 2012), otra explicacion es el alto
contenido de carbono organico que caracterizan al Histosol, al respecto Brady y Weil (2008)
en suelo orgénico la poblacion de microorganismos es estimulada en su crecimiento basado
en el cometabolismo sostenido en carbono de origen biogénico y antropogénicos. Este
proceso de atenuacién natural o fitorremediacion de hidrocarburos en el bosque de manglar
ubicado en suelos de humedales del tropico, de acuerdo a Bjorklof et al (2008) se realiza por
organismos anaerobicos y aerdbicos, y es una tecnologia reconocida por varios autores que
indican una remocion entre 60 a 72% TPH en 180 dias (Rivera-Cruz et al., 2004; Liao et al.,
2015).

La acumulacion de HTP en el suelo de la Z3 es derivado del vertido de desechos de
perforacion en los afios 50, y ha permanecido bajo condiciones anaerobicas la mayor parte
del afos, de acuerdo a Pravecek et al (2005) y Madigan et al (2015), estas condiciones
inducen una tasa mas lenta de degradacion del aceite debido a la falta de oxigeno para

capturar electrones.
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Hidrocarburos totales del petréleo

20 (mg/kg)

Hidrocarburos totales del petréleo

Z1 (mg/kg)
0 7500 15000 22500 30000 7500 15000 22500 30000
. a .
Rizosfera Rizosfera 5
a
Suelo b = L.racemosa Suelo mL. racemosa
b OA. germinans OA. germinans
22 20000 40000 60000 80000 Z3 20000 40000 60000 80000
Rizosfera 5 Rizosfera E
mL. racemosa
OA. germinans
mL. racemosa a
Suelo OA. germinans Suelo
a

Figura 18. Distribucion espacial de hidrocarburos totales en suelo y rizosfera de L.

racemosa y A. germinans en cuatro zonas del bosque. Letras diferentes indican que hay

diferencias significativas (Duncan p<0.05).
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Cuadro 2. Concentracion de hidrocarburos totales del petr6leo por zonas segun rizosfera
y suelo de L. racemosa y A. germinans

Zona/ L. racemosa A. germinans
HTP Punto Rizdsfera Suelo Rizésfer Suelo
(mg/kg) a
Hidrocarburos totales del petréleo (mg/kg)
Z0:2111 1 2232 1795 1587 1795
2 2492 1795 2584 2330
3 2808 2330 2684 1796
4 2973 1259 2697 1259
X 2626 1795 2388 1795
CVv 12 5 22 100
Z1:4605 1 3178 5500 3380 3585
2 3187 2780 3593 4828
3 5470 4390 4262 7900
4 6500 5839 6381 5438
X 4584 4627 4404 5438
CVv 36 100 31 41
C2: 1 15025 19700 15918 18781
19323 2 16203 20000 20398 23176
3 20357 20416 19801 18781
4 18681 21706 19940 23176
X 17566 15955 19014 20978
CVv 14 4 11 15
C3: 1 22266 57058 22497 40359
48794 2 23406 71428 23956 48654
3 24671 57058 24800 77522
4 32971 71428 25000 107654
5 33534 57058 33799 68547
6 63221 71428 36227 68547
X 33345 64244 27713 68547
CV 46 15 21 44

6.2 Bacterias solubilizadoras de P en rizosfera y suelo

La poblacion de BSP mostré diferencias significativas en rizosfera y suelo no rizosférico por
efecto de los niveles de contaminacién en las cuatro zonas (Duncan p< 0.05). Las
poblaciones de BSP fueron mas abundantes en el suelo no rizosférico en las cuatro zonas,
excepto en la Z3 en donde fueron mayores en la rizosfera de Ag (Cuadro 3). La mayor
poblacion de BSP (70x10?> UFC) en suelo de L. racemosa de la Z2 y rizosfera de A.

germinans de la Z3 con 50x10?> UFC. Sin embargo, no se encontrd efecto rizosférico

45



inducido por L. racemosa en las cuatro zonas y en las Z0, Z1 y Z2 de A. germinans, pero

sobresale el efecto rizosfera de A. germinans en la Z3.

El efecto del PD sobre la poblacion de BSP en rizosfera de Lr fue negativo en comparacion
con el alto nivel en suelo no rizosférico con 50x102 UFC en suelo sin contaminacion y 47x10?
en suelo contaminado de Lr. Se distingue el efecto positivo del petréleo en la poblacion de
BSP en rizosfera y suelo de Ag que alcanzaron 28 x 10% y 30x10? UFC en suelo y rizosfera
de Ag (Cuadro 3).

Las BSP han sido reportadas por varios investigadores en sedimentos y raiz de manglar
asociadas a la solubilizacion de fosfatos, en cantidades de 10° a 10° UFC, asi mismo la
abundancia de especies es mayor en Lr respecto a Ag. Las especies asociadas a la raiz de Lr
y Ag reportadas por Holguin et al. (2006); Kathiresan y Selvam (2006); Tam y Diep (2017)
son; Bacillus atrophaeus, Bacillus amyloliquefaciens, Vibrio proteolyticus, Paenibacillus
macerans, y Xanthobacter agilis, y solo Bacillus licheniformis asociada a Ag.

Nuestros resultados indican que la poblacion de BSP es baja entre el rango 12 a 70x10% UFC
gl s.sensuelo y rizosfera de Lr y Ag en zonas sin y con PD, asi mismo encontramos un
efecto negativo de la rizosfera de Lr en las cuatro zonas, y en tres zonas (Z0, Z1y Z2) de
Ag, siendo mayor las poblaciones de BSP en suelo no rizosférico. Resultados contrarios
fueron reportados por Tam y Diep (2017) con poblaciones altas (10° y 10’ UFC g s.s) en
suelo rizosférico de Rhizophora mucronata y Bruguiera cylindrica en Mekong Delta
(Vietnam), y Lopez-Jiménez et al. (2019) con 10° UFC en rizosfera de L. racemosa sin y
con PD de La Venta Tabasco, México. El incremento de las BSP en suelo no rizosférico
puede ser segin Gyaneshwar et al. (2002); Rosatto-Moda et al. (2014), a que en suelos
Histosol presenta altos contenidos de portadores organico de carbono y fésforo (inositol
phosphates, acidos nucleicos y fosfolipidos) que contiene hierro, aluminio, calcio y fosforo
permitiendo la colonizacion de grupos microbianos benéficos para los servicios ambientales
(Brady y Weil, 2008), al respecto el suelo evaluado en esta investigacion contiene muy altos
COS (32 a 34.8%) y fosforo disponible (383 a 447 mg/kg).

La BSP fueron incrementadas en la rizosfera y suelo no rizosfera de Ag en suelo contaminado
con PD, mientras que en Lr fueron menores, y esto puede ser el patron de distribucion del

sistema radicular de la especie (raices aéreas o neumatdforos y nutritivas), Ag desarrolla
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mayor cantidad, tamafio de raices alimenticias y neumatoforos respecto a Lr, los
neumatoforos de Ag cubren la superficie del suelo tanto en época de inundacion como de
sequia e incorpora oxigeno a la rizosfera y suelo no rizosfera con PD. El oxigeno desempefia
un papel importante en la colonizacion de BSP y que el fosfato sea absorbido por la planta
(Behera et al., 2016). En general, se acepta que el mecanismo de solubilizacién de fosfato
mineral por bacterias solubilizadoras de fosfato esta asociado con la liberacion de acidos
orgénicos de bajo peso molecular (Goldstein, 1995), que a traves de su grupo hidroxilo y
carboxilo quelatan los cationes unidos al fosfato, convirtiéndolo en forma soluble
(Kpomblekou y Tabatabai, 1994) tanto en rizosfera como en suelo organico del bosque del

manglar.

Cuadro 3. Poblaciones de bacterias solubilizadoras de fosfato en rizosfera y suelo de L.
racemosa y A. germinans en suelo sin y con petréleo intemperizado

L. racemosa Efecto  A. germinans Efecto
Rizosfera  Suelo Rizosfera  Suelo
Zona/HTP (mg/kg) 102UFC g* 102 UFC gt
0:2104 25d 50b 0.5 13e 13e 1.0
1:4763 12de 44bc 0.27 16de 37c 0.43
2:19659 29d 70a 0.41 18de 19de 0.94
3:48462 21d 27d 0.77 50b 33c 1.5
Contaminacién
Sin 25b 50a 0.5 13c 13c 1.0
Con 18c 47a 0.38 28b 30b 0.93

Medias con diferentes letras minusculas y mayusculas indican diferencias estadisticas significativas
(Duncan, p<0.05, n=9).

6.3. Micorriza arbuscular en L. racemosa y A. germinans

Se observo simbiosis micorricica en raices terciarias y cuaternarias de Lr y Ag en todas las
zonas Yy evidencio diferencias estadisticas en el porcentaje de hifas, arbusculos, vesiculas y
esporas asociadas a raiz terciaria y cuaternaria de las dos especies de mangle (Duncan
p<0.05). El porcentaje de hifas (96 a 100%), arbusculos (98 a 100%) y esporas (97 a 100%)
en raiz terciaria y cuaternarias, sin diferencias estadisticas se observaron en Ag de las cuatro
zonas, Y solo en la Z0 raiz terciaria de Lr el porcentaje de arbusculos (98%) y esporas
intraradicales (98%) son similares a la colonizacién de raiz de terciaria Ag (Cuadro 4).

Sobresale el mayor porcentaje de vesiculas (14 a 21%) en raiz terciaria y (12 a 18%) en
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cuaternaria de Lr asociadas a las cuatro zonas, siendo menores las vesiculas en raiz terciaria

y cuaternaria (2 a 6%) de Ag establecida en las cuatro zonas.

El efecto del PD en el porcentaje de hifas, arbusculos y esporas en raices tercerias de Lr fue
negativo, pero positivo en raiz cuaternaria, y sobresale que las vesiculas son favorecidas por
el PD en raiz terciaria, pero en cuaternaria disminuyen 12.5% respecto al suelo sin PD. La
respuesta del HMA asociado a raiz terciaria y cuaternaria de Ag fue positiva a la exposicion
al PD con un 99% de arbusculos y 99% de esporas (raiz terciaria), y en raiz cuaternaria (98%

hifas, 98% arbulsculos y 98% esporas).

La colonizacion total del HMA asociada a raiz terciaria y cuaternaria de Lr y Ag en la zona
sin (Z0) y contaminadas con PD en general es alta al estar en el rango de 68 a 76%. Sin
embargo existen algunas diferencias; la mayor colonizacion total del HMA (76%) en raiz
terciaria de Lr y Ag fue en Z0 y Z3, que contiene 2104 y 48462 mg de PD respectivamente,
y en raiz cuaternaria la mayor colonizacion (76%) en Ag de Z1'y Z3 (Figura 19).

Estudios previos han mostrado que la simbiosis de HMA nativos con plantas presentan
resistencia a factores de estrés como temperatura, pH, salinidad, humedad del suelo,
contaminantes inorganicos y organicos tales como los hidrocarburos del petréleo (Gao et al.,
2011; Alejandro-Cérdova et al., 2017; Salam et al., 2017). En este estudio se confirma la
existencia de HMA asociados a L. racemosa y A. germinans bajo condiciones de saturacion
permanente, como reporta Wang et al., (2010). HMA asociado a diferentes especies de
manglares tales como B. gymnorhizal, A. ilicifolius, K. candel, A. marina, A. corniculatum,

S. caseolaris y S. apetala.

Sobresale en esta investigacion que no hubo efecto alguno del PD en los HMA asociada a
raiz terciaria y cuaternaria de A. germinans, pero si hubo efecto ligero negativo en el rango
de 6.52, 13.3y 3.06 % de 4763, 19659 y 48462 mg/kg de PD en hifas, arbisculos y esporas
intraradicales asociadas a raiz terciaria de L. racemosa, y en raiz cuaternaria solo las
vesiculas disminuyen 12.5% respecto al porcentaje en raiz sin PD. La resistencia de HMA
asociado a L. racemosa y A. germinans a los hidrocarburos derivados del PD fue similar a
los resultados obtenidos por Alarcon et al. (2006) y Franco-Ramirez et al. (2007) al evaluar
especies de HMA en Echinocloa polystachya en suelo con hidrocarburos del petroleo. Esta

respuesta se atribuye a que los HMA limpian su propio ambiente, al ser saprofitos,
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degradadores, mineralizadores y transportadores de minerales del suelo a la planta, ellos
utilizan la materia organica e hidrocarburos del petréleo como fuente de carbono y energia
liberando nutrimentos y CO» (Gao et al., 2011; Rouphael et al., 2015; Paterson et al., 2016).

Entre los factores que contribuyen a la colonizacién del HMA se encuentran los siguientes;
(1) es el sistema radical de la especie vegetal, en este caso A. germinans se caracteriza por
la abundancia de raices alimenticias y neumat6foros mas desarrollados respecto a L.
racemosa en el suelo organico con petroleo, lo que pudo incrementar la disponibilidad de
CO:2 en la micorrizosfera estimulando el crecimiento del tubo germinal de las esporas y el
micelio (Sbrana 2006) y (2) el nivel de tolerancia de sus morfoespecies al PD. Al respecto
en estudio se demostré que nueve morfoespecies de HMA asociadas con L. racemosa y A.

germinans se establecen en suelo sin'y con PD.

De la Providencia et al. (2015) detectaron algunos Glomeromycota como Claroideoglomus,
Diversispora, Rhizophagus, and Paraglomus asociados con Eleocharis obtusa and Panicum
capillare en suelo contaminado con petréleo crudo. Alejandro et al., (2017) reporta que R.
fasciculatus, R. intraradices, F. aff. geosporum, D. eburnean. A. gerdemannii, R. clarus,
Diversispora sp y C. lamellosum se asocian a L. hexandra en suelo contaminado con
hidrocarburos totales del petréleo. También se ha informado que el establecimiento de
especies micorricicas el sistema de raices de algunas plantas pueden contribuir a la
degradacion de los hidrocarburos aromaticos proliciclicos y a reducir su toxicidad (Binet et
al., 2000; Joner and Leyval, 2003; Hernandez-Ortega et al., 2012).

Cuadro 4. Colonizacién de hongos micorricicos arbusculares en raiz terciaria y
cuaternaria de L. racemosa y A. germinans

Mangle/Zona Colonizacion de HMA (%)
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Raiz terciarias Raiz cuaternarias

HF ARB VES ES HF ARB VES ES
L. racemosa
Z0 92b 98a  16b 98a 80b 83c 16a 92b
Z1 86b 76b  27a 94b 9la 92b 13b 96a
Z2 87b 9lab 14b 97ab | 94a 94b 12b 96a
Z3 86b 89b 2la 95ab | 85b  85c 18a 90b
A. germinans
Z0 100a 99a 2d 99a 98a 98a 4d 98a
Z1 96a 98a 4c 97a 100a 100a 6C 100a
Z2 97a 98a 2b 100a |98a 98a 3d 98a
Z3 100a 100a b5c¢ 100a | 100a 99a 5¢c 99a
L. racemosa
Sin petroleo 92B 98A 16B 98A 80C 83C 16A 92B
Con petroleo  86B 85B 21A 95B 90B 90B 14B 94B
A, germinans
Sin petroleo 100A 99A 2D 99A 98A 98A 4C 98A
Con petroleo  97A 99A 4AC 99A 99A 99A 4C 99A

HF: Hifa. ARB: Arbusculo. VES: Vesicula. ES: Espora. Medias con diferentes letras minasculas por columna
indican diferencias estadisticas significativas. Medias con diferentes letras mayusculas por columna indican
diferencias estadisticas significativas (Duncan, p <0.05, n=9). Z: Zona.
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Figura 19. Colonizacion total de hongos micorricicos arbusculares en raiz terciaria y
cuaternaria de L. racemosa y A. germinans en suelo sin y con petréleo degradado.
Medias con diferentes letras mindsculas indican diferencias estadisticas significativas para raiz terciara.
Medias con diferentes letras mayusculas indican diferencias estadisticas significativas para raiz
cuaternaria (Duncan, p <0.05, n=9)

6.4. Descripcion de especies de hongos micorricicos arbusculares en el manglar

Nueve morfoespecies de HMA fueron identificados en suelo de L. racemosa y A. germinans

con y sin PD: (1) Diversispora aurantium Blaszk., V. Blanke, C. Renker & F. Buscot, (2)
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Acaulospora scrobiculata Trappe.J.B. Morton & Benny, (3) Funneliformis. mosseae (Nicol.
& Gerd.) Gerd. & Trappe, (4) Funneliformis. Geosporum (Nicol. & Gerd.) C. Walker, (5)
Claroideoglomus claroideum, N.C. Schenck & G.S. Sm, (6) Diversispora sp. Tul. & C. Tul.
Piroz. & Dalpé, (7) Acaulospora sp2 Gerd. & Trappe emend. S.M. Berch. J.B. Morton &
Benny, (8) Acaulospora elegans F. M Rothwell & Trappe J.B. Morton & Benny (Cuadro 5).

6.4.1. Diversispora aurantium Blaszk, Tadych y Madej

Las esporas nacen solas en el suelo o algunas veces en las raices; naranja (5B8) a umber
crudo (5F8); globosa a subglobosa; (55) 97 (-120) um de didmetro; a veces ovoide; 65-105
X 95-140 pm; con una sola hifa, raramente con dos. Estructura subcelular de las esporas:
consiste en una pared con tres capas (swl1-3). Capa 1 evanescente, hialina, (0.5-) 0.9 (-1.5)
pum de espesor antes de la desintegracion, muy adherida a la capa 2, lisa en esporas juveniles,
deteriorando gradualmente y desprendiéndose al final de la formacién de la capa 2, siempre
ausente en esporas maduras. Capa 2 flexible a semiflexible (plegado cuando se separa de la
capa laminada 3), hialina, lisa, (0.7-) 1.1 (-1.5) um de grosor, desprendiéndose con la edad,
raramente presente en esporas maduras. Las capas 1y 2 son continuas con una hifa subtiende
de dos capas de esporas juveniles. Laminado de capa 3, liso, naranja (5B8) a nimero bruto
(5F8), (2.0-) 6.1 (-8.8) um de espesor en esporas maduras, formado por sintesis gradual de
laminas muy delgadas, de aproximadamente 0.5 um de espesor en la espora y sub enunciada
hifa; la primera ldmina es altamente flexible y frecuentemente se separa de la capa 2 en
esporas trituradas. Las capas de la pared de esporas 1-3 no reaccionan en el reactivo de
Melzer. Las capas 1y 2, cuando no estan deterioradas, se hinchan en montantes a base de
acido lactico. La capa 3 parece estar cubierta de ampollas o rodeada de una aureola (SchiRler
y Walker, 2010) (Cuadro 5).

6.4.2. Acaulospora scrobiculata Trappe

Las esporas nacen solas en el suelo; producido lateralmente en el cuello de un saculo
esporifero; blanco amarillento (3A2) a amarillo palido (3A3); globosa a subglobosa; (90-)

120 (-135) um de didmetro. La estructura sub célular de las esporas consiste en una pared
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de esporas y dos paredes internas de germinacion. Pared de esporas compuesta de tres capas
(swl1-3). Capa 1 evanescente, hialina, (1.0-) 1.7 (-2.5) um de espesor, firmemente adherida
a la capa 2, continua con la pared de un cuello de espétula esporifero, con frecuencia
completamente caido en esporas maduras. Laminado de capa 2, blanco amarillento (3A2) a
amarillo palido (3A3), (3.2-) 5.5 (-8.8) um de espesor, adornado con hoyos distribuidos
uniformemente; hoyos circulares a elipsoides, 1.2-2.5 pm de didmetro cuando se ven en una
vista en planta y 0.5-1.0 um de profundidad en una vista en seccion transversal. Capa
3 flexible, hialina, (0.4-) 0.7 (-0.8) um de espesor, a veces separandose ligeramente de la
capa 2. Las capas 1-3 no reaccionan en el reactivo de Melzer. La pared de germinacion
1 consta de dos capas hialinas flexibles (gw1l1 y 2), firmemente adheridas entre si en esporas
moderadamente trituradas, pero que generalmente se separan en esporas vigorosamente
trituradas; cada capa ca. 0,5 um de espesor. Ninguna de estas capas se tifie en el reactivo de
Melzer. La pared de germinacion 2 contiene dos capas (gw2I1 y 2). Capa 1 flexible, (1.7-)
2.2 (-2.7) um de espesor, cubierta con un material granular, dispersandose frecuentemente
en esporas trituradas. Plastico de capa 2, 0.5-1.2 um de grosor y 5.5-12.0 um de grosor en
esporas trituradas en agua y PVLG, respectivamente, tefiidas de blanco rojizo (8A2) en el
reactivo de Melzer (SchiRler y Walker, 2010) (Cuadro 5).

6.4.3. Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson & Gerd).

En esta especie las esporas se encuentran individuales en el suelo, también se
pueden encontrar en agregados sueltos o esporocarpos compactos de color amarillo palido
al amarillo dorado, globosos o subglobosa de (80-) 185 (-280) u de diametro, puede ser
irregular de 80-140 x 195-280 p con una sola hifa de sostén, estos esporocarpos pueden tener
2 a 5 esporas rodeadas por un Peridio hifal, las esporas estan constituidas por tres capas
(L1,L2, L3): L1 es una capa mucilaginosa, hialina de (0.5-) 1.1 (-2.0) 1 de espesor, esta capa
tiene una coloracion blanco rojizo con el reactivo de melzer, normalmente es esporas
jévenes, L2 es una capa semiflexible, hialina de (0.8) 1.2 (-1.8) W de espesor, es suave y
gruesa, que raramente se observa en esporas maduras en las que se encuentran fragmentos
descompuestos, L3 es una capa laminada de color amarillo palido a amarillo dorado con un
espesor de 73 (2.8-) 4.5 (-7.2) | de espesor, la hifa de sostén es color amarillo palido a
amarillo dorado, tiene forma de embudo con un (12.5) 25 (-30) u de ancho en la base que se

une a la espora (Blaszkowski, 2015).
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6.4.4. Funneliformis geosporum (T.H. Nicolson & Gerd)

En esta especie las esporas son de color amarillo marrén (més frecuente) a naranja marron,
son de3 forma globosa o subglobosa, en algunos casos irregular su tamafio(120-) 176 (240)
M, estd compuesta por tres capas (L1, L2, L3): L1 esta capa es hialina, con < 1 p de espesor,
no existe reaccion al reactivo de Melzer y se degrada formando una capa granular con
desprendimientos, L2 es una capa rigida y laminada, color amarillo marron a naranja marron
con un espesor de 6.14 , L3 es una capa semirrigida de entre 1 y 2.5 p de espesor, muy
adherida a L2 pero diferenciadas por el color de amarillo al naranja marrén, la hifa de sostén
tienen forma recurvada de ancho en la union de la espora de (16-) 24 (-32) (INVAM, 2015).

6.4.5. Glomus claroideum N.C. Schenck & G.S. Sm.

Deporte solo en el suelo; amarillo palido (4A3) a naranja grisaceo (5B5); globosa a sub
globosa; (95) 135 (-190) um de diametro; a veces ovoide; 95-110 x 110-160 um; con una
hifa subordinada. La estructura subcelular de las esporas consiste en una pared que contiene
cuatro capas (swl1-4) (Cuadro 5). La mayoria de las esporas juveniles tienen una pared con
las capas 1 y 2 solamente. Las capas 3 y 4 se forman sucesivamente con la edad. Capa
1 mucilagenosa, hialina, (1.5-) 2.1 (-2.8) um de espesor, firmemente adherida a la capa 2,
manchada de rosa (12A4) a rojo purpura (14A8) en el reactivo de Melzer, generalmente
ausente o muy deteriorado en las esporas maduras. Capa 2 semipermanente, semiflexible,
liso, hialino, (2.2-) 3.3 (-3.9) um de espesor, no reactivo en el reactivo de Melzer. L ayer
3 laminado, liso, amarillo palido (4A3) a naranja grisaceo (5B5), (2.9-) 5.9 (-8.1) um de
espesor, compuesto de subcapas fuertemente adherentes, <0.5 um de espesor. Capa
4 flexible, lisa, hialina, (0.4-) 0.5 (-0.6) um de espesor, que generalmente se separa de la
capa 3 en esporas trituradas, pero unida a la superficie interna de la capa laminada de una
hifa subyacente. Presenta hifas amarillo palido (4A3) a naranja grisaceo (5B5); recta a
curva; cilindrico o en forma de embudo; (8.3-) 12.1 (-15.4) um de ancho en la base de
esporas. Pared de hifas que subtiende amarillo palido (4A3) a naranja grisaceo (5B5); (2.7-
) 3.7 (-4.7) um de espesor en la base de la espora; compuesto de tres capas (shwil1-3)
continuas con las capas 1-3 de la pared de esporas; capa 1 rara vez presente en esporas
maduras (SchiBler y Walker, 2010).

6.4.6. Diversispora sp
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Las especies de este género son hongos hipogeos o parcialmente epigeos, que
forman micorrizas arbusculares con o sin vesiculas, con o sin células hipogeos
auxiliares, se forman en saculos esporigeos (esporas acaulosporoides), también
pueden tener una formacion en el que hay una base bulbosa en un a hifa esporigeas (espora
gigasporoide) o esporas glomoides, se diferencia de otras familias de las diversisporales ya
que posee esporas glomoides, y la germinacion no est4d acompafiada de un escudo de
germinacion, también porque sus esporas glomoides tiene una estructura de pared exterior
delgada y de estructura laminada y una interior que no reacciona con el reactivo de melzer
(SchuRler y Walker, 2010) (Cuadro 5).

6.4.7. Acaulospora sply sp2

Las esporas de hongos del género Acaulospora se desarrollan lateralmente desde el cuello
de un século esporifero (Morton, 2000; Morton y Benny 1990). Las esporas son sésiles, es
decir, no se forma un pedicelo (una rama corta del cuello espumoso del saculo). La pared de
las esporas mas juveniles consiste en una sola capa continua con la pared de una hifa sacacea
esporifera. Entonces, una capa laminada se diferencia. En la mayoria de las especies, es de
color. Puede ser liso u ornamentado. Probablemente todas las especies
de Acaulospora diferencian posteriormente una tercera capa de pared de esporas, aunque es
invisible o muy dificil de exhibir en algunos taxones, por ejemplo, en Ac. paulinae Blaszk..
Una vez que la pared de esporas estd completamente diferenciada y las esporas se han
expandido, se forman una o dos paredes de germinacion internas, discretas y separadas,
flexibles a semiflexibles: la primera es de una o dos capas y la segunda de dos o tres
capas. En la mayoria de las especies, la capa externa de la pared de germinacion mas interna
esta adornada con cuentas (excrecencias granulares). En algunas especies, estad adornada con
perillas o es lisa. La segunda o tercera capa de esta pared generalmente se tifie intensamente
en el reactivo de Melzer; rara vez se tifie débilmente o no es reactivo en este reactivo
(SchaRler y Walker, 2010) (Cuadro 5).

6.4.8. Acaulospora bireticulata F.M Rothwell y Trappe

Las esporas de esta especie se forman solo en el suelo; desarrollan lateralmente en el cuello
de un saculo esporifero; sésil; naranja claro (5A5) a marron amarillento (5E8); globosa a
subglobosa; (150-) 190 (-210) um de didmetro; a veces irregular; 130-180 x 170-250 pm.
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La estructura subcelular de las esporas consiste en una pared de esporas y dos paredes
internas de germinacion. La pared de esporas contiene tres capas (swl1-3) (Cuadro 7). Capa
1, que forma la espora surafce , evanescente, amarillo claro (4A4) a amarillo albaricoque
(5B6), (0.7-) 1.1 (-2.0) um de espesor, estrechamente unido a la pared 2, continua con la
pared de un saco esporifero, generalmente completamente caido en esporas maduras.
Laminado de capa 2 , adornado, naranja claro (5A5) a marrén amarillento (5E8), (6.8-) 7.1
(-7.4) um de espesor; la ornamentacion consiste en espinas hialinas a blancas amarillentas
(3A2), (0.7-) 1.0 (-1.7) um de altura y crestas que forman un reticulo cuadrilatero a
heptagonal cuando se observa en una vista en planta; crestas hialinas a blanco amarillento
(3A2), (2.2-) 3.7 (-4.4) um de alto, (1.0-) 1.6 (-2.5) um de ancho en la base, (1.2-) 2.7 (-4.4)
pm de ancho en la parte superior , (1.2-) 3.9 (-6.6) um de alto cuando se ve en una vista
transversal. Laminado de capa 3, hialino, (0.8-) 1.2 (-1.6) um de espesor, generalmente
fuertemente adherido a la capa 2. Pared de germinacion 1 compuesta de dos capas
semirrigidas, hialinas (gw1l1y 2). Capa 1 (0.4-) 0.5 (-0.7) um de espesor, rara vez se separa
de la capa 2. Capa 2 (1.0-) 1.4 (-1.5) um de espesor. La pared de germinacion 2 consta de
dos capas (gw2l1y 2). Capa 1 flexible, hialina, ca. 0,5 um de espesor, cubierto con pequefios
granulos. Capa 2 (3.4-) 4.5 (-5.9) um de espesor, firmemente adherida a la capa 2,
manchando de rojo pélido (7A3) en el reactivo de Melzer (Schiiler y Walker, 2010) (Cuadro
5).

Cuadro 5. Diversidad de morfoespecies en suelo de L. racemosa y A. germinans

Especie Descripcion morfologica  Especie Descripcion morfologica
= Estrato: —_— Estrato:
- N E1.Permanente, flexible 0 o Vil E1. Estrato: ornamentada con

/ b ‘\\3 semiflexible. M ; proyecciones muy providentes.

{ : E2. Laminado, liso E3. Flexible, Y \ Color: café-amarillo

\ ‘l lisa. Hifa: intra y extraradicales. ‘ . : Tamafio: 59 um

3 - ,t Color: amarillo-café _

— Tamafio: 130.14 um £
Diversispora
Aurantium Blaszk., V.
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Blanke, C. Renker &
F. Buscot

Acaulospora
scrobiculata Trappe.
J.B. Morton & Benny

Funneliformis
mosseae (Nicol. &
Gerd.) Gerd. &
Trappe.

\"w ;*\«'

Funneliformis
geosporum (Nicol. &
Gerd.) C. Walker

Claroideoglom
Claroideum N.C.
Schenck & G.S. Sm.

Revision para identificar los

diferentes morfotipos
encontrando:
. | Estrato: Evanéscete, Laminado,
‘| Flexible.

.| Hifa: intraradicales se desarrollan

paralelas entre si.
Color: amarillo- café
Tamafio:117.17 pm

Estratos:

Mucilagenosa, Semiflexible lisa,
Laminado. Hifa: intra y
extraradicales.

Calor: amarillo brillante

Tamafio: 96.48 um

Estratos:

Evanescente, halina, Lamiando,
Semirrigida.

Hifas: intra y extraradicales.
Color: café oscuro

Tamafio: 129.35 pm

Estrato:

E1.Mucilagenosa
E2.Semipermanente

E3. Laminado, liso

E4. Flexible, lisa. Hifa: intra y
extraradicales.

Color: transparente-beige
Tamafio: 81.28 um

Diversispora Tul. & C.
Tul. Piroz. & Dalpé.

Acaulospora SP1

Gerd. & Trappe emend.
S.M. Berch. J.B. Morton
& Benny

Acaulospora SP2 Gerd. &
Trappe emend. S.M.
Berch. J.B. Morton &
Benny

Acaulospora bireticulata o
elegants F. M Rothwell
& Teappe

J.B. Morton & Benny

Estrato:

Ornamentada con
depresiones redondas.
Color: café-naranja
Tamafio:138.92

Estrato:

Ornamentada con
depresiones amorfas.
Color: beige-café
Tamafio: 117.74 pm

Estratos:

Evanescen, Lamina, Laminado. Sin

reaccion al Melzer.
Color: amarillo marrén
Tamafio: 189.14 pm

6.5. Morfoespecies en suelo y rizosfera de L. racemosa y A. germinans contaminado con

petroleo
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En L. racemosa se identificaron ocho morfoespecies no encontrandose Acaulospora
bireticulata o elegans, y en A. germinans siete morfoespecies se identificé a Acaulospora

bireticulata o elegants, pero no a Diversispora sp y Acaulospora sp2 (Cuadro 6).

El nimero promedio de esporas de cada morfoespecie mostro diferencias estadisticas
(Duncan p<0.05) entre las diferentes zonas y tipo de mangle (Cuadro 6). EI mayor niumero
de esporas Diversispora aurantium (54), fueron encontradas en Lr en suelo sin PD (Z0), por
otro lado Claroideoglomus claroideum (31); Funneliformis geosporum (27) se observaron
en Z2 (19659 mg/kg) y Aculospora scrobiculata (29) en Z3 (48469 mg) de Ag. Por otro
lado las morfoespecies F. mosseae, Diversispora sp, Acaulospora spl, Acaulospora sp2, A.
bireticulata o elegans estaban en cantidades inhibidas y bajas (0 a 5) en suelo sin y
contaminado. Destaca un ejemplar de Diversispora sp y Acaulospora sp2 en Z2 y Z0 con
Lry A. bireticulata o elegans en Z2 (19659 mg de petréleo) de Ag.

La mayor cantidad de esporas totales (90) se localizaron en suelo sin PD (Z0) de Lr, y
asociadas a Ag de suelo con PD (Z1, Z2 y Z3) se contaron 61, 81 y 62 esporas totales,

respectivamente.

Cuadro 6. Morfoespecies de HMA en suelo de L. racemosa y A. germinans segun
la zona sin y con petréleo degradado

Morfoespecie Laguncularia racemosa Avicennia germinans
Zona (concentraciones de petréleo mg/kg suelo seco)
Z0 Z1 Z2 Z3 Z0 Z1 Z2 Z3
NuUmero de esporas (20 g de suelo)

Diversispora aurantium 54a 4de 18c 10d 3de 24b 20b 21b
Aculospora scrobiculata 4c 6b 4c 5¢ 3c 8b lcd 29a
Funneliformis mosseae 1b 3a 3a 4a 0 1b 0 1b
Funneliformis geosporum 1de 10c 0 4d 18b 5d 27a 1de
Claroideoglomus claroideum  26ba 10c 15b 17b 2d 23ba  3la 10c
Diversispora sp 0 0 la 0 0 0 0 0
Acaulospora spl 3a 5a 0 3a 0 0 lab 0
Acaulospora sp2 la 0 0 0 0 0 0 0
A. bireticulata o elegans 0 0 0 0 0 0 la 0
Total: 90A 38BC 41D  43E 26ED 61C 81B 62C

Letras diferentes por hilera (por especie de morfoespora) indica diferencias estadisticas significativas por efecto
de la especie vegetal y el nivel de contaminacion con petroleo (Duncan p<0.05, n=8)

En nuestro estudio la alta tolerancia al petréleo crudo degradado fueron de las especies
Funneliformis geosporum, Claroideoglomus claroideum y Acaulospora scrobiculata
asociadas A. germinans, el nimero de esporas de estas especies incrementa las dos primeras

en la Z2 y la tercera especie en suelo con mayor petréleo (Z3) comparada con el suelo sin
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PD (Z0), sequida de Diversispora aurantium que se localizo en suelo con baja y media
contaminacion. Con esto se puede decir que estas especies se han adaptado a las condiciones
de estrés inducidas por hidrocarburos del petroleo degradado en el bosque de manglar. Otras
investigaciones han reportado similares resultados con otras morfoespecies; Alejandro-
Cordova et al. (2017) indica que Diversispora sp asociadas a L. hexandra muestra
adaptacion a HTP. Franco-Ramirez et al., (2007) encontré que Acaulospora laevis, A.
gerdemannii, Glomus ambisporum, y Glomus sinuatum, asociadas a Echinochloa

polystachya estan adaptadas a suelo con 70 g/kg de HTP.

La adaptacion de morfoespecies de HMA a condiciones de estrés encontrados en esta
investigacion puede ser atribuido a diversas razones; Primero la micorrizosfera de L.
racemosa y A. germinans ya que puede propiciar temperatura y luminosidad que incrementa
la produccion de esporas (Guadamarra y Alvarez, 1999), segundo rasgos morfoldgicos
funcionales especificos de exudados de la raiz y fotosintesis de la hoja cada tipo de mangle,
tercero exudados de la raiz como los flavonoides que provocan una fuerte respuesta
quimiotactica en los HMA y tercero altos contenido de P disponible (Marschner, 2012; He
etal., 2019).

CAPITULO VII. CONCLUSION
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La acumulacién de hidrocarburos residuales totales del petroleo fue igual en suelo y rizosfera
de L. racemosa y A. germinans en dos zonas contaminadas, pero fue menor en la rizosfera
en la Z3 bajo estudio, que son adyacentes a la infraestructura petrolera.

La presencia de hidrocarburos totales del petroleo en concentraciones hasta 19659 mg/kg
estimulo la poblacion de bacterias solubilizadoras de P en suelo de L. racemosa, pero en
dosis més alta la inhibid hasta un 46%. En rizosfera y suelo de A. germinans la poblacion de

bacterias solubilizadoras de P fue estimulada con 48462 mg/kg.

La raiz terciaria y cuaternaria de A. germinans permitio la simbiosis micorricica en mayor
cantidad que L. racemosa en las cuatro zonas bajo estudio. El porcentaje de vesiculas en raiz
terciaria fue mayor en L. racemosa siendo estimuladas por la contaminacion en un 23.8%.
Las estructuras fungicas (hifas, arbusculos y esporas intraradicales) en raiz terciaria y
cuaternaria de A. germinans no fueron afectadas por la contaminacién con petréleo

degradado.

Ocho y siete morfoespecies de HMA fueron identificas en L. racemosa y A. germinans.
Diversispora aurantium asociada a L. racemosa fueron mayores en suelo sin contaminacion,
y esta especie estuvieron estimulando A. germinans en la Z1, Z2 y Z3 respecto a la Z0
plantada con A. germinans. La especie Funneliformis geosporum y Claroideoglomus

claroideum fueron estimulada en un 33 y 93.5% en la Z2 y Z1 asociadas A. germinans.

Los resultados sugieren que A. germinans es sostenibles en zonas contaminadas con
hidrocarburos. Es bioestimuladora de la poblacién de bacterias solubilizadoras de P y los
hongos micorricicos arbusculares para la atenuacion de la contaminacion por hidrocarburos,
con alta poblacién de bacterias en suelo con 48462 mg/kg de hidrocarburos totales del
petroleo derivados del petroleo crudo degradado. Sin embargo, el suelo de la zona 3 con
concentraciones superiores a 48462 mg/kg requiere un pretratamiento fisicos para retirar el
aceite del subsuelo y ponerlo en contacto con el sistema rizosférico de las dos especies de

mangle.
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