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ATENUACION NATURAL Y FITORREMEDIACION DEL PETROLEO FRESCO
CON Leersia hexandra EN SUELO INUNDADO
Nadia Stephany Calao Leon, MC
Colegio de Postgraduados, 2021
RESUMEN
Los humedales tropicales de México y el mundo en zonas petroleras han estado expuestos a
derrames accidentales de hidrocarburos que se acumulan en el medio inundado, por lo que
existe la necesidad de generar tecnologias bioldgicas nativas, amigables y sustentables para el
ambiente que descontaminen estos suelos en tiempos cortos. Este estudio se realizd durante
180 dias en microtunel con el objetivo de seleccionar una tecnologia natural para Gleysoles
inundados y contaminados con petrdleo fresco del sureste de México. La tecnologia basada en
degradacidn de hidrocarburos totales del petréleo (HTP), estimulacion de la microflora nativa,
carbono organico (COS), N total (Nt), crecimiento y produccion de Leersia hexandra. Se
establecio un experimento en condiciones de humedal artificial completamente al azar con
arreglo de factores (4x2) en Gleysol. Cuatro concentraciones de petréleo (0, 30, 60 y 90 g/kg
base seca), dos tecnologias [atenuacion natural (AN) y fitorremediacion (FR) con pasto L.
hexandra]. Las variables evaluadas fueron: longitud de estolones (LE), tasa de crecimiento
relativo (TCR), numero de plantas en macollo (PM), nimero de raices primarias (NRP), raices
secundarias en apice (NRSA), materia seca aérea (MSA), materia seca raiz (MSR), poblacion
de bacterias heter6trofas (BH), hidrocarbonoclasticas (BHC), desnitrificadoras (BDES),
hongos heterétrofos (HH) y microalgas (MAL), COS, Nt y degradacién de HTP (DEG). Al
dia 180 de exposicidn a petroleo la LE y MSA fue mayor en suelo testigo, similar a PM, NRP,
NRSA y MSR en suelo con 52 y 76 g/kg, lo que muestra adaptacion de L. hexandra al
petréleo. La mayor poblacion de BH (38x10° UFC g r.s) y BHC (36x10* UFC g?) fue en
rizosfera sin petréleo, mientras BDES (22x10%) en rizosfera con 76 g/kg de petroleo. La AN
favorecio la poblacion de HH (120x102 UFC g* s.s) y MAL (88x104 cel/mL) en 76 g de
petréleo, indujo mayor DEG de HTP (86%), y derivo una relacion positiva significativa con
HH y MAL, sin embargo, la FR con 31 % de degradacion se relaciona significativa y
positivamente con BH, BHC, BDES, MSA y MSR. Se recomienda aplicar AN en Gleysoles
de humedales con petréleo, y usar FR con L. hexandra en caso de priorizar la produccion de

forraje y descontaminar en tiempos mayores a 180 dias.
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NATURAL ATTENUATION AND PHYTOREMEDIATION OF FRESH OIL WITH
Leersia hexandra IN FLOODED SOIL

Nadia Stephany Calao Leon, MC
Colegio de Postgraduados, 2020
ABSTRACT

The tropical wetlands of Mexico and the world in oil areas have been exposed to accidental
spills of hydrocarbons that accumulate in the flooded environment; there is a need to generate
native, friendly, and sustainable biological technologies for the environment that
decontaminate these soils in relative times. This study was carried out during 180 days in a
microtunnel with the objective of selecting a natural technology for Gleysols flooded and
contaminated with fresh oil from the southern of Mexico. The technology based on the
degradation of total petroleum hydrocarbons (HTP), stimulation of native microflora, organic
carbon (COS), total N (Nt), growth and production of Leersia hexandra. An experiment was
set up under completely randomized man-made wetland conditions according to factors (4x2)
in Gleysol. Four concentrations of oil (0, 30, 60 and 90 g / kg dry basis), two technologies
[natural attenuation (AN) and phytoremediation (FR), with L. hexandra grass]. The variables
evaluated were: stolon length (LE), relative growth rate (TCR), number of plants in tiller
(PM), number of primary roots (NRP), secondary roots at apex (NRSA), aerial dry matter
(MSA), root dry matter (MSR), population of heterotrophic bacteria (BH),
hydrocarbonoclastic (BHC), denitrifying (BDES), heterotrophic fungi (HH) and microalgae
(MAL), COS, Nt and degradation of HTP (DEG). At day 180 of exposure to oil, LE and MSA
were higher in control soil, similar to PM, NRP, NRSA and MSR but in soil with 52 and 76 g
/ kg, which shows adaptation of L. hexandra to oil. The largest population of BH (38x105
CFU g-1 r.s) and BHC (36x104 CFU g-1) was in the rhizosphere without oil, but the BDES
(22x103) in the rhizosphere with 76 g / kg of oil. AN favored the population of HH (120x102
CFU g-1 ss) and MAL (88x104 cells / mL) in 76 g of oil, and induced a higher SDR of HTP
(86%), and a significant positive relationship with HH and MAL, without However, the RF
with 31% SDR, and a significant and positive relationship with BH, BHC, BDES, MSA and

iv



MSR. It is recommended to apply AN in Gleysols of wetlands with oil, and to use FR with L.

hexandra in case of prioritizing forage production and decontamination in periods of times

greater than 180 days.

Keywords: Hydrocarbonoclastic bacteria, heterotrophic fungi, microalgae, Leersia hexandra.
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INTRODUCCION

La extraccion de petroleo crudo, y su conduccién a los centros de procesamiento industrial,
conlleva a la posibilidad de su liberacion accidental al medio ambiente (Lee et al., 2016). En
la region de las Cuencas del Sureste Mexicano, dentro de la zona célido hiumedo de México,
se localiza el estado de Tabasco con una extension de 681 248.40 ha de humedales
continentales (Barba-Macias et al., 2006; CNH, 2014). El anegamiento del humedal
incrementa la probabilidad de dafios a los ductos subterraneos, y mayor riesgo de
contaminacion por la liberacion de petréleo hacia el medio inundado (Rivera-Cruz et al.,

2016), y su acumulacion en el suelo (Beyer et al., 2016; Rodriguez-Rodriguez et al., 2016).

En los humedales contaminados con hidrocarburos del petréleo se han implementado métodos
para removerlos, entre estos: (1) atenuaciéon natural (AN), (2) contencién fisica, y (3)
biologicos y quimicos. La AN y la fitorremediacion (FT) con plantas autdctonas son
tecnologias naturales para la recuperacion de sedimentos, suelos y aguas afectados con
hidrocarburos del petréleo; son métodos ecoldgicos amigables con el ambiente, ahorran
energia y economia (Azubuike et al., 2016; Xu et al., 2014; Zheng et al., 2016; Chiu et al.,
2017). La AN involucra varios mecanismos naturales in situ para dispersar y degradar al
petréleo derramado, y se ha aplicado en lugares remotos o inaccesibles, cuando se espera que
la tasa de remocion sea rapida, y que el sitio no se perturbe aun mas al aplicar técnicas fisicas
y quimicas (Khan et al., 2004; Lee et al., 2016). La FT es una técnica que bioestimula los
mecanismos fisicos, quimicos y bioldgicos a través de la rizosfera de plantas que crecen en la
presencia de niveles altos de contaminantes (Gerhardt et al., 2009). La AN y FT son usadas
para remediar y controlar la contaminacion e incluyen: el uso de microorganismos nativos,
volatilizacién, emulsion, adveccion, dispersion, dilucion, difusidn, sorcion/desorciéon y
reacciones quimicas (intercambio idnico, complejacion, transformacion abidtica) (Lee et al.,
2003; Declercq et al., 2012; Chiu et al., 2013; Chiu, 2017).

Diversos investigadores informan que la eficiencia de la AN respecto a la bioestimulacién y
bioaumentacion es igual para descontaminar suelos afectados por la presencia de

hidrocarburos del petréleo, por lo que representa una estrategia prometedora para la



biorremediacion en sitios con derrames de petroleo (Aleer et al., 2011; Makadia et al., 2011).
Gonzalez-Moscoso et al. (2019) compararon la AN con FT usando el pasto Leersia hexandra
para descontaminar hidrocarburos totales del petrdleo presentes en el suelo, y concluy6 que la
AN estimulada con humedad induce mayor degradacion. Sin embargo, Merkl et al. (2005) y
Maier et al. (2015) indican que el sistema rizosférico de pastos permite maxima eficiencia en
la degradacion del carbono biogénico y petréleo, a demas de que los exudados radicales
orgénicos e inorganicos de raiz permiten el establecimiento de mayor poblacion de
microorganismos respecto a suelo sometido a procesos de AN. Es la rizosfera un espacio que
induce cometabolismo microbiano este oxida innecesariamente un segundo sustrato, pero es
incapaz de usarlo como nutriente y como fuente de energia (Atlas y Bartha 2002).

La biodegradaciéon de sustancias organicas a compuestos inorganicos por AN y FT en el
humedal con ambientes anaerdbicos y aerdbicos se relaciona con la concentracion y
disponibilidad de la molécula (Zheng et al., 2016), con factores ambientales (oxigeno,
carbono organico, nitrégeno, sulfatos, fosforo, hierro, salinidad y pH), y con la diversidad de
microorganismos (Almeida et al., 2012; Méndez et al., 2011; Terry et al., 2015). En
ambientes anaerodbicos el catabolismo de los hidrocarburos degrada a CH4, CO2 y H20. En
este proceso intervienen bacterias hidrocarbonoclasticas, bacterias desnitrificantes, reductoras
de sulfatos y hierro que respiran de forma anaerobia, y disponen del suministro adecuado de
electrones SO4, NO3 y Fe® para la biodegradacion bajo condiciones redox (Madigan et al.,
2015; Pepper et al., 2015). Las microalgas son organismos que habitan el humedal, asimilando
carbono organico influenciado por la luz, a través de la fotosintesis, donde asimilan
compuestos organicos a través de la respiracion aerdbica, que depende de la disponibilidad de
carbono organico (azucares, alcoholes y acidos organicos) (Chojnacka y Noworyta, 2003;
Park et al., 2012; Hu et al., 2012).

La AN con sistema rizosfericos de plantas acuaticas como: Leersia hexandra, Cyperus
articulatus, y Eliocharis palustris, nativas del humedal, remueven hidrocarburos totales del
petroleo en suelo contaminados entre 60916-1119373 mg/kg petrdleo y bioestimulan la
poblacién de bacterias fijadoras de N en la rizosfera de L. hexandra (Rivera-Cruz et al., 2016).
Se ha documentado que la poblacion de hongos heterétrofos e hidrocarbonoclasticos es mayor

en suelo con petroleo sometido a la AN, pero la poblacion de bacterias heterétrofas e



hidrocarbonoclasticas son mayor en FT usando L. hexandra (Gonzales-Moscoso et al., 2019).
Otra poblacién importante en el humedal son las microalgas ellas; han mostrado
aclimatizacién y adaptacion genética al petréleo en ambientes marinos (Hook y Osborn 2012;
Park et al., 2012). No existe informacion de as bacterias desnitrificantes asociados al petroleo,
pero ellas son importantes porque participan en el ciclo de N y carbono, elementos que se

relacionan con la degradacion de hidrocarburos en el humedal.

En este estudio se aplico la AN y la FT usando al pasto Leersia hexandra a suelo inundado de
humedal contaminado artificialmente con petrdleo crudo. Leersia hexandra es un pasto que
crece en humedales contaminados con hidrocarburos en el tropico himedo, y con potencial
para descontaminar suelos bajo condiciones aerdbicas. Comparar la respuesta de la AN y FT,
asi como las relaciones con factores quimicos y microbiolégicos con los que interactian

permitira conocer la sustentabilidad de estas tecnologias.



REVISION DE LITERATURA

2.1. El petréleo y su composicion

La palabra petrdleo proviene de las palabras latinas petra (roca) y 6leum (aceite) que significa
roca oleosa o aceite de piedra (Garritz, 2001). El petréleo es un aceite que resulta de la
degradacion anaerébica de materia organica, que permanecié almacenada durante largos
periodos de tiempo bajo condiciones de alta temperatura y presion, que la convierten en gas
natural, crudo y derivados del petroleo (Vargas et al., 2004). El petréleo crudo es una mezcla
compleja que se caracteriza por ser un liquido negro, viscoso y miles de compuestos quimicos
de la familia de los hidrocarburos, integrados por hidrégeno y carbono, ademés de
heterocompuestos de nitrégeno, oxigeno, azufre y metales como el vanadio y niquel (Rosini,
1960; Kirk-Othmer, 2001; IMP, 2014).

Los crudos tienen caracteristicas fisicas y quimicas muy variables de un campo de produccion
a otro e incluso dentro de un mismo yacimiento. La clasificaciobn mas burda, pero no menos
importante, es la clasificacion en crudos, pesados y ligeros al estar formado principalmente
por moléculas hidrocarbonadas, la densidad de un crudo sera tanto menor sea la relacion
atdbmica H/C. La densidad de los crudos puede oscilar entre 0,7 y 1, expresandose con mucha
frecuencia en grados APl (American Petroleum Institute) cuyo valor varia entre 70 y 5 ° API
(Wauquier, 2004).

El petréleo fresco es aquel extraido recientemente del yacimiento subterraneo, contiene entre
un 60 y 90% de los diferentes hidrocarburos (Morales, 2007), también lo componen
compuestos minoritarios de N, O y S, asi como pequefias concentraciones de metales pesados
como V, Ni, Pb y Fe (Kirk-Othmer, 2001).

La mayor cantidad de hidrocarburos son alcanos de cadena lineal (n-alcanos o n-parafinas),
alcanos ramificados (en menor cantidad), cicloalcanos (o naftenos) y cantidades variables de
hidrocarburos aromaticos. (Fernandez et al., 1992). Los principales componentes se
subdividen y purifican en distintas fracciones: i) fraccion saturada (n-alcanos, alcanos
ramificados con cadenas alquilicas y las cicloparafinas), ii) fraccion aromatica
(monoaromaticos, diaromaticos e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), iii) fraccion

de resinas y iv) fraccion de asfaltenos (Speight, 1991) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de los componentes quimicos del petrdleo fresco (Castillo et
al., 2005).

2.1.1. Hidrocarburos saturados

Los hidrocarburos saturados estan integrados por enlaces sencillos de carbono-carbono
(Garritz, 2001). Los mas ligeros (metano, etano, propano y butano) se encuentran en los gases
naturales, los medios (pentano hasta hexano) en el petroleo y los mas pesados en ceras

minerales (Fraume, 2007).

Los hidrocarburos saturados estan constituidos por una cadena de atomos de carbono
enlazados cada uno de 0 a 3 4&tomos de hidrogeno, excepto en el méas sencillo, el metano
(CHa). Cada carbono esta ligado siempre a otros cuatro atomos (carbono o hidrégeno), su
formula general es CnHan+2. La estructura de cadena recta se llaman parafinas normales o n-

alcanos y su formula desarrollada es: CHs- (CH2) n -CH3 (Waquier, 2004).

Los alcanos tienen baja reactividad, ya que para producir un cambio en su estructura se
requieren temperaturas elevadas, que aumentan de acuerdo con el incremento de sus pesos
moleculares (McCurry, 2008). Su punto de ebullicion aumenta con el nimero de atomos de
carbono. En las cadenas mas cortas, la adicién de un carbono aumenta el punto de ebullicién
unos 25°C y disminuye cuando esta aumenta (Waquier, 2004). Ejemplo de hidrocarburos

saturados se observan en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Listado de férmulas y estado fisico de los hidrocarburos saturados

n-alcanos Formula Estado fisico
Metano CHa Gas
Etano C2Hs Gas
Propano CsHs Gas
Butano CaH1o Gas
Pentano CsH12 Liquido
Hexano CeHus Liquido
Heptano C7Hae Liquido
Octano CgHas Liquido
Nonano CoH2o Liquido
Decano CioH22 Liquido
Undecano CuHa4 Liquido
Dodecano C12H26 Liquido
Tridecano Ci3Hzs Liquido
Tetradecano CiaHzo Liquido
Pentadecano CisHs2 Liquido
Hexadecano Ci6Hz4 Liquido
Heptadecano Ci17Hss Liquido
Octadecano CisHss Liquido
Nonadecano Ci9Ha0 Liquido
Eicosano C20Ha2 Liquido
Heneicosano Ca1Has Liquido
Ducosano Ca2Has Liquido
Tricosano CasHas Liquido
Tetracosano Ca4Hso Liquido
Pentacosano CasHs2 Liquido
Hexacosano CasHs4 Liquido

Fuente: Atkins y Jones, 2006; Klage, 2006; PTR, 2007; Zumdahl y Decoste, 2012; UNAM,
2016.



2.1.2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) estan integrados por dos o méas anillos de
benceno con anillos adyacentes que comparten dos atomos de carbono. Se encuentran con
frecuencia en el medio ambiente y se ha detectado en el agua potable, estos son incoloros o

blanguecinos (Jiménez- Cisneros, 2001).

Los HAP forman parte del petréleo crudo en concentraciones muy bajas (alrededor del 1%);
sin embargo, la principal fuente es la combustion incompleta a altas temperaturas del petroleo,
sus derivados (500-800°C) o de materia organica (100-300° C) (Haritash y Kaushik, 2009) y
de los incendios de bosques o pastizales (Zambrano-Monrroy, 2011).

Existen dos clases de HAP; (1) bajo peso molecular que contienen de 2 a 3 anillos aromaticos
(naftaleno, floureno, antraceno), y (2) alto peso molecular entre 4 a 7 anillos aromaticos
(pireno, benzo (a) pireno y criseno). Las caracteristicas fisicas y quimicas de estos
hidrocarburos varian en su peso molecular, e influyen su persistencia en el ambiente y sus
efectos en los sistemas bioldgicos, ya que se distinguen por tener una baja volatilidad y
solubilidad (Zambrano-Monrroy, 2011). En el Cuadro 2, se observa la estructura quimica y

estado fisico de varios hidrocarburos policiclicos.

Cuadro 2. Listado, estado fisico y estructura quimica de hidrocarburos policiclicos

Estado fisico Formula

Hidrocarburo

Molecular Desarrollada

Benceno Gas CeHs ©
Naphhalene Sélido CaoHs

Acenaphtene Sélido Ci2H1o

Anthraceno Sélido Ci4H10

Phenanthere Gas C1aH1o




Benzo(a)pyrene Sélido CaoH12 “

Fuente: Chaudhry, 1994.

2.1.3. Asfaltenos

Los asfaltenos son moléculas formados por compuestos poliaromaticos de alto peso molecular
que va desde 1000 hasta 20000 Daltons y punto de ebullicion arriba de de 540°C (Sheu y
Mullins, 1995; Centeno et al., 2004; Marroquin, 2007). La estructura quimica y molecular se
observa en la Figura 1. La composicion quimica de los asfaltenos segin Sheu y Storn (1995)
es; 82.7, 8.4, 0.92, 7.72 %, 145 y 308 mg/kg C, H, N, S, Ni y V, respectivamente, estas
transforman a los asfaltenos en fracciones de petroleo mas polares y pesadas (Morisoon,
2009). Su estructura consiste en un nucleo aroméatico condensado que puede contener desde 4
hasta 20 anillos bencénicos, los cuales estan ligados con cadenas alquilicas y cicloalcanos,
ademas de compuestos heterociclicos que poseen nitrogeno y oxigeno (Figura 2) (Speight,
1980; Groenzin y Mullins, 1999).

Figura 2. Estructura quimica de asfalteno (Carbognani, 1992)



Figura 3. Estructura molecular del asfalteno para el crudo Maya (México) (Altamirano et al.,
1986).

2.1.4. Resinas

La resina es una sustancia organica solida o de consistencia pastosa, de color café obscuro a
negro, insoluble en el agua, no volatil, soluble en el alcohol y en los aceites esenciales, y
capaz de arder en contacto con el aire, dependiendo de su naturaleza quimica (polaridad,
aromaticidad etc.) (Ferrandiz-Gomez, 1995). La resina de petrdleo es un término de uso
comun para resinas de hidrocarburos termoplasticos con una gravedad especifica de 1.0 y bajo
peso molecular, alrededor de 500 a 5000 kg/kgmol, derivadas de fracciones del petréleo
(Sugihara, 2014). La formula general CmHNnNiOjSk y estructura molecular convencional de la

fraccion resina alquitran y petroleo se observan en la Figura 4 (Mansoori, 2009).

Las resinas de petrdleo se clasifican en: alifaticas las cuales son polimeros de monémeros con
cinco carbonos y arométicas estas son polimeros de mondmeros aromaticos de nueve
carbonos (Mexpolimeros, 2020). La resina del petréleo tiene un efecto adherente y es
adecuada para uso en pinturas y barnices, recubrimiento, tintas de impresién, tintas
litogréaficas, papel, adhesivos, caucho, compuesto de curado de concreto en donde se requiere

pegajosidad (Marroquin, 2007).
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Figura 4. Modelo de estructura molecular promedio de (a) fraccion de resina alquitran - arena
y; (b) fraccién de resina de petréleo (Mansoori, 2009)

2.2. Elsueloy sus caracteristicas

El suelo es un cuerpo natural formado en la superficie terrestre para el crecimiento de las
plantas tenga o no horizontes discernibles, de igual manera es cualquier material dentro de los
2 m de la superficie de la Tierra que esté en contacto con la atmdsfera, con la exclusion de
organismos Vivos, areas con hielo continuo que no estén cubiertas por otro material, y cuerpos
de agua mas profundos que 2 m? (FAO, 1998; Soil Survey Staff, 1999).

La IUSS WRB (2007; 2015) informa que el suelo es un cuerpo natural continuo que tiene tres
dimensiones espaciales y una temporal. Los tres rasgos principales que gobiernan al suelo son:
(1) Esta formado por constituyentes minerales y organicos e incluye fases sdélida, liquida y
gaseosa. (2) Los constituyentes estan organizados en estructuras, especificas para el medio
pedoldgico, y (3) El suelo esta en constante evolucion, dando asi al suelo su cuarta dimension,
el tiempo. Asi mismo Porta et al. (2019) indica que el suelo tiene componentes minerales
(menores o iguales a 2 mm), fragmentos de roca (mayores de 2 mm), materiales organicos y
biota (Porta et al., 2019). EIl suelo con los requerimientos necesarios para la subsistencia de
los microorganismos se compone de al menos cuatro componentes, que son: 1) material
mineral inorgdnico normalmente en torno al 40% del volumen del suelo, 2) materia organica,
normalmente en torno al 5%; 3) aire y agua rondando el 50% y 4) organismos Vvivos, tanto

microorganismos como mesofauna (Figura 5) (Madigan et al., 2015).
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Figura 5. Composicion del suelo (Madigan et al., 2015).

2.2.1. Suelo del humedal

Las caracteristicas de un suelo que permanence por seis meses saturado con agua induce
propiedades gleyicas. Las propiedades gleyicas resultan de un gradiente redox entre el agua
featica y la franja capilar, causando una distribucion desigual de (hidr-) éxidos de hierro o
manganeso. Los colores reductimarficos reflejan condiciones permanentemente saturadas de
agua. En material franco y arcillosos, dominan los colores azul-verde debido a hidroxi-sales
de Fe (1, 1) (herrumbre verde). Si el material es rico en azufre (S), predominan los colores
negruzcos debido a los sulfuros de hierro coloidales. Los colores verdes azulados y negros son
inestables y con frecuencia se oxidan a pardo rojizos a las pocas horas de exposicion al aire.
En los suelos francos y arcillosos, los éxidos — hidroxidos de hierro se concentran sobre la

superficie de los agregados y en las paredes de los poros grandes (IUSS WRB, 2015).

Los suelos con propiedades stagnicas las condiciones reductoras son causadas por la intrusion
de otros liquidos, como la gasolina (IUSS WRB, 2015). En los gleysoles, la naturaleza
mineraldgica tiene superficies activas (arcillas 2:1) que permiten la acumulacién de los
hidrocarburos en la masa basal, en contraste con la actividad bioldgica que arrastra los
hidrocarburos a través de los canales; esto origina su fragmentacion y las condiciones

oxidantes para la precipitacion del hierro (Gutiérrez y Zavala, 2002).
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2.2.2. Importancia del carbono y nitrégeno en el suelo

2.2.2.1. Importancia del carbono en el suelo para plantas y microorganismos

El carbono es un elemento quimico con simbolo C, nimero atdbmico 6 y masa atomica 12,
01u. EI C llega a la biosfera a traves de la accion de las plantas, las cuales utilizan la energia
solar para transformar el CO> de la atmosfera (Campbell y Reece, 2007), y es un elemento
fundamental de los compuestos organicos, en los que se combina con nitrogeno, fosforo,

azufre, oxigeno e hidrégeno para constituir las moléculas (Jaramillo, 2004).

El carbono orgéanico del suelo (COS) es una pequefia parte del ciclo global del carbono ocupa
un 69,8 % del carbono organico de la biosfera (FAO, 2001). EI COS esta en forma de
polimeros de plantas, polimeros de paredes celulares fungicas y bacterianas y exoesqueletonas
de artropodos, los polimeros méas comunes son los polimeros vegetales y se obsevan en la
Figura 6; A) La celulosa es el polimero vegetal mas comdn. Es un polimero lineal de
subunidades de glucosa unidas a B-1,4. Cada polimero contiene 1000 a 10,000 subunidades.
B) La hemicelulosa es el segundo polimero mas comun. Esta molécula es mas heterogénea y
consiste en hexosas, pentosas y acidos uronicos. Un ejemplo de un polimero de hemicelulosa
es la pectina. C) El almidon es un polisacérido sintetizado por las plantas para almacenar
energia. EI almidon se forma a partir de subunidades de glucosa y puede ser lineal (unido a o-
1,4), una estructura conocida como amilosa, o ramificado (unido a 0-1,4 y a-1,6), conocido
como amilopectina. D) La quitina (hongos, artrépodos) y peptidoglicano (bacteria), y se forma
a partir de subunidades de N-acetil glucosamina unida por 3-1,4. Este polimero se encuentra
en las paredes celulares de hongos. E) Las paredes celulares bacterianas estan compuestas de
polimeros de N-acetil glucosamina y acido N-acetilmuramico conectados por enlaces 3-1,4
(Pepper et al., 2015).
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Figura 6. Polimeros organicos comunes encontrados en el medio ambientes, A) La celulosa.
B) La hemicelulos. C) El almidén. D) La quitina. E) Las paredes celulares bacterianas (Pepper
etal., 2015).

El COS afecta la mayoria de las propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas del suelo,
vinculadas con su: 1) calidad, 2) sustentabilidad y 3) capacidad productiva (Martinez et al.,
2008). En ecosistemas agricolas, la calidad del suelo depende en gran medida de la cantidad,
calidad y dinamica de las reservas del COS (Mollogoén et al., 2015). Una reduccién en el
contenido del COS puede acentuar la degradacion del suelo por erosion, compactacion,

lavado, acidificacion o salinizacién, y en general,

pérdida de nutrientes, provoca una

disminucion en la biodiversidad del suelo (Brady y Weil, 2008).
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2.2.3. Importancia del nitrégeno en el suelo para plantas y microorganismos

El nitrogeno (N) es un macronutriente para las plantas y microorganismos del suelo constituye
entre 1-5% del total de la materia seca de planta y 13% de bacterias, al formar parte de la
composicion de proteina, &cido nucleico, clorofila, co-enzimas, phytohormonas y metabolitos
secundarios (Hawkesford et al., 2012; Madigan et al., 2015). La importancia del N para las
plantas promueve el desarrollo de follaje, hojas y tallos en tiempos costos, induce color verde
oscuro al material vegetal, las células son més grandes con paredes mas delgadas y facilita la
formacion de carbohidratos (Garzén, 1998).

El N en el suelo forma parte de la materia organica (MOS) y entre el 95 a 99% forma parte de
compuestos organicos. La forma molecular disponible en el suelo para las plantas es nitrato
(NOs) y Amonio (NH4"), y para los microorganismos las dos formas anteriores mas el
nitrdgeno molecular (N2). El nitrato tiene mayor movilidad en el suelo que el amonio y es mas
disponible para la planta y los microorganismos. EI N en el horizonte superficial del suelo se
localiza en el rango de 0.02 a 0.5% y un valor cerca de 0.15% N representativo en un suelo
cultivable. Una hectarea de suelo puede contener entre 3.5 Mg en el horizonte A y quizés un

3.5 Mg adicional en capas mas profundas (Brady y Weil, 2008).

El NOs se absorbe por la raiz de la planta de manera activa, es decir, con gasto de energia, y
enzimas catalizan el pasaje de los iones NO3™a través de las membranas celulares, sobre todo a
nivel de los pelos radiculares (Stevenson, 1982), cuando el NOs™ ha ingresado a la planta se
almacena en tejidos radiculares o reducidos y sintetizados en aminoacidos, o depositados en el
xilema para ser transportados por los tallos en forma de aminoécidos y NOz", este se almacena
temporalmente o se mueve hacia las hojas. La asimilacion de NOs se realiza a través de una
serie de etapas: 1) NOs™ se reduce a NO2 por accion enzimatica y de la presencia de
fotosintatos, 2) NO2" se reduce a NHz por la accion de nitrito reductasa y 3) el NHz obtenido es
rapidamente incorporado a acido glutdmico por accion de glutamina sintetasa y glutamato,
ubicado dentro y fuera de las células (Perdomo et al., 1999).

La absorcién de NH4" por la planta puede ser activa y pasiva, cuando es pasiva su tasa de
absorcion depende mas del suministro de energia. Esto se debe a que una vez que es absorbido
el NH4" se incorpora a los esqueletos carbonados, y en caso de no exister carbohidratos

disponibles para este proceso, el amonio se acumula a niveles tdxicos dentro de la raiz. Una
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vez absorbido el NH4" no requiere ser reducido por lo que con relacién al NOs™ existiria un

ahorro de energia por parte de la planta (Perdomo et al., 1999).

La disponibilidad del N en forma organica e inorganica para los microrganismos es importante
para desarrollar su metabolismo y multiplicacion, ellos lo disponen en forma de proteina,
aminoacidos libres, compuestos nitrogenados formando complejos o polifenoles, N2, NOz y
NHs4 (Robertson and Groffman, 2015). Los microorganismos inmovilizan el N que ellos
mismos mineralizan, debido a que deben asimilar nutrientes inorganicos a los compuestos
organicos protoplamaticos (Alexander, 1995). El amonio esta asociado con el exceso de
productos de desecho en el metabolismo microbiano, en donde el amonio acumulado
representa la cantidad de N del sustrato que sobrepasa a la demanda microbiana. Y la
nitrificacion se asocia con las reacciones que producen energia en el metabolismo de las

bacterias autotrofas (Paul, 2015).

2.3. Importancia de las bacterias en suelo y rizosfera

La diversidad de organismos en el suelo y rizosfera son: macrofauna (>2mm), microflora,
mesofauna (0.1-2mm), microfauna (<0.1 mm) y microflora (<.1 mm). Los grupos de
microorganismos en el suelo y rizosfera es identificada por (1) el nimero de individuos, (2)
peso biomasa por unidad de volumen en el suelo y (3) su actividad metabdlica (respiracion
microbiana) (Brady y Weil, 2008). En el grupo de la microflora se ubican: microalgas,

hongos, bacterias y cianobacterias y actinomicetos (Brady y Weil, 2008).

La importancia de los microorganismos del suelo y rizosfera radica en la mineralizacion del
carbono organico que llevan a cabo para la transformacién de moléculas complejas a
moléculas minerales simples que puedan ser aprovechados por las plantas y microorganismos,
por ejemplo, en condiciones aerdbicas los almidones, azucares, lignina, celulosa, &cidos
organicos y aceites son descompuestos por microorganismos y se forman compuesto

intermedios mas simples (Ortiz y Ortiz, 1980).

Los microorganismos en el suelo se hospedan en la rizosfera, ella se define como la fina capa
de suelo adherida al sistema de raices de las plantas después de ser sacudida (Figura 7) (Atlas
y Bartha, 2002). En la rizosfera la raiz y los microorganismos depositan exudados organicos, y
son tres grupos, el primero los solubles en agua tales como azucares, aminoacidos, acidos

organicos, carbohidratos, enzimas, hormonas y vitaminas, el segundo los insolubles en agua
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materiales como paredes de celdas, residuos de raiz, mucilagos y células muertas, polimeros y
el tercer grupo el dioxido de carbono derivado de la respiracion de la raiz (Maschner, 2012;
Lynch y de Leij, 2012).

Los microorganismos en la rizosfera son estimulados para colonizarla, debido a los
compuestos orgénicos que la componen. La densidad de microorganismos es méas grande en
la rizosfera que el suelo a distancia. El incremento en el nimero de microorganismos de esta
relacién es expresado como la proporcion R/S, R es el numero por gramo en suelo rizosférico
y S es el suelo a distancia (Marschner, 2012). Los microorganismos mas beneficiados por la
presencia de las raices son las bacterias que incluso llegan a asociarse con ellas (Cuadro 3)
(Porta et al., 2003), al respecto Lynch y de Leij, 2012) informa que la poblacién de

microorganismos por gramo es mayor en la rizosfera que en el suelo a distancia.
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Figura 7. Composicion de la rizosfera (Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2007)
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Cuadro 3. Ejemplo de microorganismos importantes en suelo y rizosfera

Organismo Genero Rizosfera

(moo/g de suelo seco)

Bacterias Pseudomonas spp, 53x10°
Arthrobacter,
Agrobacterium,
Radiobacter y Rhizobium

Hongos Mucorales, Fusarium spp, 1x10°
Cylindrocarpon  spp vy
Penicillum spp.

Actinomicetos Streptomyces spp y 7x108

Nacardia spp.

Fuente: (Blasco, 1970; Buscot, 2005).

2.3.1. Bacterias hidrocarbonoclasticas

Las bacterias hidrocarbonoclastas son heterotrofas y capaces de crecer en sustratos que
contienen hidrocarburos como fuente de carbono y energia (Janzen y Teresinha, 2018), estas
se involucran en la mineralizacién de contaminantes de hidrocarburos presentes en el medio
ambiente (Narjes et al., 2015). La presencia del petroleo en el suelo enriquece selectivamente
la comunidad microbiana capaz de adaptarse y utilizar el nuevo sustrato, y crea una situacion
selectiva. Sin embargo, los componentes toxicos del petrdleo pueden inhibir a algunos
miembros de la actividad microbiana. A pesar de ello las bacterias hidrocarbonoclastas son las
principales responsables de la biodegradacion de hidrocarburos en el suelo (Fernandez et al.,
2006; Madigan et al., 2015).

La biodegradacion de hidrocarburos se realiza con la intervencion de las bacterias que utilizan
esta fuente de carbono y energia, ellas poseen enzimas capaces de adicionar grupos
funcionales al esqueleto de carbono, y polariza a las moléculas de hidrocarburos (Rojo, 2009),
esta degradacion se desarrolla de forma aerobia y anaerobia, siendo esta Gltima menos
frecuente (Wentzel et al., 2007).
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Diversos estudios han demostrado la importancia de las bacterias hidrocabonoclastas (BHCS)
en suelo y rizosfera contaminadas con petroleo. Orocio-Carrillo (2019) encontré que, a los
180 dias, las poblaciones de BHCs fueron mayor en rizosfera (135x102 UFC g s.s) con 102
g/kg HTP’s y en suelo (128x10% UFC g s.s) con 54 g/kg HTP’s, por lo contrario, la menor
poblacién de bacterias fue en suelo con 102 g/kg de petroleo lo que demuestra el incremento
en 4.2 veces de BHC’s por efecto de rizosfera solo fue inducido en suelo con 102 g/kg. De
igual manera Gonzalez-Moscoso (2015), obtuvo resultados de 19x10° UFC g s.s en rizosfera
utilizando Leersia hexandra por 180 dias

2.3.2. Bacterias desnitrificantes

Las bacterias desnitrificantes son filogenéticamente diversas y estan distribuidas ampliamente
en ecosistemas acuaticos (humedales) y terrestres. El proceso de desnitrificacion es inducido
por muchas especies de Eubacterias y en unas pocas Arqueobacterias, este proceso consiste en
la reduccion de nitratos con pérdida final de nitrégeno para el suelo. La desnitrificacion se
produce bien sea porque el organismo requiere el nitrégeno para sus células o el oxigeno para
la respiracion, la reduccion ha sido dividida en dos categorias: a) reduccion asimilatoria: por
medio de la reductasa asimilatoria los nitratos son reducidos y asimilados por el
microorganismo para sus requerimientos celulares b) reduccion desasimiladora: por medio de
la reductasa desasimiladora el organismo utiliza los nitratos como aceptores de electrones en
condiciones anaerobicas en lugar del oxigeno (Figura 8) (Blasco, 1970; Madigan et al., 2015).
Las Proteobacterias y Enterobacterias, son anaerobios facultativos, debido a que cambian el
aceptor de electrones como el oxigeno por 6xidos de nitrégeno bajo condiciones anoxicas (De
Mesa et al., 2006).

La desnitrificacion bacteriana es un proceso respiratorio en el que el nitrato es reducido a
nitrdgeno gaseoso (N2) bajo condiciones limitadas de oxigeno. El proceso de reduccion de
nitratos hasta gas nitrégeno ocurre en etapas sucesivas, catalizadas por sistemas enzimaticos
diferentes (Hernandez et al., 2016).

En humedales se presentan condiciones anoxicas con bajos niveles de oxigeno. Se ha
reportado que es un ambiente en donde se establecen bacterias desnitrificadoras y fijadoras de
nitrégeno, que se localizan en la capa superficial del suelo a una profundidad de 5 cm (Résh et

al., 2002), regulan la disponibilidad de nitratos, carbono y oxigeno (Song et al. 2012),
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remueven los nitratos de manera permanentemente del ecosistema y los retornan la atmosfera,

completando asi el ciclo del nitrégeno (Hernandez y Mistch, 2007).

Nitrato NO5~
Nitrato-reductasa Red?CCio’n
de nitrato
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Nitrito-reductasa
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(Pseudomonas
stutzeri)

Oxido nitrico NO

Oxido nitrico-reductasa

Gases | Oxido nitroso -

Oxido nitroso-reductasa
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Figura 8. Etapas de la reduccién desasimiladora del nitrato (Madigan et al., 2015).
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2.3.3. Bacterias y hongos heterétrofos

Las bacterias y hongos heterotrofos requieren compuestos organicos como fuente de carbono
para su crecimiento, y se encuentran sobre organismos superiores de donde obtienen los
compuestos organicos o0 bien en lugares donde existen materiales en descomposicion
(Campbell y Reece, 2005; Romero, 2007). Ellos requieren materiales organicos preformados
que utilizan como fuente de energia y como esqueletos carbonatados para la sintesis celular. A
causa de su pared celular rigida, no pueden procesar alimento y, por lo general, absorben
nutrientes solubles simples que pueden obtener a partir de polimeros complejos por liberacion

de enzimas extracelulares (Pascual y Calderdn, 2000).

Los microorganismos heterotrofos son importantes en el ciclo biogeoquimico del carbono,
reciclando o mineralizando el material organico en CO2 y H20O (Atlas y Bartha, 2002), ellos
son exigentes en sustratos carbonados entre ellos; hidratos de carbono, alcoholes y acidos
organicos sencillos hasta los compuestos polimerizados (celulosa y la lignina). La mayoria son
saprofitos comunes del suelo, eficaces transformadores de sustratos edaficos en biomasa
(Julca et al., 2006).

2.3.4. Microalgas en suelo inundado

Las algas son organismos eucariotas o procariotas, uni o pluricelulares sin estructuras de
conduccion, que presentan un amplio rango de tamafios. Las algas en contraste con otros
microorganismos como los hongos crecen mejor en suelos cuyo contenido de humedad es
alto, esto es debido principalmente a la diferencia de habilidad para crecer con la cantidad de
oxigeno existente en competencia con la humedad en los poros (Ledn, 1991). En relacién con
el tipo de sustrato al que se asocian pueden ser algas epifitas (sobre la vegetacion sumergida),
algas epipélicas (en sedimentos blando o limoarcillosos), algas epiliticas (sobre sustratos

duros) y algas epipsamicas (asociadas a sustrato arenoso) (Gomez et al., 2009).

Las microalgas constituyen parte escencial de los mares, rios y lagos y su importancia
bioldgica radica en que son organismos fotosintéticos capaces de convertir la energia del sol
en energia quimica. En ecosistemas acuaticos, tales como arrecifes, manglares, humedales
etc., las microalgas no solamente contribuyen de manera considerable a la produccion de
materia organica, si no también al reciclaje de nutrientes y a la produccion de oxigeno en sus

aguas (Pefia et al., 2005). Ademas, en suelos inundados, las microalgas pueden hacer una
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contibucién similar o mayor a los incrementos de nitrégeno adicionados al suelo (Salas,
1987).

Dentro del contexto de la biorremediacion asistida con microalgas, han demostrado que son
capaces de biotransformar y biodegradar contaminantes aromaticos comdnmente encontrados
en aguas naturales y residuales (Semple et al., 1999). Las microalgas y cianobacterias proveen
carbono reducido y nitrégeno al microbiota presente en los ecosistemas acuaticos, lo que
incrementa el potencial de degradacién y eliminacion de contaminantes. En adicion, ciertas
algas, cianobacterias y bacterias fotosintéticas son utiles como indicadores de contaminacion
ambiental y, por lo tanto, tienen aplicacion en pruebas de toxicidad (Ferrera-Cerrato et al.,
2006).

2.4. Efecto de los hidrocarburos del petréleo en plantas y microorganismos

Los derrames de hidrocarburos de petréleo son una de las principales fuentes de
contaminacion de suelos y aguas ya que ocasionan perturbaciones en los ecosistemas al
afectar su estructura y bioprocesos (Zamora et al., 2012). Este tipo de contingencias
ambientales originan efectos directos sobre la biota, ya que el petréleo contiene compuestos
quimicos téxicos que producen dafios a plantas, animales y humanos, pero principalmente
sobre las poblaciones de microorganismos, los cuales representan parte importante del
ecosistema y son claves para los procesos biogeoquimicos (Vasudevan y Rajaram, 2001;
Zamora et al., 2012).

En México existen extensas areas contaminadas con hidrocarburos procesados del petroleo,
debido principalmente a derrames, asi como a las actividades propias de la industria petrolera.
Se estima que en los Gltimos 20 afios han provocado pérdidas por mas de 50 mil millones de
délares, con mayor impacto en el aspecto ambiental y agricola (Navarro-Machado, 2009). Este
tipo de compuestos se acumulan en ecosistemas marinos y terrestres, siendo responsables del
deterioro de algunos suelos contaminados. La contaminacion del suelo y el agua ha venido en
aumento como resultado de las malas practicas en la explotacion, refinacion, distribucion,

mantenimiento y almacenamiento de petroleo crudo y sus derivados (Iturbe et al., 2007).

2.4.1. Efecto en planta
En un derrame de petréleo, el dafio inicial a las plantas consiste en la muerte del follaje y

tejidos lefiosos, pero algunas especies no mueren y se regeneran. Algunas comunidades de
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plantas responden a la contaminacién con un cambio en la composicion de las especies
(Freedman, 1989). Los hidrocarburos del petréleo penetran y matan al embrion de las
semillas, disminuyen su germinacion, inducen un inadecuado desarrollo y comportamiento
radicular, provocan achaparramiento, clorosis y amorfismo en plantas, estas sufren
deficiencias de nutrimentos (Elias-Murguia y Martinez, 1991; Méndez-Natera et al., 2004). La
altura de la planta, germinaciéon y produccion de la biomasa también son caracteristicas
fisiologicas sensibles a la toxicidad de los hidrocarburos (Ramirez, 2012). De igual manera la
disminucion del crecimiento vegetal y la muerte de las plantas son indicadores de la toxicidad

de los hidrocarburos (Powell, 1997; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004).

2.4.1.1. Efecto de los hidrocarburos del petroleo en pastos

Los efectos del petroleo en pastos han sido reportados por diversos Investigadores:

Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004) evaluaron plantulas y plantas Echinichloa polystachya y
Bracharia mutica durante 32 y 150 dias, respectivamente, de exposicion a tres diferentes
concentraciones de petréleo (50000, 100000 y 150000 mg.kg?). Los resultados muestran
efectos negativos en germinacion, altura, longitud de raiz y biomasa conforme la

concentracion de petroleo fresco incrementa en el suelo.

Larenas y De Viana (2005) estudiaron la respuesta de germinacion y supervivencia de
Tithonia tubaeformis a contaminates derivados del petréleo (gasoil: 0, 1.96, 3.93% vy aceite
usado de auto: 0, 2.75% y 5.5%). Los resultados informan que el gasoil inhibié compltamente
la germinacién, mientras que el aceite usado de auto en ambas concentraciones no se
diferencia del control y permitio la germinacion y supervivencia de las plantas; esto pudiera
ser debido a que la proporcion de hidrocarburos fue menor en aceite usado (1%) que en gasoil
(13.7%).

Rivera-Cruz et al. (2012) evalud el efecto de 150, 50000 y 78000 mgkg* de petrdleo fresco en
el crecimiento de Brachiaria mutica, y resultd que las variables respuestas tiene tolerancia al

petréleo fresco.

Gonzalez-Moscoso et al. (2019) elabor6 un experimento por 240 dias, usando Leersia

hexandra en la fitorremediacion y dosis de petroleo fresco de (0, 26346, 48748, 76585 mg-kg
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1, resultando que a dosis altas de petroleo (76585mg-kg™), se promovié la mayor cantidad de

raices y obtuvo un efecto positivo en la biomasa aérea.

Orocio-Carillo et al. (2019) realizd un experimento (180 dias) con la finalidad de conocer el
efecto de la concentracion de petroleo fresco en crecimiento, produccion de materia seca y
contenido de proteina foliar de L. hexandra en un suelo Gleysol. La exposicion a una dosis de
aceite de 7.9 g.kg! aument6 la materia seca aérea en 105% en comparacion con el control, con

tendencia a disminuir a medida que aumentan las dosis de aceite.

2.4.2 Efecto en microorganismos

Los hidrocarburos del petréleo en los microorganismos provocan disminucion y/o aumento de
la microflora segun el tipo de petroleo y el tiempo de derrame en el sitio (Rivera-Cruz et al.,
2002; Rivera-Cruz 2011; Guo et al., 2014). Los compuestos del petréleo influyen en el
ndmero, composicion, biomasa y actividad microbiana en el suelo (Wang y Bartha, 1994). Sin
embargo, existen microorganismos que se adaptan y utilizan como fuente de carbono los
hidrocarburos y, asi incrementar su actividad metabdlica bajo estas condiciones (Labud et al.,
2007).

En suelos con petréleo los microorganismos adaptados a este sustrato lo utilizan como fuente
de carbono y energia, durante su degradacion se generan moléculas toxicas, estos metabolitos
intermedios poseen un alto grado de toxicidad y provocar un dafio a la biota microbiana del
suelo (Trinidad et al., 2005; Chinios et al., 2010), al respecto segiin Wang y Bartha, (1994) los
metabolitos como los acidos grasos, materiales fendlicos y terpenoides son fitotdxicos (Wang
y Bartha, 1994).

2.4.2.1. Efecto del petréleo en microorganismos
Diversos investigadores reportan el efecto del petréleo en microoganismos:

Cinco cepas bacterianas degradadoras de fenantreno y fijadoras de nitrogeno atmosférico:
RM15, RM10S (aisladas de suelo contaminado con petroleo), RM12A (aislada de suelo
contamiando con fenantreno), Azospirillum brasilense cd y A. halopraeferems (aislado de
suelo no contamiando), fueron evaludas por Miranda-Martinez et al. (2006), para determinar
su dindmica poblacional en area contaminada con fenantreno (30 mgkg™) en presencia o no

del pasto aleman. Los resultados indican que las cepas RM15, RM10S y RM12A presentaron

23



un incremento los primeros dias, después dismunuyo hasta dejar de ser detectada. La mayor
poblacién de bacterias inoculadas se observo en los tratamientos sin planta con dosis de 30

mgkg™ de fenantreno.

Vazquez-Luna et al. (2010) evaluaron el impacto del petréleo crudo sobre bacterias fijadoras
de nitrégeno de vida libre, en un suelo con cinco concentraciones de petréleo (1200, 3500,
10000, 20000 y 40000 mgkg™), y los resultados dicen que a las 219 hrs, hubo un incrmento
exponencial de colonias 2 a 3.5 veces mas abundantes en el testigo, en los tratamientos con
mayor concentracion de petréleo hubo menor diversidad de colonias, pero las poblaciones

fueron significativamente mayores.

Medina et al. (2014) estudiaron la biodegradacién de petréleo por microorganismos
autoctonos en suelo con 4.61, 1.5y 0.48% de petroleo provenientes de la bahia Amuay, en los
suelos contaminados se aislaron e identificaron tres especies autdctonas de hongos del genero
Aspergillus (Niger, Flavus y Terreus), resultando que Aspergillus Niger es la cepa que
presenta mayor aumento (1.66 UFC gss), y concluyen que los hongos del genero Aspergillus

son capaces de crecer y degradar los hidrocarburos totales del petroleo.

2.5.  Tecnologias bioldgicas de recuperacion de suelos

Las tecnologias de remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos del petroleo es la
operacion unitaria o serie de operaciones unitarias que altera la composicion de una sustancia
peligrosa o contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o biolégicas (EPA 2001). La
finalidad de las tecnologias es extraer, destruir, modificar, reducir su toxicidad o movilidad
del contaminante, para reducir y/o eliminar su peligrosidad del suelo (Zamudio, 2010). Los
métodos y procedimientos para seguir en el proceso de remediacion del suelo y humedales
con petroleo dependen del sitio, topografia, acceso, cercania a las cuencas hidrogréficas y las
condiciones ambientales, también se debe tener en cuenta el esparcimiento y movimiento de la
mancha de petroleo (Ecopetrol, 1996; Ortiz et al., 2006).

Las tecnologias de remediacion bioldgicas de suelos con petroleo se clasifican segun el lugar

en donde se aplique y puede ser in situ y ex situ (Figura 9).
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Figura 9. Clasificacion de tecnologias de remediacion biologicas (INECC, 2007).

2.5.1. Atenuacion natural de los hidrocarburos

La atenuacién natural (AN) es una tecnologia natural que se desarrolla principamente a nivel
in situ, y en ella sucede la reduccion de las concentraciones del contaminante en el ambiente
con procesos bioldgicos, fisicos (adveccion, dispersion, dilucién, difusion, volatilizacién,
sorcién/desorcion) y reacciones quimicas (intercambio i6nico, complejacion, transformacion
abidtica) (US Army, 1995).

La biodegradacion es uno de los principales procesos que ayudan a la atenuacion natural en el
suelo, siendo los microorganismos esenciales para cambiar la quimica de este. La
adaptabilidad que tenga la poblacion microbiana, asi como el requerimiento nutricional, es lo
gue permite degradar a los contaminantes por medio de reacciones. Entonces, los cambios
guimicos causados por los microorganismos pueden disminuir directa o indirectamente las
concentraciones de los contaminantes (Corona-Ramirez e lturbide-Argielles, 2005) ademas la
AN estd propuesta como una practica “costo-efectiva” Optima de bajo riesgo (Margesin y

Shinner, 2001).
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2.5.1.1.Atenuacion natural como tecnologia bioldgica de recuperacion de suelos

Romaniuk et al. (2007) evalu6 y compard la tasa de descomposicion de dos tipos de
hidrocarburos (gasoil y aceite de carter) por medio de las técnicas de atenuacién natural y de
la incorporacion de un producto comercial especifico, en un suelo franco, extraido del
horizonte A de un Argiudol Tipico contaminado con gasoil y aceite de carter, y los resultados
indican que la AN fue mas lenta y menos efectiva degradando 4.520 y 6.076 mgkg™

respectivamente, que el uso del producto comercial (23 mgkg™) a los 180 dias.

Gomez-Rivera, (2012) realiz6 un estudio comparativo de la biodegradacion de hidrocarburos
totales del petréleo a través de la atenuacion natural, bioestimulacion y bioaumentacion en un
suelo contaminado, los resultados indicaron que la AN tiene desventaja con respecto a la
bioestimulacion y bioaumentacion, esto debido a la ausencia de oxigeno, por otro lado en
condiciones naturales (AN), las bacterias degradadoras de hidrocarburos muestran

competencia con las bacterias aerobias nativas y Pseudomonas.

Godmez et al. (2009) en un estudio comparativo de la bioestimulacion, la atenuacion natural y
la bioaumentacion en un suelo contaminado con una mezcla de gasolina-diésel, y los
resultados informan que la AN indujo menor porcentaje (52.79%) de degradacion de
hidrocarburos totales del petréleo con respecto a los otros métodos los cuales alcanzardn
porcentajes de remocion de 60.45 y 64.925%, esto es debido a que la AN depende de la
presencia o ausencia de los microorganismos degradadores adecuados, oxigeno disuelto y el

nivel de biodisponibilidad de los contaminantes.

Gonzélez-Moscoso et al. (2019) realizdé un experimento durante 240 dias para evaluar la
remocion de petréleo mediante atenuacion natural y fitorremediacion usando Leersia
hexandra, teniendo que la mejor remocion fue dada en tecnologia de atenuacion natural 95%
en suelo con 48748 mgkg ' de HTP’s contrariamnete la menor remocion se encontro en

fitorremediacion 37.3% en suelo con 79521 mgkg™ de HTP's.
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2.5.1.2. Fitorremediacion como tecnologia bioldgica

La fitorremediacion es un conjunto de tecnologias que reducen in situ o ex situ la
concentracion de compuestos organicos e inorganicos a partir de procesos bioquimicos
realizados por microorganismos asociados a plantas adaptadas al estrés ambiental (Delgadillo-
Lopez et al.,, 2011). Se utilizan plantas para bioaumentar al suelo y eliminar a los
contaminantes organicos siempre que sean moderadamente hidréfobos, y utilizan dos
mecanismos principales: a) La absorcion directa de contaminantes y la acumulacion posterior
de metabolitos no fitotdxicos en el tejido vegetal y b) Liberacion de exudados y enzimas que
estimulan la actividad microbiana y la mejora resultante de las transformaciones microbianas

en la rizosfera (Shirdam et al., 2009).

La fitorremediacion incluye procesos de remediacién basados en plantas, tales como:
fitoextraccion, fitoestabilizacion, fitoimmovilizacion, rizofiltracion y fitovolitizacion (Ali et
al., 2013), la eficiencia de estas técnicas depende de numerosos factores ambientales
combinados, donde las plantas descomponen los contaminantes organicos en el suelo
mediantes procesos vegetales internos a través de la actividad microbiana, la cual se ve

reforzada por la presencia de la rizosfera (Aisien et al., 2015).

Entre las plantas adaptadas a suelo con hidrocarburos del petrdleo se ha reportado a los pastos

tropicales, por ejemplo:

Chéavez et al. (2010) utilizaron pasto Egipto (Bracharia mutica), en la fitorremediacién de
suelo contaminado con petréleo nuevo (biogenico, 50000 y 78000 mgkg™), y los resultados
informan que al dia 158 después de establecer el experimento la mayor degradacion del

petréleo fue de 65% en concoentracion de 50000 mg kg™t

Adams et al. (2015) estudiaron la relacion entre el petréleo crudo extrapesado y crecimiento
de un pasto tropical forrajero (Brachiaria humidicola), teniendo como resultado que al afio
después del establecimiento del experimento, la biomasa se incremento hasta un 73% a las
concentraciones mas bajas y en concentraciones por encima de 7000 ppm, se presento una

reduccion sustancial (-56% con respecto al testigo).

Hernandez-Valencia et al. (2017) evaluaron la capacidad del pasto Megathyrsus maximus

(37500 mgkg™) para fitorremediar un suelo contaminado con petroleo extrapesado, los
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resultados mostraron que a los 120 dias el contenido de hidrocarburos se redujo en un 17.1%

con M. maximus.

2.6. Bioquimica de la degradacion de hidrocarburos de petroleo

La biodegradacion de hidrocarburos es el proceso de oxido reduccion cuyo fin es la obtencién
de energia, el cual utiliza microorganismos que toman a los hidrocarburos como sustrato
(Eweys, 1998), este proceso de biodegradacion se realiza en ambientes sin plantas y con
plantas en condiciones aerobicas y anaerdbicas. En condiciones oxicas los microorganismos
que intervinen contienen enzimas denomidas oxigenesas que son dependientes del oxigeno,
para que los microorganismos puedan degradar hidrocarburos, primero tienen que oxidar con
oxigeno el ultimo carbono de la molecula gracias al complejo multienzimatico que no hacen
mas que incorporar esta molécula de oxigeno (Cookson, 1995). Asi se obtiene un hidrocarburo
con un grupo alcohol siendo asi una molécula mas reactiva. Mediante otras enzimas este
grupo alcohol se oxida hasta grupo aldheido y finalmente carboxilico, se obtiene una molécula
similar a un &cido graso y puede ser degradado a acetil-CoA por b-oxidacion (Madigan et al.,
2015). La degradacion de los hidrocarburos ocurre mayoritariamente en condiciones
aerobicas, debido a que la degradacién es mucho mas rapida (Castillo et al., 2005). En la
degradacion anaerobia o aerobia los microorganismos, necesitan un comburente para oxidar
los hidrocarburos, este es el oxigeno en aerobiosis y nitrato, sulfato o Fe (111) en anaerobiosis
(Lovley, 1999; Castillo et al., 2005; Villatoro-Monzon et al., 2008).

2.6.1. Degradacion aerobica

La oxidacion aerobicas de hidrocarburos alifaticos saturados tiene como paso inicial al
oxigeno molecular (O2) como reactante, uno de cuyos atomos se incorpora en el hidrocarburo
oxidado. Esta reaccion la lleva a cabo una monooxigenasa con una secuencia tipica de
reacciones (Figura 10). El producto final es acetil-CoA. Sin embargo, no en todos los casos la
oxidacidn inicial se produce en el carbono terminal. A veces puede producirse en el segundo
carbono y entonces las reacciones posteriores son diferentes. La posible ruta de la
biodegradacion de los hidrocarburos aromaticos inicia con una reaccion catalizada por una
enzima di-oxigenasa (Camacho-Morales et al., 2010). Los electrones de NADH se transfieren
a traves de los diferentes componentes de la enzima para incorporar dos atomos de oxigeno en

el anillo aromatico (Haddock et al., 1997), se forma di-hidroxi-dohidro-diol seguido por una
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reaccion de deshidrogenacion por una di-hidroxo-diol deshidrogenasa para obtener di-diol

(catecol) con sustituyentes (Figura 11).

Hi-BH: +  [NAR - 00

n-Octano 4[‘]2]

l Monooxigenasa

C7HsEH:0H +  NADH* =+ H20
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nADH
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Hz20 NAD*

OH
C7H 15ﬁ= (0]

Acido n-Octanoico
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AMP + PP

P — Oxidacion
a acetil-Col

Figura 10. Pasos en la degradacion aerobica de un hidrocarburo alifatico, el primero
de los cuales esta catalizado por una monooxigenasa (Madigan et al., 2015).

29



H:0 + NAD*

. H H
HEE NAD* OH
0 OH
Hz0 H ’
MNADH 2
Benceno OH H

Monooxigenasa
Benceno Epdxido benceno Bencenodiol Catecol

Monooxigenasa

Figura 11. Paso en la degradacion aerobica de la hidroxilacion del benceno a catecol por una
monooxigenasa, donde el NADH es el donador de electrones (Madigan et al., 2015).

Degradacion anaerobica

En habiats microbianos anoxicos como los humedales, se desarrola la reduccién anaerdbica de
las moléculas organicas y se realiza con donadores de electrones como SO4, NOs y Fe?, los
compuestos organicos se catabolizan por fermentacion.

Degradacion anaerobia:

Sustrato + (NOs-, SO4 %, Fe3*, Mn**, CO2) — Biomasa + CO2 + (N2, Mn?" S**, Fe2* CH4)
(Maroto y Rogel, 2004).

El catabolismo anoxico de hidrocarburos lo catalizan bacterias que respiran de forma
anaerobia, incluidas las bacterias desnitrificantes y las reductoras de sulfatos. En condiciones
anoxicas, el catabolismo de los compuestos aromaticos transcurre mediante la reduccion del
anillo en vez de la oxidacién del anillo. La reduccién del anillo prosigue con la escision de
este para producir un acido graso de cadena lineal o un acido dicarboxilico que se puede
catabolizar posteriormente en intermediario del ciclo del acido citrico (Figura 12). Se han
obtenido también resultados experimentales que corroboran la degradacion anaerdbica del
benceno, compuesto aromatica que carece de un atomo de oxigeno. El catabolismo del
benceno es llevado a cabo por algunas bacterias desnitrificantes y reductoras del hierro férrico
(Madigan et al., 2015).
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El catabolismo anoxico de hidrocarburos alifaticos hexano, la adicion del fumarato
proporciona los atomos de oxigeno necesarios para formar un derivado del acido graso que se
puede catabolizar por beta-oxidacién para dar acetil-CoA. Los electrones (H) generadores en
el catabolisnmo del hexano son utilizados para reediducir sulfato o nitrato en la
correspondiente respiracion anaerobia (Figura 13) (Madigan et al., 2015). Los hidrocarburos
altamente clorados (percloroetano) que son recalcitrantes en condiciones aerdbicas, pero

suceptibles de biotransformacidn en condiciones anaerdbicas (Pepper et al., 2015)

Formacion Reduccidn Escisidn Oxidacion
gekbenm”' del anillo del anillo B
o
C C C C C Hacia el ciclo
oo I I I I L delacido
Co
= CO0
| # —) F mgms) 2 Acetato +
N AT 4 H, 8 propionil-
CoA
Benzoa Benzoil —CoA Pimelil-
to (Cy) CoA (Cy)

Figura 12. Degracion andxica del benzoato por via del benzoil-CoA (Madigan et al., 2015).
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Seleccionar una tecnologia natural sustentable para suelo arcilloso inundado y degradado por
la actividad de la industria petrolera del sureste de Mexico, basada en los niveles de
degradacion de hidrocarburos totales del petroleo, acumulacion de carbono organico y N total,
estimulacion bajo condiciones de saturacion de la microflora nativa, y el crecimiento y

produccion del pasto L. hexandra.

3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el crecimiento de L. hexandra en diferentes concentraciones y tiempo de
exposicion a petrdleo como una especie forrajera alternativa en el humedal

contaminado.

2. Determinar el efecto de la tecnologia natural y concentracién de petréleo en la
produccién de L. hexandra, la poblacion de bacterias, hongos, microalgas,

acumulacién de carbono organico, nitrogeno total en suelo y rizosfera de L. hexandra.

3. Analizar la relacién de la degradacion de hidrocarburos totales del petréleo alcanzados
después de la aplicacion de la atenuacion natural y fitorremediacion, con el contenido
de carbono organico, Ntotal, mineralizacion del nitrégeno, poblacion de bacterias
heterotrofas, hidrocarbonoclasticas, desnitrificadoras, hongos heterotrofos, microalgas

y produccién de materia seca de L. hexandra.
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HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general

El sistema de tratamiento del petréleo en suelo por atenuacion natural del petréleo fresco bajo
condiciones de inundacién induce una mayor remocion de hidrocarburos totales del petrdleo y
una mayor actividad microbiana respecto a la fitorremediacion asociada a la microflora de la

rizosfera del pasto Leersia hexandra.

4.2 Hipdtesis especificas
1. El crecimiento de la especie forrajera L. hexandra en condiciones de inundacién y
fusionada con la concentracion de petréleo y tiempo de exposicion, es afectado de

manera directa con el incremento de estas.

2. La tecnologia bioldgica de fitorremediacion comparada con atenuacién natural induce
mejor respuesta en variables de poblacion de bacterias (heterotrofas,
hidrocarbonoclastas y desnitrificantes), acumulacién de carbono organico y nitrégeno

total en suelo rizosferico.

3. La mayor degradacion de hidrocarburos totales del petr6leo se presenta en suelo
inundado (atenuacién natural) induciendo respuestas positivas, relacionadas con la
poblacion de hongos, microalgas y COS/Nt, pero de manera negativa con bacterias,
COS y Nt, siendo estas afines a fitorremediacion, pero con menor degradacion de
HTP’s.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecié en un microtinel ubicado en el Colegio de Postgraduados
Campus Tabasco (17.983 N y 93.388 O). Esta investigacion se desarrolld durante seis meses
en cuatro etapas de trabajo: Etapa |I. Campo. Etapa Il. Establecimiento de experimento y
seguimiento de crecimiento. Etapa Ill. Laboratorio. Etapa IV. Procesamiento de datos (Figura
14).

Etapa I. Campo | Colectay R/A Paso y playa, H.

procesamiento de suelo | Cérdenas, Tabasco

v

Produccion  de L. Crecimiento vegetal

hexandra (plantula) Longitud estolones (cm)
v Tasa de crecimiento (cm d?)
Etapa Il. Experimento Bioensayo (2x4) Plantas en macollo
y seguimiento de » >
crecimiento l

Planta
» Materia seca aérea (g)
* Materia seca raiz (g)
Etapa I11. Laboratorio » * Volumen radical (m?)
*  Numero raiz primaria
» Longitud raiz primaria (cm)
»  Numero raiz secundaria (basal, medio y apical)
Quimicas
» Carbono organico (%)
*  Mineralizacion (C/N)
» Degradacion de hidrocarburos totales (%)
Microbioldgicas
Bacterias heterétrofas (UFC g*s.s.)
«  Bacterias hidrocarbonoclastas (UFC g s.s.)
Bacterias desnitrificantes (UFC g s.s.)
« Hongos heterotrofos (UFC g s.s.)
« Microalgas (UFC mL*s.s.)

v

Etapa IV. Analisis de datos » «  ANOVA
* Prueba de medias (Duncan
p<0.05)
« Correlacion

Figura 14. Flujograma del proceso de investigacion
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5.1. Etapa I. Trabajo de campo y produccion de plantulas

5.1.1. Colectay procesamiento de suelo

El suelo fue tomado del horizonte superficial Ap de un Gleysol cubierto con pasto, en el Km 2
Carretera Cérdenas-Huimanguillo, R/A Paso y Playa, estado de Tabasco (Figura 15a). Las
coordenadas geograficas del sitio de muestreo son 17°57'41"N y 92°21'38’“a 17 metros sobre
el nivel del mar. Se colectaron 150 kg de suelo que se secd bajo sombra (Figura 15b) y se
moli6é con un mazo de madera. La muestra utilizada para establecer el bioensayo se tamizo en
malla 0.5 mm (Figura 15c), para los analisis quimicos se tamiz6 en mallas de 0.5 y 2mm. Las
propiedades del suelo fueron: textura arcillosa y arcillo arenosa, por sedimentacion de

Bouyoucos (Bouyoucos, 1962); el pH es moderadamente acido (6.5) (DOF, 2002); el

contenido de materia organica por combustion seca va de moderado a alto (2.3 a 3.5%)
(Walkley y Black, 1934).

Figura 15. Procesamiento de suelos. a) colecta, b) secado y c) tamizado.

5.1.2. Colectay produccién de plantula

En esta investigacion se utilizd el pasto L. hexandra que se caracteriza por crecer en
humedales del estado de Tabasco, es un pasto perenne, con rizosfera sumergida en el agua y
enraizada en el GL inundado al menos durante seis meses al afio. Los tallos de L. hexandra se
colectaron para la produccion de plantulas en un sitio contaminado por derrames crénicos de
petréleo desde hace 30 afios, en el ejido José Narciso Rovirosa, a dos kilémetros al suroeste
del Complejo Procesador de Gas La Venta, Huimanguillo, Tabasco. Se prepard alméacigo en

charola de pléstico con suelo tamizado en malla 12 (2 mm de didmetro).
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De los tallos maduros de L. hexandra se cortaron estolones de cinco cm de longitud con
raices, y se sembraron 25 dias antes de establecer el experimento (Figura 16a), para el traslado
a las unidades experimentales. El riego fue diario y se mantuvo el suelo a capacidad de campo
(Figura 16b). La altura de las plantulas establecidas en el experimento fue 9.8 + 3.5 cm (25

dias después de sembradas en el alméacigo) (Figura 16c).

s 25 /55 PSS ]
Figura 16. a) Rizomas sembrados en almacigos, b) Riego diario con abundante
agua y c) rizomas de pastos a los 25 dias después de la siembra.

5.2. Etapa Il. Experimento y seguimiento de crecimiento en L. hexandra

5.2.1. Contaminacién del suelo y disefio experimental

El petréleo fresco (PF) utilizado fue extraido del campo petrolero Cinco Presidentes,
localizado en la parte noroccidental de Tabasco, en la plataforma continental frente al Golfo
de México. El petréleo es del tipo Istmo mediano con 36.31° de densidad, esta constituido por
56.4% de la fraccion saturados, 23.7% de aromaticos y 19.4% de asfaltenos y resinas
(Gonzalez-Moscoso et al., 2019).

El experimento se realizé en microtunel por 180 dias en H. Cardenas, Tabasco, México. La
temperatura promedio bajo microtinel fue de 32 + 4.7°C. El disefio experimental fue
completamente al azar con arreglo de factores (2x4): Factor 1. Sin planta (atenuacion natural)
y con L. hexandra (fitorremediacion). Factor 2. Dosis de petroleo fresco (0, 22, 52 y 76 g/kg
base seca). Ocho tratamientos con tres repeticiones. La unidad experimental (UE) fue un
contenedor de vidrio (14.5x15 c¢cm, diametro y altura) con 2.0 kg de suelo tamizado. Esta UE

se adecud a un microcosmo de humedal artifical.
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El suelo (2.0 kg) (Figura 17a) se mezclo6 por separado con 0, 30, 60 y 90 g de PF y se mezcld
con una varilla de vidrio. La mezcla suelo-PF se colocé en los contenedores de vidrio (Figura
17b). En las UE para fitorremediacion se trasplanté una plantula de L. hexandra y se aplico
riego con agua de pozo artesanal cada 24 h para mantener condiciones de anegamiento, con
una lamina de agua permanente de 5 cm superficial (Figura 17c), y la UE para atenuacion

natural se mantuvo bajo condiciones de anegamiento con similar volumen de agua que las UE

de fitorremediacion (Figura 17c).

o 2 SO T
Figura 17. a) Peso de suelo Gleysol (2 kg), b) mezcla de suelo y petrdleo para cada unidad
experimental, ¢) ldmina de agua en atenuacion natural y fitorremediacion.

5.2.2. Andlisis de crecimiento

El crecimiento de L. hexandra evaluado con longitud de estolones (LE) y nimero de plantas
en macollo (NPM) se evalto al dia 30, 60, 90, 120, 150 y 180 después del trasplante. LE se
midié con regla graduada en cm desde la zona del cuello hasta el apice de la hoja central
(Figura 18a) y PJM consistio en contar directamente el nimero de plantas que emergen de la
base del tallo (Figura 18b).

La tasa de crecimiento relativa (TCR) fue determinada usando la LE en los tiempos antes

indicados, mediante la formula de Hunt et al. (2002):

00 02-00 01

D00 S g eeveseseeesesesse e s st s

(1)

Donde In: logaritmo natural. w: altura (cm). t: tiempo (dias)
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Figura 18. a) Medicion de longitud de estolones y b) conteo de plantas jovenes al
macollo.

5.3. Etapa IV. Laboratorio

5.3.1. Colecta de muestra de agua
Cinco dias antes de levantar el experimento se colecté 10 mL de agua de cada unidad

experimental. La muestra se depositd en frascos de vidrios estériles, y se proceso la muestra

para observar en el laboratorio.

5.3.2. Levantamiento del bioensayo experimental

Al dia 180 después de establecido el experimento y que el suelo de las UE mantuviera una
humedad a capacidad de campo, se cosecharon las plantas. Esto consistio en separar el suelo,
tallo y raiz de L. hexandra (Figura 19a, b). El suelo y rizosfera se homogenizé por UE y se
colectd de cada una de ellas para analisis quimicos y microbiol6gicos (Figura 19c). El tipo de
muestra y cantidad se depositaron por separado en bolsas de polietileno. Se tomo 20 g para
hidrocarburos totales del petréleo, 30 g para poblacion de microorganismos y 50 g para
humedad, pH, carbono organico y nitrogeno total. Las muestras para hidrocarburos totales se
almacenaron en refrigerado a temperatura (-4 °C), y para propiedades quimicas Yy

microbioldgicas a 4 °C hasta su procesamiento en laboratorio.
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Los tallos con hojas fueron separados de la raiz y colocados en bolsas de papel previamente
etiquetadas para cada UE. Finalmente, la raiz se lavd con abundante agua de la llave para
quitar el suelo adherido a estas (Figura 19d), se dejaron secar bajo techo por 24 horas (Figura
19e), pasado este tiempo de colocaron en bolsas de papel previamente etiquetadas (Figura
19f).

5 R g m
Figura 19. Cosecha de experimentos: a) separacion de raiz y materia aérea de L. hexandra,
b) homogenizacion del suelo sometido a la atenuacion natural, c) colecta de muestra, d)
lavado de raiz, e) secado de raiz bajo techo, y f) materia seca de raiz en bolsa de papel.

5.4. Etapa IV. Trabajo de Laboratorio

5.4.1. Variables en raiz

En raiz fresca al dia 180 se evaliio nimero de raices primarias por conteo directo (Figura 20a),
longitud de raiz con regla graduada en mm (Figura 20b), nimero de raices secundarias en
base, media y apice de la raiz primaria (tramos de 10 mm) usando estereoscopio Steemi 2000
(Carl Zeiss Microimagen Gmb H (Figura 20c), didmetro de raiz primaria con un vernier
digital (Mitutoyo 500-196-30) y volumen radical el cual fue evaluado en raices frescas con la
técnica de desplazamiento de agua con probeta (Bohm, 1979), que consiste en colocar las
raices en una probeta graduada procurando que estas queden lo mas compactada posible,
después se le agrega agua del grifo hasta cubrir todas las raices y finalmente se midié por
volumetria (Figura 20d).
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Figura 20. Variables en raiz: a) conteo de nimero de raiz primaria, b) longitud raiz primaria, c)
tramo de 10 mm de raiz secundaria para conteo y d) volumen radical.

5.4.2. Materia seca aéreay raiz

La materia aérea y raiz se colocé en horno a temperatura de 65°C por 72 horas. Pasado este

tiempo se procedid a pesar la materia seca con balanza semi analitica (Ohaus, modelo Scout
Pro SP2020) (Figura 21).

Figura 21. Peso de materia seca aerea y raiz.

5.4.3. Poblacion de bacterias, hongos y microalgas

La poblacion de bacterias heterétrofas (BH), bacterias hidrocarbonoclasticas (BHC), hongos
heterétrofos (HH), bacterias dersnitrificantes y microalgas se evalud en suelo y rizosfera al dia
180 después de establecido el experimento. Los cinco grupos microbianos fueron
determinados por el conteo de células viables.
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5.4.3.1.Bacterias, hongos heterotrofos y bacterias hidrocarbonoclasticas

Tres grupos de microorganismos en medios de cultivos especificos por cuenta viable en caja
petry (Pepper and Gerba, 2015): (a) bacterias heterdtrofas en medio agar nutriente (15 g de
agar, 3 g de extracto de carne, 5 g de peptona y 8 g de NaCl) (Johnson and Curl, 1972), (b)
hongos heterétrofos en medio papa dextrosa agar (15 g de agar, 200 g de papas, 20 g de
dextrosa, y 3.5 mL de rosa de bengala fenol) (Johnson and Curl, 1972), y (c) bacterias
hidrocarbonoclasticas fueron crecidas en medio de cultivo mineral (20 g de agar, 0.8 g de
K2HPO,, 0.2 g de KH2POg4, 0.1 g de KCI, 0.025 g de Na2MoO4 2H20, 4.9mL y Na,FeEDTA,
0.2 g de MgSO4 7H20, 0.06 g de CaCl> 2H>0 y 1.0 L de agua) (Rennie, 1981) y 200 pL of

oil.

La cuenta técnica de cuenta viable por dilucion seriada se realizé de la siguiente manera; a)
Pesar 10 g de muestra (Figura 22a), b) Mezclar muestras (10 g) en 90 mL de agua destilada
estéril (Figura 22b). ¢) Homogenizar mezcla por 10 minutos a 180 rpm (Figura 22c). d)
Dilucion seriada, toma 1 mL de la mezcla y diluir en 9 mL de agua destilada contenida en
tubos de ensayo previamente etiquetados para obtener dilucion 102, se repite esto
consecutivamente hasta 10° (Figura 22d). e) Cada dilucion contenida en los tubos de ensayo se
agita para homogenizar (Figura 22e). f) Tomar alicuota de 0.1 mL de cada dilucion y se
inocular sobre el medio de cultivo contenido en la caja Petri, las cajas Petri se etiquetan antes
de inocular por dilucion (Figura 22f), después se rastrilla la alicuota en la caja Petri tratando
de cubrir todo el espacio disponible para esta (Figura 22g). Finalmente, las cajas Petri
sembradas se colocaron en bolsas de polietileno y se incubaron a 30°C durante 48 hrs. El
conteo de colonias viables se realizo en la dilucion en donde crecieron entre 30 a 300 unidades
formadoras de colobnias (UFC) (Figura 23). La poblacion de cada grupo microbiana se

reporté en forma de UFC por gramo de suelos seco, se usé la formula siguiente:

__ UFC total x peso suelo seco

UF C .88 = — e (2)

peso suelo huimedo
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Figura 22. Técnica de cuenta viable por dilucion; a) peso de muestra, b) muestra en dilucién
inicial, ¢) homogenizar muestra, d) diluciones seriadas en tubos, e) mezcla de diluciones para
alicuota, f) alicuota sobre medio de cultivo y g) distribucion de alicuota.
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Figura 23. Unidades formadoras de colonias en medios de cultivos: a) becterias
hidrocarbonoclastas medio mineral, b) bacterias heterdtrofas en agar nutriente y c) hongos
heterdtrofos en papa dextrosa agar.

5.4.3.2. Bacterias desnitrificantes

El grupo de bacterias denitrificantes fue evaluado por la técnica del namero mas probable
(NMP) (Pepper and Gerba 2015). La composicion del medio liquido desnitrificante usado en
este experimento fue la siguiente: Sodio citrato 5,0; KNO3z 2,0; KH2PO4 1.0; KoHPO4. 3H20
1.0; Mg S04.7H20 0.2 (pH 7,0) (Pei et al., 2010). Los cultivos se incubaron a 30°C durante
dos semanas, después de la cual el NOs™ se probo la remocion y aquellos con crecimiento y
produccion de gas fueron anotados. Se consideraron los tubos que cumplian con los siguientes
criterios (crecimiento, eliminacién de nitrato, produccion de gas) positivos para la

desnitrificacion.

La técnica NMP consistié en agregar 9 mL de agua destilada para siembra en tubos Hungate
(Figura 24a), b) se esterilizan los tubos en la autoclave a 121 °C por 18 minutos (Figura 24b),
c) se pesan 10 g de suelo y se agitan con 90 mL de agua destilada por 15 minutos a 180 rpm
(Figura 24c), d) se pipetea 1 mL de alicuota de la muestra madre y se deposita en los tubos de
dilucion (Figura 24d), e) se agitan los tubos de dilucion en agitador (Figura 24e), f) de los
tubos de dilucién se transfiere 1mL de la muestra a los tubos Hungate por cada U.E. se
tomaran cinco tubos para la dilucion seriada (Figura 24f), g) Los tubos se introducen a
incubadora a 35 ° C por 72 horas (Figura 24g) y h) pasado este tiempo los tubos que presentan
burbujas o turbidez se toman como positivos (Figura 24h). La poblacion bacteriana se reporto
en forma de UFC por gramo de suelos seco para lo cual se calculé el NMP de la muestra,
primero se determind el nimero caracteristico, para ello se seleccioné como P1 la dilucion
mas baja en la que todos o el mayor nimero de tubos resulto positivo; P2 y P3 representan el
numero de tubos positivos en las siguientes diluciones, después de localiza el numero

caracteristico registrado en la tabla NMP, con lo que se obtiene la cantidad de microrganismos
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inoculados en la dilucion intermedia, para obtener las UFC se multiplica el NMP obtenido en
tablas por el reciproco de la dilucion media, posteriormente para obtener UFC g s.s. se aplica

la siguiente férmula (Ramirez-Gama et al., 1998) :

UFC total x peso suelo seco
UFC/g.ss = P (3)

peso suelo humedo

Figura 24. Técnica del nUmero mas probable para poblacion de bacterias desnitrificantes: a)
preparacion de tubos Hungate, b) esterilizacion, ¢) mezcla muestra + agua estéril, d) dilucion
seriada, €) mezcla de diluciones, f) alicuota en medio de cultivo, g) incubacion, h) cuenta
(positivo y/o negativo observacién burbuja de nitrégeno).

5.4.3.3. Microalgas en agua

La técnica para el recuenta celular de microalgas en agua superficial por UE fue directo
usando una camara de Neubauer (Arredondo- Vega et al., 2017).
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El procedimiento fue el siguiente; a). Toma 10 mL de agua superficie contenida en cada
unidad experimental (U.E) (Figura 25a). b) Deposité de muestra en frascos previamente estéril
(Figura 25b). c) Se preservaron las muestras en fresco y se trasladaron al laboratorio. d) en el
laboratio, se agita en frasco con la muestra y se procede a succionar una muestra de 10 pL con
micropipeta. e) se llena la camara con el cubreobjetos ya puesto, colocando la punta de la
pipeta en la muesca en forma de V que tiene la camara, cuidando que el volumen depositado
sea suficiente para que una parte llegue a los canales laterales, pero sin inundarlos. f)
Generalmente se enfoca la cAmara con el objetivo 10x (Figura 25c). El registro se hace
contando las células que quedan dentro de cada una de las cuadriculas marcadas como L y

usando la siguiente férmula (Arredondo- Vega et al., 2017) (Figura 26).

no. de células x 10, 000

Concentracion (Cels/mL) = no. de cuadros contabilizados . .. ... ... 4)

Figura 25. Toma de muestra para microalgas: a) Agua-microalga en UE para colecta de
muestra, b) muestra representativa, ¢) microalgas en el campo de conteo en microscopio
(objetivo 10x).

IS L

L L

Figura 26. Cuadriculas marcadas con letra L, es donde debe hacerse el conteo de células
en la cAmara de Neubauer.
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5.4.3.3.1. Diversidad de bacterias y hongos heterotrofos y bacterias hidrocarbonoclastas
La diversidad de colonias de bacterias heterotrofas e hidrocarbonoclasticas que crecieron
sobre el medio de cultivo se realiz6 en base a rasgos macroscopico como; color, tamafio,
borde y forma (Ramirez-Gama et al., 1998). Las colonias de hongos heterdtrofos se

caracterizaron por color a los cinco dias de crecimiento.

5.4.4. Andlisis quimicos del suelo y rizosfera
En suelo y rizosfera seca de cada unidad experimental se evaluo el potencial hidrogeno (pH),
conductividad eléctrica, Carbono organico, Nitrogeno total al dia 180, y los hidrocarburos

totales del petroleo (dia 1 y 180).

El pH se determind con potenciémetro (Hanna HI 9811-5 portable) relacién 1:2 con H>O; 10 g
de suelo y 20 mL de agua (Jackson, 1964). La conductividad eléctrica fue evaluada con un
conductimetro (Hanna HI 9811-5 portable), C organico oxidable (Walkley y Black, 1934),
Ntotal (micro Kjeldhal; Page et al., 1982), usando el extracto de suelo y rizosfera y la

siguiente ecuacion:

1.401[V1M1-V2M2)—(V3M1-V4M2)]
P

N (%) =

Doénde:

V1= mililitros de acido estandar puesto en matraz receptor para muestras

V2=mililitros de NaOH estandar usado en la titulacion

V3=mililitros de acido estandar puesto en matraz para blanco

VV4=mililitros de NaOH estandar usado en la titulacién en blanco

M1=Normalidad de &cido estandar

M2=Normalidad de NaOH estandar

P=peso de muestra tomada (1g)

fd=factor de dilucion de la muestra

Hidrocarburos totales del petroleo (HTP). La extraccion de los HTP se hizo en equipo soxhlet
(EPA, 1996), se utiliz6 el diclorometano con 99.5% de pureza. La cuantificacion fue con
gravimetria (DOF, 2006). 10 g de suelo humedo fue transferido al dedal de papel filtro (Figura

27a) y la extraccion de realizo por ocho horas (Figura 27b), el sobrenadante se concentrd en
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matraces. Los matraces junto con el concentrado de petroleo permanecieron por 24 hrs en

desecador, pasado este tiempo se peso el matraz + concentrado (Figura 27c).
La concentracion de HTP residual se calculé mediante la siguiente ecuacion:

(HTP’s g)(1000 L)
HTP (g/kg suelo seco) = — e (6)

Donde: HTP= (PM + HTP extraidos del suelo) - (PM)
PM= peso del matraz de extraccion a peso constante. Ps = peso del suelo de extraccion.

La degradacion del petréleo (%) se realizé determinado el porcentaje de perdida de HTP de la

rizosfera y suelo al dia 180 respecto a los HTP inicial.

Figura 27. Extraccion y cuantificacién de HTP: a) Muestra de suelo 10 g en dedal, b)
extraccion de petroleo en Soxhlet y ¢) peso de petréleo.

5.5.Etapa V. Procesamiento de datos

Los datos de las variables longitud de estolones, tasa de crecimiento relativo y nimero de
plantas al macollo de L. hexandra se ordenaron segun cuatro concentraciones de petroleo y
seis tiempos evaluadas (factorial 4x6). La longitud de raiz, nimero de raices, materia seca
raiz, aérea obtenida al dia 180 segun concentraciones de petréleo, y las variables poblacion de
bacterias heterdtrofas, hidrocarbonoclasticas, desnitrificadoras, hongos heterétrofos y
microalgas, degradacion, carbono organico y N total al dia 180 se ordenaron segun la
integraccion concentracion de petroleo y tecnologia (factorial 4x2). Para cada variable se
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verificd la prueba de distribucion normal y analisis de varianza (ANOVA) y se efectud la
prueba de comparacion maltiple de medias para obtener el nivel de significancia entre las
interacciones por el método Tukey (p < 0.05) con el programa estadistico SAS version 9.4
(SAS, 2005). La correlacion de Pearson se aplicd a los datos de las variables degradacion,
carbono organico, nitrégeno, microbiologicas, plantas en macollo y materia seca radical
obtenidos al dia 180.

49



RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Crecimiento y produccion de Leersia hexandra

6.1.1. Interaccion del petrdleo y tiempo de exposicion

Los analisis de varianza indican que la interaccion en la concentracion de petréleo (CP) y
tiempo de exposicion (TE) provocan diferencias estadisticas significativas para longitud de
estolones (LE) (Apéndice, Cuadro 9.2), dandose el valor mas alto (313 y 323 cm) en suelo
testigo a los dias 150 y 180 de exposicién (Figura 30A). La LE determinada al dia 30, 60, 90,
120 y 180 de exposicién a 22, 52 y 76 g/kg de petréleo fue afectada negativamente, conforme
incrementa la concentracion de esté, ocurre una disminucion en la variable, siendo la minima
de (36 cm) en suelo con concentracion de 76 g de petréleo al dia 30 (Figura 28A) (Apéndice,
Cuadro 9.1). La LE expuesta a 22 g el rango en el tiempo fue 36 a 134 cm, en 52 g (68 a 225
cm) y expuesta a 76 g de petréleo (42 a 197 cm), mientras que la planta sin petréleo fue mayor
entre 103 a 323 cm (Figura 28A). El efecto negativo del petréleo entre 30.6 a 58.5%
encontrado en esta investigacion en la longitud de Leersia hexandra ha sido reportado por
otros autores (Rivera-Cruz et al., 2005; Vazquez-Luna et al., 2010; Trujillo-Narcia et al.,
2014; Arias-Trinidad et al., 2011), por lo anterior Baker (1970) menciona que el petréleo varia
su toxicidad segun el contenido de compuestos en cuanto mayor sea la concentracion, mas
toxico serd, provocando dafios severos a las plantas como la inhibicion de rebrotes, la
disminucion de la elongacion radical y el crecimiento vegetal (Kapustka y Reporte 1998), ya
que los hidrocarburos totales del petréleo impiden la absorcion del agua y los nutrientes
(Quifiones et al., 2003).

En la tasa de crecimiento relativo (TCR) se obtuvieron resultados similares a LE, teniendo que
la mayor tasa de crecimiento relativo (4 cm dia*) fue en suelo testigo al dia 30 de exposicion
y la menor (0.2 cm dia®) en suelo con la mayor concentracion de petréleo (76 g) a los dias 90
y 120 (Figura 28B) (Apéndice, Cuadro 9.5) tal respuesta se debe a que concentraciones bajas
de petroleo estimulan el crecimiento vegetativo (Plice, 1948), de igual manera (Zhang et al.,
2007; Chen et al., 2008, y You et al., 2014) mencionan que Leersia hexandra Swartz es un
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hidrofito con una alta capacidad de acumulacién y tolerancia para adaptarse e invadir con

facilidad ambientes alterados por el hombre (Awah et al., 2012).

En plantas al macollo (PM) se observaron diferencias estadisticas significativas por efecto de
la interaccion CP*TE (Apéndice, Cuadro 9.4), pero mayor PM (41) en suelo con 52 g de
petroleo al dia 150, y la menor (3) en 76 g de petroleo al dia 30 (Figura 28C) (Apéndice,
cuadro 9.3). El rango mayor de PM (4.3 a 41 y 3.3 a 39) en los seis tiempos fue cuando L.
hexandra estuvo expuesta a 52 y 76 g de petréleo respectivamente, y la menor en suelo sin
petréleo que se muestra a través del tiempo entre 6 a 23 nuevas PM (Figura 2B). El efecto
positivo del petroleo en la formacion de nuevas PM ha sido reportado en L. hexandra por
Gonzéalez-Moscoso et al. (2017) y Orocio-Carrillo et al. (2019) aunque autores como Rivera-
Cruz et al. (2001) reportan respuestas contrarias en el pasto Echinocloa polystachya. El efecto
positivo del petréleo puede deberse a que Leersia hexandra es un pasto adaptado a la
contaminacion provocada por estos, a causa de su sistema rizosférico que permite que se
desarrollen procesos de degradacion y mineralizacion de moléculas orgénicas para
proporcionarle los nutrimentos necesarios a su desarrollo y crecimiento (Maldonado-Chavez
et al., 2010; Phillips et al., 2012), ademas de que la respuesta de esta graminea al estrés al que
fue sometido puede deberse a mecanismos de defensa antioxidantes que utiliza para
protegerse del dafio y poder tener la capacidad de crecer y producir (Orocio-Carillo et al.,
2019) .
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Figura 28. Longitud de estolones (A), Tasa de crecimiento relativo (B) y plantas al macollo
(C) de Leersia hexandra por efecto de dosis de petréleo en seis tiempos hasta el dia 180
después del transplante. *Indica media con mayor nivel de significancia estadistica (Tukey;
p<0,05; a<b; n=6).

6.1.2. Efecto de los factores concentracion de petréleo y tiempo de exposicion

En el Cuadro 4 se observa una reduccion significativa de LE (38 a 64.7%) y de TCR (33 a 58.9%) por
efecto de la concentracion de petréleo. Contrariamente PM incrementd de manera significativa (27.7 a
35%) con la concentracién de petroleo en el suelo, siendo la dosis de 52 g/kg de petroleo el tratamiento

que indujo el mayor efecto en esta variable.

En lo que respecta al tiempo de exposicion de L. hexandra al petroleo fue positivo y significativamente
para LE y PM hasta el dia 180; sin embargo, la TCR fue afectada de manera negativa. La mayor LE y
PM fue de 220 cm y 35 con incrementos de 57.6 a 77% para la primera variable LE y 34 a 90.6% para

la segunda variable (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto del petréleo y tiempo de exposicidn en crecimiento de Leersia hexandra

Petroleo LE TCR PM Efecto (%)
(cm) (cmd?) (NGmero) LE TCR PM

Concentracion (a/kq)

0 252a 1.8a 13b

22 156b  1.2ab 18ab -38 -33.3 +27.7
52 139b  .86b 20a -448 -52.2 +35
76 89c 74b 18ab -64.7 -58.9 +27.7
Exposicion (dia)

30 50d 2a 3.3c

60 118cd 2a 5c 576 0 34

90 124c  .58b 12b 5.7 -71 72
120 179b  .78b 17b 72 -61 82
150 208ba .95b 29ba 76 -52 88.6
180 220a  .82b 35a 77 -59 90.6

LE: Longitud de estolon. TCR: Tasa decrecimiento relativo. PM: Plantas en macollo. Efecto
se obtuvo de la media menor por variable multiplicada por 100 y dividida con el valor mayor
en cada variable. Valores negativos la variable es afectada y valores positivos la variable se
estimula. Letras diferentes por factor indican diferencias estadisticas significativas (Tukey
<0.05, n=24).

6.1.3. Efecto del petroleo en raices

La media de la longitud de raiz primaria (LRP), nimero raices secundarias en la base (NRSB)
y numero de raices secundarias en la parte media (NRSM) expuesta a 22, 53 y 76 g de
petrdleo al dia 180 fueron estadisticamente iguales al testigo (Cuadro 5) (Apéndice, Cuadro
9.7). Contrario a lo anterior el nimero de raices primarias (NRP) y numero de raices
secundarias en &pice de raiz primaria (NRSA) de Leersia hexandra fueron diferentes
estadisticamente por efecto de la dosis de petréleo en el suelo, con una relacion directamente
proporcional a la concentracion de petréleo (Cuadro 5) (Apéndice, Cuadro 9.7). EIl mayor
NRP (203 y 206) fue en planta expuesta a 52 y 76 g/kg petroleo, mientras que la menor (82)
en suelo sin petroleo (testigo), los incrementos fueron 59.6 y 60%, respectivamente. EI NRSA
mayor (20) en el apice de la raiz primaria fue en 76 g/kg de petréleo, con un incremento de

40% en relacion con el suelo sin petroleo. Lo anterior en primer término pudiera deberse a que
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el suelo posee altos contenidos de nutrientes incrementando el enraizamiento sobre suelos con
petréleo en proceso de fitorremediacion (Hou et al., 2001), o por que los pastos crean una
rizosfera extendida con tolerancia a los hidrocarburos totales del petroleo (Merkl et al., 2005;
Maldonado-Chévez et al., 2010). Por otro lado, Lynch et al. (2002) mencionan que con
disponibilidad de agua existe crecimiento en la raiz gracias al incremento de la biosintesis del
acido abscisico y acido indolacético que se incrementa por estrés ambiental. Al respecto,
Orocio-Carillo et al. (2019) encontr6 que longitud radical a los 180 dias es similar
estadisticamente al control, resultados similares a los obtenidos en esta investigacion. Por otro
lado, en nimero de raices encontré un efecto estimulatorio conforme la dosis incrementa,
mientras que en raiz secundaria en tercio medio basal estas indujeron una relacion dosis-
respuesta directamente proporcional a las concentraciones de petréleo, los resultados
anteriores son contrarios a los encontrados en esta investigacion ya que en tramo tercio basal y
medio se encontro estimulacion en dosis muy altas.

Cuadro 5. Efecto de la concentracion de petrdleo en suelo sobre longitud y nimero de raiz

primaria, nimero de raiz secundaria en tramo basal, medio y apice después de 180 dias de
exposicion

Petrdleo Raiz primaria Raiz secundaria (nimero)

(9/kg) Longitud (cm)  Numero Basal Media Apical
0 38a 82c 5a 12a 12b
22 40a 179b 3a 10a 12b
52 41a 203a 3a 8a 13b
76 38a 206a 4a 1la 20a
Sin 38A 82B 5A 12A 12A
Con 40A 196A 3A 10A 15A
Media general 39 167 4 10 14
CV (%) 0.03 0.34 0.025 0.16 0.27

En columnas diferentes letras minasculas similares indican que los valores son estadisticamente
iguales (Tukey, < 0.05, n=6). Letras mayusculas diferentes por columna indican diferencias
estadisticas significativas (Tukey, < 0.05, sin petréleo n=6 y con petréleo n=18).
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6.1.4. Volumen radical segun petréleo

El medio del volumen de raiz muestra diferencias estadisticas significativas por efecto de la
concentracion del petroleo al dia 180 después del transplante (Figura 29A). Los valores de
esta variable aumentaron con el incremento de la concentracion de petréleo. EI mayor
volumen (76 cm®) se formd en plantas que crecieron en suelo con 52 g de petréleo, el
incremento fue de 35.3% con respecto a la planta cultivada en suelo testigo (Figura 29B).
Resultados similares fueron encontrados por Gonzalez-Moscoso et al. (2017) donde la mayor
cantidad de volumen radical se formo en plantas que crecieron en suelo con 90 000 mgkg™ de
HTP con un incremento de 61.4% respecto al suelo testigo; al respecto, Liu et al. (2011) y
You et al. (2014) indican que posiblemente se debe a que L. hexandra es una planta que
desarrolla un sistema radical denso en condiciones de estrés. Sin embargo, (Garcia et al.,
2013) encontraron resultados diferentes en cuatro gramineas: Avena sativa, Hordeum vulgare,
Chloris gayana y Triticum aestivum ya que el volumen radical al dia 56 presentd una

reduccidn significativa debido a la contaminacién del suelo.
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Figura 29. Volumen radical de Leersia hexandra (A) segun concentraciones de petréleo y (B)
sin y con petroleo.

6.2.Produccién de Leersia hexandra

6.2.1. Materia seca aérea, radical y total segin concentracién de petréleo
La Figura (30A) muestra que existe diferencias significativas en la materia seca aérea (MSA)
y la materia seca radical (MSR) de Leersia hexandra por efecto de la concentracion de

petréleo en el suelo (Apéndice, Cuadro 9.8). La mayor cantidad (15 g) de MSA se encontré en
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suelo sin petréleo y la menor 11.8, 12.4 y 11.7 g al exponerse a 22, 52 y 76 g/kg petroleo,
resultando un decrecimiento de 21.8, 15 y 22 % respecto al testigo. Estos resultados se
comprueban con la relacion MSA* concentracion de petroleo que negativa y significativa (r=-
450%*) (Cuadro 10). En contraste los valores de MSR aumentaron con la presencia del petréleo
(r=578**) (Cuadro 10). La mayor cantidad de MSR (6.3 g) fue en suelo con 52 g de petroleo y
la menor (2.0 g) en suelo testigo. La materia seca total (MST) fue menor un 12.6% por efecto

del petroleo respecto al testigo (Figura 30B).

Resultados similares obtuvieron Gonzéalez-Moscoso et al. (2017), donde el petréleo a
diferentes concentraciones provocd un efecto negativo en la materia seca aérea de L.
hexandra, pero estimuld la materia seca radical y volumen radical. Sin embargo (Ramirez et
al., 2018) encontraron que en el dia 200 el petréleo promovi6 la mayor formacién de raiz,
tallo y hoja en todos los tratamientos, siendo la biomasa radical la que sigue una tendencia
gradual directamente proporcional a la cantidad de raiz con el aumento de la dosis de petroleo.
Por otro lado, Arias et al. (2017) demostraron en Phaseolus vulgaris que la biomasa seca total
disminuye de manera proporcional segun el incremento de las concentraciones de petrdleo, y
que la biomasa seca aérea y biomasa seca radical fueron las variables mas afectadas por la
concentracion de hidrocarburos totales del petréleo. Por otro lado, Rivera-Cruz et al. (2016)
encontraron que la materia seca aérea del pasto lambedora a los 12, 24 y 36 meses de
exposicion disminuye por efecto toxico del petréleo en el suelo del humedal. Al respecto la
disminucion de la materia aérea segun Al- Yemeni et al. (2010), es debido a que el petréleo
puede afectar la fotosintesis y el contenido de clorofila en la vegetacion, de igual manera este
forma una capa cerosa sobre los agregados del suelo y la raiz provocando que los nutrientes en
el suelo no puedan ser asimilados por las plantas (Rivera-Cruz et al. 2004, Merkl et al. 2005).

La mayor MSR de esta gramiea inducida por la presencia del petréleo, segin Bona et al.
(2011) puede ser a que la planta inhibir el crecimiento foliar para aprovechar la mayor
cantidad de sus recursos y energia para consolidar la fraccion radical. Ademas, la estimulacion
de la biomasa radical se debe al estrés inducidos por el anegamiento del suelo provocando la
elongacion, crecimiento en grosor y formacion de raices adventicias las cuales pueden
favorecer la salida del etileno acumulado en los tejidos y favorecer la absorcion de oxigeno
(Pardos 2004).
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Figura 30. Materia seca de L. hexandra al dia 180 de exposicion a petroleo. (A) Materia seca

aérea y raiz en suelo con diferentes concentraciones de petréleo. (B) materia seca total en
suelo sin y con petréleo.

6.3. Efecto del petréleo en bacterias, hongos y microalgas asociados a la atenuacion
natural y fitorremediacion

Las poblaciones de los tres grupos de bacterias, hongos y microalgas tuvieron diferencias

estadisticas significativas al dia 180 por efecto de la interaccion concentracion de petréleo, y

tecnologias bioldgicas de fitorremediacion (FR) y atenuacién natural (AN) (Cuadro 7)

(Apéndice, Cuadro 9.10).

En lo que respecta al grupo de bacterias, las poblaciones de bacterias heterotrofas (BH) fueron
mayores al aplicar FR (38 x 10° UFC g* s.s.) en suelo testigo, pero en suelo con 22 g/kg de
petréleo las mayores poblaciones de BH se dieron en AN (31 x 10° UFC g? sss.) vy las
menores (2 x 10° UFC g's.s.) en AN sin petrdleo. Resultados similares se dieron en bacterias
hidrocarbonoclastas (BHCT) donde las mayores poblaciones fueron en FR (363 y 247 x 103
UFC g? s.s.) en suelo testigo y en 52 g/kg de petroleo, contrariamente las menores
poblaciones se dieron en AN (27, 19, 10, y 8 x 10° UFC g s.s.) en concentraciones de 0, 22,
52,y 76 g/kg de petroleo respectivamente.

El incremento de BH y BHCT en la rizosfera de L. hexandra puede estar condicionadas por la
presencia de la raiz en el suelo, ellas inducen cambios fisicos y quimicos en el suelo

favorables para las bacterias diazotroficas (Porta et al., 2003). Similares resultados reportan
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Glick (1995); Lynch et al. (2002) e indican que la poblacién de bacterias por gramo de suelo
que se halla alrededor de las raices de las plantas (rizosfera) es mayor que en suelo a distancia,
debido a los altos niveles de nutrientes que hay en la zona que rodea a las raices provocando
su rapido crecimiento y disponibilidad para utilizar un amplio rango de sustratos como fuente

de carbono y nitrogeno.

Las mayores poblaciones de bacterias desnitrificantes fueron en suelo inundado en donde se
aplicé FR (221 x 10%? UFC g* s.s.) en la concentracion mas alta (76 g/kg) de petroleo, y la
menor en suelo contaminado con 22 y 52 g de petroleo tratado con AN. Al respecto las
poblaciones de bacterias desnitrificantes en la rizosfera ha sido reportado por Résh et al.
(2002) vy, ellas se hospedan en la rizosfera posiblemente por las siguientes condiciones;
contenidos ricos de N total en el suelo el cual se cumple en los suelos usado en esta
investigacion (Cuadro 9) y las advecciones de oxigeno y nutrientes entre la superficie de la
raiz y el agua subterrdnea dan como resultado el area oxidada/andxica en la interfase humedal-
sedimento de la zona hiporreica. Y procesos antagonicos, es decir, nitrificacion y
desnitrificacion, pueden ocurrir simultdneamente en las interfaces donde el oxigeno fluctla
frecuentemente (Pei et al., 2010). La nitrificacion y desnitrificacidon son la perdida biologica
para el nitrégeno fijado en el humedal. En consecuencia, la interfaz es un sitio activo de
transformacion biogeoquimicas que mejora el ciclo del nitrégeno en los sistemas acuéaticos

que regula el flujo de nutrientes entre ecosistemas (McClain et al., 2003; Kjellin et al., 2007).

Las mayores poblaciones de hongos heterétrofos (HH) (120 x 10> UFC g* s.s) se
establecieron en suelo con 76 g/kg de petrdleo en donde se aplic6 AN y las menores
poblaciones (6 x 10> UFC g s.s) en AN y FR en suelo testigo y con 22 g/kg de petrdleo.
Sobresale en esta investigacion que las poblaciones de HH se aumenta al incrementar la
concentracion de petrdleo en el suelo con AN, pero no le favorece la rizosfera de L. hexandra
usada para fitorremediar. En los tratamientos con AN el petrdleo induce un efecto hormésis
en las poblaciones de HH al incrementar un 40, 78.6 y 95% expuesta al dia 180 a 22, 52 y 76
g/kg de petréleo respecto al testigo (Cuadro 7). Este comportamiento posiblemente se debe a
gue los HH encuentran en el suelo sin raiz los materiales orgéanicos preformados como
esqueletos carbonatados para la sintesis celular y sustratos carbonatados que varian desde los

hidratos de carbono, alcoholes y acidos organicos sencillos hasta los compuestos
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polimerizados, los cuales utilizan como fuente de energia (Pascual y Calderén 2000). Asi miso
Julca et al. (2006) informan que la gran mayoria de HH son saprofitos comunes del suelo,

eficaces transformadores de sustratos edaficos en alimento.

Las poblaciones mayores de microalgas (88 x 10* UFC mL™) fue en suelo con 76 g/kg de
petréleo tratado con AN, y la menor (7 x 10* UFC mL™?) en suelo testigo con AN y FR.
Sobresale en esta investigacion que las poblaciones de microalgas incrementan al incrementar
la concentracion de petroleo tanto en los suelos tratados con AN como FR (Cuadro 7), el
modelo reporta una correlacion de Pearson altamente significativa y positiva entre MAL*PE
(r=.846**) (Cuadro 9).

El efecto positivo del petréleo en las poblaciones de microalgas en el agua contenida en el
humedal artificial y tratado con AN y FR muestran relaciones hormesis. Al respecto los
incrementos respecto al testigo de las poblaciones de microalgas por las concentraciones de
22, 52 y 76 g de petroleo en AN fueron 80, 82 y 92 %, y en FR 80, 84 y 85%,
respectivamente. Esta respuesta indica que las microalgas tienen aplicacion en pruebas de
toxicidad caracteristica que ha sido reportada por Ferrera-Cerrato et al. (2006); ademas las
condiciones de anegamiento inducidas de manera artificial en esta investigacion favorecieron
su establecimiento debido a su habilidad para crecer con la cantidad de oxigeno disuelto en el

agua y en los poros del suelo (Ledn 1991).

El efecto de la AN y FR en las poblaciones de cada uno de los cinco grupos de
microorganismos evaluados en esta investigacion es estadisticas diferente y significativo
(Tukey p<0.05) (Figura 33). Sobresale un incremento de 18, 94 y 79% para BH, BHCT y
desnitrificantes en suelos tratados con FR, mientras que las poblaciones de HH y microalgas
incrementan 85 y 22% en suelos tratados con AN. Similares resultados reportan Gonzéalez-
Moscoso et al. (2019) en las poblaciones de BH con 19 y 12 x10? UFC r.s. de L. hexandra en
suelos con 26 y 76 g/kg de petrdleo tratados con FR; sin embargo, las BHCT son iguales en
suelo con FR y AN.

Cuadro 6. Microorganismos en suelo inundado con petréleo tratado con atenuacion natural y
fitorremediacion con Leersia hexandra
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Microorganismo Atenuacion natural Fitorremediacion

Petroleo (g/kg)
0 22 52 76 0 22 52 76
B. Heterotrofas (10°UFCg™) 2d 3lab 20c 15c |[38a 16c  22bc 16c
B. Hidrocarbonoclasticas (10°UFC g') 27d 19d 10d 8&d 363a 191c 247b 166¢
B. Desnitrificantes (102 UFCg?) 7cd  .9d .8d 61b | 5d 48b  28c  221a
Hongos heterétrofos (102UFC g?) 6b 10b 28b  120a |48b 6b 11b 7b
Microalgas (10*UFCmL™) 7e 35d 40cd 88a |7e 36cd 43bc  48b

Letras diferentes por hileras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=12)
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Figura 31. Microorganismos en suelo con petréleo tratados con atenuacion natural y
fitorremediacion usando Leersia hexandra, al dia 180.

6.3.1. Poblacion de bacterias en suelo con petrdleo tratado con atenuacion natural y
fitorremediacion

En el aislamiento de bacterias heterotrofas e hidrocarbonoclasticas segin morfologia colonial

en placa de agar se obtuvo diferente diversidad. Bacterias heterétrofas se obtuvieron siete

aislados en suelo con 0, 22 y 52 g de petroleo y sometido a fitorremediacién con un

incremento de 1.16 veces respecto a las obtenidas en atenuacion natural (Cuadro 7). La

diversidad mayor (6) de aislados de colonias del grupo hidrocarbonoclastas fue en suelo con

52 g/kg de petroleo sometido a fitorremediacion, y la menor diversidad entre 3 y 4 se obtuvo
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en suelo sometido a la atenuacion natural. La fitoremediacion estimula 1.5 y 1.3 en suelo con
52y 76 g de petrdleo, respectivamente, la diversidad de bacterias hidrocarbonoclastas (Cuadro
7). Asi mismo, las bacterias hidrocarbonoclasticas se incrementan 13% en suelo con petréleo
después de la aplicacion de atenuacion natural y fitorremediacion, posiblemente los
hidrocarburos en el suelo presentaban mayor disponibilidad para usarse como fuente de
carbono y energia, permitiendo el establecimiento de bacterias poseen enzimas capaces de
adicionar grupos funcionales al esqueleto de carbono y polarizando las moléculas de
hidrocarburos (Rojo, 2009), esta degradacion se puede desarrollar de forma aerobia y
anaerobia, siendo esta Ultima menos frecuente (Wentzel et al., 2007).

Cuadro 7. Caracteristicas fenotipicas de los aislados de bacterias heterotrofas e
hidrocarbonoclastas a partir del suelo con atenuacion natural y fitorremediacion

Bacterias/petréleo | Fitorremediacion Atenuacion | FT/AN  Caracteristicas
(9/kg) (FT) Natural macroscopicas
(AN)

Aislado
Heterdtrofas Siete aislamientos. Colonias
o
22 12,34,5,6,7 12,3456 1.16 crenado y Iobuiado. Form’as:
52 1,2,3,4,5,6,7 1,2,3456 |1.16 circular, puntiforme,
76 1,2,3,4,5,6 12,3456 |1 amiboide y rizoide. Tamafios
Petréleo (0.1,0.2,0.4,05,0.7, 1, 1.5,
Sin 7 6 1.6 2,5 mm).
Con 6.6 6 1.1
Hidrocarbonoclastas
0 1,2,3,4 1,2,3 1.3
22 1,2,3,4 1,2,3,4 1 o _
52
6 A 1234 12,3 1.3 ondulado. Formas:
Petroleo Amiboide, circular y
Sin 4 3 1.3 puntiforme. Tamafios (0.1,
Con 4.6 3.6 1.27 0.2,0.3,0.4,0.5,0.7, 1 mm).

6.4. Carbono y nitrégeno segun concentracion de petroéleo

Carbono organico, nitrogeno total y la relacion COS/N tuvieron diferencias estadisticas
significativas al dia 180 por efecto de la concentracién de petroleo y el uso de tecnologias
biolégicas de AN y FR (Cuadro 8) (Apéndice, Cuadro 9.12).
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El mayor contenido de COS (7.3 y 7.7%) se obtuvo en los tratamientos con 76 g/kg petroleo +
AN y 52 g + FR, respectivamente, y el menor contenido (5 y 4.8%) en suelo testigo + AN y
testigo + FR. Esto indica que el petréleo induce el incremento en la fertilidad del suelo segun
la NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2002) por encontrarse los suelos testigos y concentracion
de 22 g + AN en el rango bajo (4.1 a 6%) y medio (6.1-10.9%) para suelos contaminados
(cinco tratamientos) (Cuadro 8). El incremento de la fertilidad en el suelo por efecto del
petroleo segun el contenido de COS debe ser monitoreado para recomendar su uso con fines
agricolas, debido a que este COS al ser derivado del petréleo es rico en hidrocarburos
aromaticos policiclicos, asfaltenos y resinas, y ellos son toxicos, cancerigenos y mutagenicos

para los seres vivos (Paris, 2008).

El incremento del COS acumulado en el suelo al dia 180 por efecto de la aplicacion de la
tecnologia fue; entre 10.7 a 31.4% por AN, y por FR entre 28 a 37.7%. Esto demuestra que la
fitorremediacion con L. hexandra induce la mayor acumulacion de COS en suelo rizosférico
con petroleo, pero menor degradaciéon de HTP, al parecer la rizosfera estabiliza el carbono en
el suelo. EI Ntotal en los suelos sin y contaminado con 22, 52 y 76 g/kg de petr6leo asociados
a la AN y FR es fértil, clasificado como rico segun Rodriguez y Rodriguez (2011) por
encontrarse en valores superiores a > 0.250. Los valores estuvieron en el rango de 1.3 a 1.7 %,
siendo mayor 1.7% en suelo testigo con AN y los menores (1.3 y 1.4 %) en suelo con 52 g de
petréleo con AN y FR (Cuadro 8).

La relacion COS/Nt fue muy alta en suelos conteniendo 52 y 76 g/kg de petréleo asistidos con
AN y FR, esto muestra que existe dificultad para mineralizar el nitrégeno total (Cuadro 8). Al
respecto, Porta et al. (2003) y Pardo-Castro et al. (2004) indican que en suelos con alta
relacién nitrogeno (C/N) las tasas de mineralizacion son bajas, y cuando estas relaciones son

bajas las tasas de mineralizacion son altas.

El efecto de la tecnologia aplicada al humedal permitié al dia 180 la acumulacion de carbono
organico en el suelo diferente, pero el Ntotal y relacion COS/Nt fue igual en los dos sistemas
del tratamiento. (Figura 32). EI COS fue 8.15% mayor en suelo sometido a FR con L.
hexandra, el Ntotal solo 3.29% fue mayor en suelo fitorremediado respecto al suelo con

atenuacion natural, sin embargo, la relacion COS/Nt fue igual.
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Cuadro 8. Estimulacion de la tecnologia en el carbono orgénico y nitrégeno en suelo con
petroleo fresco, al dia 180

Variable Atenuacion natural Fitorremediacion
Petroleo (g/kg)
0 22 52 76 0 22 52 76
Carbono orgéanico (%) 5d 5.6d 6bc 7.3a 4.8d 6.7ab 7.7a  6.8ab
N total (%) 1.7a 15ab 1.3b 1.4b 16ab 15ab 1.4b 1.6ab
COS/Ntotal 3.2d 3.7cd 4.5abc 5.3ab |2.8d 3.7cd 5.5a 4.4bc

Letras diferentes por hileras indican diferencias estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=6)

8 r a
b mCOS (%)
r ONt (%)
6 B1COS/Nt
5
4
3
2
1
0 . i .
Atenuacion natural Fitorremediacion
Tecnologia

Figura 32. Carbono organico, nitrégeno total y relacion carbono nitrégeno en suelo asistido
con tecnologia de atenuacion natural y fitorremediacién con L. hexandra al dia 180. Letras
diferentes por parametro indica diferencias estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=16).

6.5.Degradacion de petroleo

Los valores medios del porcentaje de la degradacion de HTP al dia 180 presentaron
diferencias estadisticas significativas por efecto de la interaccion concentracién de petréleo y
la tecnologia aplicada (Tukey p<0.05) (Figura 32), (Apéndice, Cuadro 9.12). EI mayor
porcentaje de degradacion fue 80 y 85% en suelo con 22 y 52 g de petrdleo al usar AN, y los
valores bajos (24, 27 y 31 %) fueron en suelos con 22, 52 y 76 g/kg sometidos a FR (Figura
33).
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Sobresale en los resultados que la tecnologia de AN en suelos inundados de manera
permanente y contaminados con 22, 52 y 76 g/kg de petréleo son altos e incrementan 3, 3.1y
1.96 veces respecto a la FR usando L. hexandra. Similares resultados fueron obtenidos por
Gomez et al. (2009) en la AN de un suelo con gasolina-dissel, y Orocio-Carillo et al. (2019)
en AN de suelo con 7.9 y 54 g/kg de petroleo que alcanzo a los 180 dias remover un 81 y
89.9% de HTP. Al respecto, Adams et al. (1997) informa que existe una restauracion pasiva
muy rapida en zonas inundables, pantanos y manglares tropicales. Esto se debe segiin Corona-
Ramirez e Iturbide-Arguelles (2005) a la disponibilidad inmediata del carbono derivado del
petréleo para los microorganismos y el oxigeno disuelto lo que les permite degradar el
hidrocarburo, mientras que, en la rizosfera, los microorganismos tienen dos fuentes de
carbono, exudados radicales e hidrocarburos del petroleo. Al respecto, Atlas y Bartha (2001)
indica que cuando existe en el microbiona dos fuentes de carbono los microorganismos usan
una fuente y oxidan la otra, pero no la utilizan en su metabolismo celular, establecen el
proceso cometabolico. Otro factor que posiblemente afecté la degradacion de los HTP en
suelos andxicos estimulados por rizosfera de L. hexandra son los macroagregados que se
producen mediante la accién de las raices e hifas de hongos, que actlan como agentes
aglutinantes necesarios entre particulas organicos e inorganicas separadas por mayor distancia
0 poros (Six et al., 2004).

64



100

90 r a
__ 80 r
S 70
S 60
'g 50 L —&— Atenuacion natural
}3 40 | «++@-++ Fitorremediacion c
g 307 C oo S !
‘ oooooooo
ZAU Y
10 | c /o
0 ¥ . . .
0 22 52 76
Petroleo (g/kg)

Figura 33. Degradacion de hidrocarburos totales del petréleo en suelo con petroleo segun
tecnologia biolodgica.

6.5.1. Relacién degradacion y mineralizacion de nitrégeno

La mayor degradacion de HTP (56.4%) y mineralizacién de N (5) fue en suelo que contenia
52 g de petréleo, y la menor mineralizacion de N (3) en suelo testigo (Figura 34, Cuadro 9).
En este estudio se encontrd una relacion positiva significativa entre DEG*COS/Nt (0.324%)
(Cuadro 10), esto muestra que, aunque sucedio la degradacién del carbono, el COS es alto y el
Ntotal no se mineraliza. Estos resultados informan que sucedié la degradacion de petrdleo,
pero el COS y el Nt en el suelo de origen biogénico y petrolifero posiblemente se acumul6 en
estructuras que impiden que las enzimas sean capaces de identificar las sustancias
macromoléculas (Almendros, 2003), ademéas se forman complejos polifenol-proteina que

protegen al N proteico de la accion microbiana (Duchaufour, 2001).
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Figura 34. Mineralizacion de N y degradacion de petrdleo.

6.5.2. Degradacion respecto a tecnologia, propiedades qumicas y actividad microbiana

La degradacion de los HTP en suelo del humedal artificial resulto afectada de manera directa
con relacion positiva significativa por la concentracion de petroleo crudo (PE) (r=.482**),
mineralizacion del N (COS/Nt) (r=.314*), poblacion de HH (.287*) y poblacién de MAL
(r=.564**). Los hongos y microalgas prefieren ambientes hiumedos y con altos contenidos de
carbono organico. Por lo tanto la presencia de la microalgas permite suponer que
desempefiaron una funcién importante en la recuperacion del suelo contaminado bajo
condiciones anaerobicas, lo que corrobora lo que informan Chojnacka y Noworyta (2003) y
Hu et al (2012); las microalgas son asimiladoras de compuestos organicos a través de la
respiracion aerobica, el cual depende de la disponibilidad de carbono organico en el agua y
sedimento de ecosistemas acuaticos, y ellas producen algunas enzimas capaces de transformar
hidrocarburos en compuestos menos toxicos (Salcedo-Martinez et al., 2019), sin embargo
alterno a esta situacién se obtuvo relaciones negativas de la degradacién de HTP con la
tecnologia utilizada (r=-.562**), el Nt (r=-.308*), BHC (r=-.611**), PM (r=-.457**) y MSR
(r=-.403**). Estas relaciones negativas permiten inferir que la fitorremediacion de suelo con
petréleo que permanecen en condiciones anaerobicas, aungque es menos eficiente en la
degradacion de contaminantes, es una alternativa que fortalece al humedal debido a que
acumula materia aérea que puede servir para alimentar a los animales de pastoreo entre estos;

bovinos y ovino (Cuadro 9).

66



Cuadro 9. Correlacion de variables

DEG COos Nt COS/N BHC BDEs HH MAL PM MSR
PE 482** .626** -310* .609** -.245 .610** 391*  .B46** .158 .202
TEC -.562** 215 151 .065 .861** 413** -312*  -188 .942** .850**
DEG 1 .240 -.308* .314* -.611**  -094 287*%  .564** -457** - 403**
COSs 1 -.263 .844** .010 .310* .325*  .630** .362** 416**
Nt 1 -716%* 228 .006 -.207  -275 -.041 -.003
COS/N 1 -.106 .205 -.106 .588** 216 .302*
BHC 1 116 -.288* -381**  739** .639**
BDEs 1 .021 335 494%* 420%*
HH 1 1 -.285* -.266
MAL -.059 -.010
PM 1 A449**
MSR 1

PE: Concentracion de petréleo. TEC. Tecnologia. DEG: Degradacion, COS: Carbono organico, Nt:
Nitrégeno total, BHC: Bacterias hidrocarbonoclastas, BDEs: Bacterias desnitrificadoras, HHT:
Hongos heterdtrofos. MAL: Microalgas. PM: Plantas al macollo y MSR: materia seca raiz. *.**.
Significativo y altamente significativo.
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CONCLUSIONES

7.1. Conclusién general

La tecnologia de atenuacion natural aplicada a suelos arcillosos contaminados con petroleo
bajo condiciones de inundacion permanente tiene mayor potencial que la fitorremediacion
usando el pasto L. hexandra para recuperar la sustentabilidad de humedales tropicales
impactados por la industria petrolera en el tropico himedo mexicano; esto por lograr al dia
180 degradar un 85% de hidrocarburos totales del petréleo, acumular en suelo menor cantidad
de carbono organico, y establecer una relacion positiva entre degradacion de HTP con hongos

heter6trofos y microalgas.

7.1.1. Conclusiones particulares

1. L. hexandra es un pasto que se adapta a suelos arcillosos con inundacion permanente
que contienen entre 22 a 76 g de petréleo, debido al incremento de plantas en macollo,
biomasa de raiz, nimero de raices primarias y raices secundaria en el apice, pero la

produccién total de materia seca disminuye un 12.6% en suelo con petroleo.

2. La atenuacion natural y el petroleo indujeron una mayor poblacién de hongos
heterdtrofos y microalgas, menor contenido de carbono organico en el suelo, pero la
fitorremediacion estimulo la produccion de materia aérea y raiz, la poblacion de

bacterias heterétrofas, hidrocarbonoclasticas y desnitrificadoras.

3. La atenuacion natural al dia 180 respecto a la fitorremediacion indujo una mayor
degradacion de hidrocarburos totales del petrdleo y se relaciona de manera positiva
con la mineralizacion del Ntotal, hongos heterétrofos y microalgas en el suelo arcillo

con inundacién artificial.
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APENDICES ESTADISTICOS

Apéndice A. Andlisis de varianza de las respuestas fisioldgicas de Leersia hexandra en

diferentes tiempos y concentraciones de petroleo

Cuadro 9.1. Anadlisis de varianza de la longitud de estolones de Leersia hexandra en
suelo con petroleo durante 180 dias.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado Fcalculada P>F

variacion libertad cuadrados  medio

30d

Tratamiento 3 17055.00 5685.00 6.36 .003

Error 20 17863.00 893.15

Total 23 34918.00

60 d

Tratamiento 3 77881.50 25960.50 5.52 .006

Error 20 93934.33 4696.71

Total 23 171815.83

90 d

Tratamiento 3 105351.00 35117.00 5.35 .007

Error 20 131113.00 6555.65

Total 23 236464.00

120d

Tratamiento 3 117269.50 39089.83 7.26 .002

Error 20 107560.33 5378.01

Total 23 224829.83

150 d

Tratamiento 3 109700.45 36566.81 7.75 .001

Error 20 94335.50 4716.77

Total 23 204035.95

180 d

Tratamiento 3 11529.00 37176.33 7.41 .002

Error 20 100270.33 5013.51

Total 23 211799.33
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Cuadro 9.2.

Anadlisis de varianza de la longitud de estolones de Leersia hexandra por
efecto de dos factores (concentracion de petréleo (CP) y tiempo de
exposicion (TE)) y la interaccién entre ellos durante 180 dias.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado Fcalcuada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tratamientos 23 941866.160 40950.703 9.015 .000
CP 3 498189.076 166063.025 36.559 .000
T 5 403079.701 80615.940 17.748 .000
CP*T 15 40597.382 2706.492 .596 .873
Error 120 545076.500 4542.304

Total 144 5125181.000

Cuadro 9.3. Anélisis de varianza del numero de plantas al macollo de Leersia hexandra en
suelo con petroleo, durante 180 dias.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Fcalculada P>F
variancion de cuadrados medio
libertad
30
Tratamiento 3 19.125 6.375 1.264 313
Error 20 100.833 5.042
Total 23 119.958
60
Tratamiento 3 8.125 2.708 .386 .765
Error 20 140.500 7.025
Total 23 148.625
90
Tratamiento 3 64.500 21.500 1.152 .353
Error 20 373.333 18.667
Total 23 437.833
120
Tratamiento 3 443.458 147.819 14.317 .000
Error 20 206.500 10.325
Total 23 649.958
150
Tratamiento 3 515.000 171.667 3.862 .025
Error 20 889.000 44.450
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Total 23 1404.000

180

Tratamiento 3 1195.667 398.556 12.700 .000
Error 20 627.667 31.383

Total 23 1823.333

Cuadro 9.4. Anélisis de varianza del numero de plantas al macollo de Leersia hexandra por
efecto de factores (concentracion de petréleo (CP) y tiempo de exposicion
(TE)), durante 180 dias.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado

variacion libertad cuadrados medio Fcalculada P>F
Tratamientos 23 20707.104 900.309 46.212 .000
CP 3 1114.021 371.340 19.061 .000
TE 5 18461.229 3692.246 189.521 .000
CP*TE 15 1131.854 75.457 3.873 .000
Error 120 2337.833 19.482

Total 144 66413.000

96



Cuadro 9.5.

Analisis de varianza de Tasa de Crecimiento Relativo de Leersia hexandra en
suelos con petrdleo, durante 180 dias.

Fuente de Grados Sumade Cuadrado Fcalculada P>F
variacion de cuadrado medio
libertad S
30
Tratamiento 3 40.482 13.494 5.583 .006
Error 20 48.343 2.417
Total 23 88.825
60
Tratamiento 3 12.945 4.315 3.774 .027
Error 20 22.865 1.143
Total 23 35.810
90
Tratamiento 3 3.161 1.054 4.420 .015
Error 20 4,768 238
Total 23 7.930
120
Tratamiento 3 3.348 1.116 1.073 .383
Error 20 20.810 1.041
Total 23 24.158
150
Tratamiento 3 2.491 .830 327 .806
Error 20 50.828 2.541
Total 23 53.320
180
Tratamiento 3 .958 319 427 .736
Error 20 14.972 .749
Total 23 15.930
Cuadro 9.6. Analisis de varianza de la Tasa de Crecimiento Relativo de Leersia hexandra
por efecto de factores (concentracién de petrdleo (CP) y tiempo de exposicion
(TE)), durante 180 dias.
Fuente de Suma de Gradosde Cuadrado F
variaciéon cuadrados libertad medio calculada P>F
Tratamiento 102.520 23 4.457 3.290 .000
CP 22.403 3 7.468 5.512 .001
TE 39.135 5 7.827 5777 .000
CP*TE 40.982 15 2.732 2.016 .019
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Error 162.587 120 1.355
Total 452.340 144
Cuadro 9.7. Andlisis de varianza de Longitud de raiz primaria, numero de raiz primaria,
numero de raises secundarias en tramo basal, medio y apical de Leersia
hexandra en suelos con petroleo, durante 180 dias.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado Fcalculada P>F
variacion de cuadrados  medio
libertad
LRP
Tratamiento 3 26.833 8.944 .040 .989
Error 20 4519.667 225.983
Total 23 4546.500
NRP
Tratamiento 3 61100.458  20366.819 16.332 .000
Error 20 24941.500 1247.075
Total 23 86041.958
NRSB
Tratamiento 3 12.333 4111 1.068 .385
Error 20 77.000 3.850
Total 23 89.333
NRSM
Tratamiento 3 47.000 15.667 1.384 276
Error 20 226.333 11.317
Total 23 273.333
NRSA
Tratamiento 3 307.667 102.556 3.299 .041
Error 20 621.667 31.083
Total 23 929.333

98



Cuadro 9.8. Anadlisis de varianza de materia seca aérea, materia seca radical y materia seca
total de Leersia hexandra en suelos con petroleo, durante 180 dias.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion de cuadrados medio
libertad
MSA
Tratamiento 3 47.546 15.849 3.667 .030
Error 20 86.432 4,322
Total 23 133.978
MSR
Tratamiento 3 56.969 18.990 11.452 .000
Error 20 33.163 1.658
Total 23 90.131
MST
Tratamiento 3 19.524 6.508 .876 470
Error 20 148.652 7.433
Total 23 168.176
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Apéndice B. Analisis de varianza de las respuestas microbiologicas en fitorremediacion

usando Leersia hexandra y atenuacion natural contaminadas con petréleo

Cuadro 9.9. Andlisis de varianza de bacterias heter6trofas, bacterias hidrocarbonoclastas,
bacterias desnitrificantes, hongos heterotrofos y microalgas en suelos con
petréleo a los 180 dias.

Fuente de Grados Sumade Cuadrado medio F calculada P>F

variacion de cuadrados
libertad

BH

Tratamiento 3 3584938406602.769 1194979468867 .654 585

Error 44 80394331185384.360 1827143890576

Total 47 83979269591987.120

BHCT 204

Tratamiento 3 80610220745.569 26870073581.85 1.595 '

Error 44 741464235572.069 16851459899.36

Total 47 822074456317.638

BD

Tratamiento 3 1450615733.679 483538577.893 23.134 .000

Error 44 919668551.855 20901557.997

Total 47 2370284285.534

HH

Tratamiento 3 208014297.526 69338099.175 2.480 073

Error 44 1229952536.932 27953466.748

Total 47 1437966834.458

Microalgas

Tratamiento 3 2248153907226.563 749384635742.1 51.643 000

Error 44 638478514322.917 14510875325.52 ’

Total 47 2886632421549.479
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Cuadro 9.10. Analisis de varianza de bacterias heterotrofas, bacterias hidrocarbonoclastas,
bacterias desnitrificantes, hongos heterotrofos y microalgas por efecto de
factores (concentracion de petroleo (CP) y tipo de tecnologia (TT)), durante
180 dias.

Fuentede Grados Suma de cuadrado Cuadrado medio F P>F

variacion  de calculada
libertad

BH

CP 3 3584938406602.757  1194979468867.586  1.330 .000

TT 1 4425292180220.682  4425292180220.682  4.925 278

CP*TT 3 40028730207994.170 13342910069331.390 14.850 .032

BHCT

CP 3 80610220745.569 26870073581.856 14.797 .000

TT 1 609644468633.571 609644468633.571 335.712 .000

CP*TT 3 59180859257.973 19726953085.991 10.863 .000

BD

CP 3 1450615733.679 483538577.893 292.067 .000

TT 1 404957316.219 404957316.219 244.603 .000

CP*TT 3 448488376.496 149496125.499 90.299 .000

HH

CP 3 208014297.526 69338099.175 3.528 .023

TT 1 61292342.821 61292342.821 3.118 .085

CP*TT 3 382455456.060 127485152.020 6.486 .001

Microalgas

CP 3 2248153907226.562  749384635742.187 192.658 .000

TT 1 101786617513.021 101786617513.021 26.168 .000

CP*TT 3 381103133789.062 127034377929.687 32.659 .000
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Apéndice C. Analisis de varianza de las respuestas quimicas usando dos tecnologias

biologias para la recuperacion de suelos contaminados con petroleo.

Cuadro 9.11. Anélisis de varianza en degradacion de hidrocarburos totales del petrélro y
mineralizacion del carbono en suelos contaminados con petroleo a los 180

dias.
Fuente de Suma de Grados  Cuadrado Fcalculada P>F
variacion cuadrados de medio

libertad

Degradacion
Tratamiento 24454.936 3 8151.645 14.767 .000
Error 24288.584 44 552.013
Total 48743.521 47
Mineralizacion
Tratamiento 30.132 3 10.044 11.792 .000
Error 37.479 44 .852
Total 67.612 47

Cuadro 9.12.  Anaélisis de varianza en degradacion de hidrocarburos totales del petréleo y
mineralizacion del carbono por efecto de factores (concentracion de petréleo
(CP) y tipo de tecnologia (TT)), durante 180 dias.

Fuente de Gradosde  Sumade Cuadrado Fcalculada P>F
variacion libertad cuadrado medio

Degradacion

CP 3 24454.,936 8151.645 150.139 .000
TT 1 15417.084  15417.084  283.956 000
CP*TT 3 6699.747 2233.249 41.133 000
Mineralizacion

CP 3 30.132 10.044 13.848 000
TT 1 .285 .285 .393 '534
CP*TT 3 8.181 2.727 3.760 :018
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