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LA ECOTOXICIDAD Y EL PASTO JAPONESA (Leersia sp.) EN LA
FITORREMEDIACION DE UN GLEYSOL CONTAMINADO CON PETROLEO
FRESCO, INTEMPERIZADO Y SULFATOS
Alfredo Arias Trinidad
Colegio de Postgraduados, 2012
El estudio de ecotoxicidad y fitorremediacion de un Gleysol (GL) contaminado con

petroleo fresco (PF) e intemperizado (PI) y sulfatos solubles (S-SO,), se realizo para
seleccionar indicadores de toxicidad bioldgicos, evaluar el potencial del pasto
japonesa (PJ) en la descontaminacion de estos suelos, la presencia de S-SO,4 en su
interaccion con los hidrocarburos, las bacterias sulfato reductoras y actividad
enzimatica de la arilsulfatasa (ASA). Dos GLs se usaron para establecer los
bioensayos (BIO). El BIO1 con nueve tratamientos [T1: 2 607 (biogénico), T2: 6 000,
T3: 10 000, T4: 30 000, T5: 60 000, T6: 90 000, T7: 120 000. T8: 150 000 y T9: 180
000 mg kg™ suelo seco de hidrocarburos totales de petréleo fresco (HTPF)]. El BIO2
con seis tratamientos [T1: 2 607 (biogénico), T2: 14 173, T3: 28 400, T4: 50 598, T5:
75 492 y T6: 112 142 mg kg™ hidrocarburos totales del petréleo intemperizados
(HTPI)]. Cada tratamiento con ocho repeticiones, un muestreo de cuatro a los tres y
seis meses. En cada muestreo se evalud; la longitud de estolones (LE), diametro de
hijuelos (DH), la produccion de la biomasa seca (radical, foliar y total); la microflora
rizosferica [densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre totales (BFN), grupo
Azospirillum spp. (AZP), Azotobacter spp. (AZT), sulfato reductoras (BRS) y el grupo
Desulfuvibrio (DSV)], la actividad enzimatica ureasa (USA), ASA, la descontaminacién
de HTP (%DSC) y el contenido de S-SO4. Se aplicd a cada variable analisis de
varianza y comparacion de medias (Tukey, p=0.05) con SPSS versién 20 (SPSS,
2011). Los indices de toxicidad absolutos (fisiol6gicos, microbianos y enzimaticos), se
calcularon con la sumatoria de IRIA=1-[(Tp R1)/Tt]. El crecimiento y desarrollo del PJ
en los BIOs a los tres y seis meses manifesté estimulaciéon positiva por las dosis de
PF y PI, sin embargo los indices de toxicidad absoluto a los seis meses indican que la
LE, AZP, AZT y la ASA son bioindicadoras de la ecotoxicidad de GLs con PF y PI. La
% DSC de hidrocarburos en ambos tiempos fue localizada en el total de tratamientos
de ambos BIOs, pero a los seis meses con una relacion inversamente proporcional a
la dosis de PF y PI, la mayor DSC 87 y 86% se localizd en suelos con 6 000 mg kg™
HTP (BIO1;T2) y 14 173 mg kg HTPI (BIO2;T2). Los S-SO, son directamente
proporcional a las dosis de PF y PIl. La produccion de biomasa seca PJ fue
estimulada por la presencia de ambos petroleos, en su rizésfera se establecen las
BFN y las actividades enzimaticas de la ureasa y arilsulfatasa, por lo tanto este pasto
es fitorremediador y puede contribuir a la sustentabilidad de humedales con uso
forrajero y contaminados con petroleo.

Palabras clave: petroleo, sulfatos, bacterias, enzimas, degradacion.



ECOTOXICITY AND JAPANESE GRASS (Leersia sp.) IN PHYTOREMEDIATION
OF GLEYSOL CONTAMINATED A SULFATES, FRESH AND WEATHERED
PETROLEUM
Alfredo Arias Trinidad
Colegio de Postgraduados, 2012
The study of ecotoxicity and phytoremediation of Gleysol (GL) contaminated with

fresh petroleum (PF) and weathered petroleum (PI) and soluble sulfates (S-SO,),
was held to select biological indicators of toxicity, evaluate the potential of
Japanese grass (PJ) in the decontamination of these soils, the presence of S-SO,
in their interaction with hydrocarbons, sulfate-reducing bacteria and enzymatic
activity of arylsulfatase (ASA). Two GLs were used to establish the bioassay (BIO).
The BIO1 with nine treatments [T1: 2607 (biogenic), T2: 6000, T3: 10 000, T4: 30
000, T5: 60 000, T6: 90 000, T7: 120 000. T8: T9 150 000 and 180 000 mg kg™ dry
soil total petroleum hydrocarbon fresh (HTPF)]. The BIO2 with six treatments [T1:
2607 (biogenic), T2: 14 173, T3: 28 400, T4: 50 598, T5: T6 75 492 and 112 142
mg kg™* total petroleum hydrocarbons weathered (HTPI) ]. Each treatment with
eight repetitions, a sample of four at three and six months. Each sample was
evaluated, the length of stolons (LE), tiller diameter (DH), the production of dry
biomass (stem, leaf and total), the rhizosphere microflora [density of N, fixing
bacteria free-living total (BFN), group Azospirillum spp. (AZP), Azotobacter spp.
(AZT), sulfate reducing (BRS) and the group Desulfuvibrio (DSV)], urease enzyme
activity (USA), ASA, decontamination of HTP (% DSC) and the S-SO,4 content.
Each variable was applied to analysis of variance and comparison of means
(Tukey, p<0.05) with SPSS version 20 (SPSS, 2011). Absolute toxicity indices
(physiological, microbial and enzymatic) were calculated with the sum of IRIA=1-
[(Tp R1L)/Tt]. The growth and development of the PJ in the BIOS to the three and
six months showed positive stimulation doses of PF and PI, however the absolute
toxicity rates at six months indicate that the LE, AZP, AZT and ASA are
bioindicators ecotoxicity of GLs with PF and Pl. The % DSC of hydrocarbons in
both halves was found in total BIOs both treatments, but at six months with an
inverse relationship to the dose of PF and PI, most DSC 87 and 86 % was found in
soils with 6 000 mg kg™ TPH (BIO1; T2) and 14 173 mg kg™* HTPI (BIO2; T2). The
S-S0, are directly proportional to the dose of PF and PI. The PJ dry biomass
production was stimulated by the presence of both oils in their rhizosphere down
BFN and enzyme activities of urease and arylsulfatase, so the grass is
phytoremediation and may contribute to the sustainability of wetland forage use
and oiled.

Keywords: oil, sulfates, bacteria, enzymes, degradation.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el financiamiento
otorgado para realizar los estudios de Maestria en Ciencias en Produccion
Agroalimentaria en el Tropico, la cual forma parte de mi formacién académica.

Al Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas por la oportunidad otorgada para
realizar mis estudios de Maestria en Ciencias y llevar a cabo la investigacion en sus
instalaciones.

A la Dra. Maria del Carmen Rivera Cruz, profesora investigadora del Campus
Tabasco, encargada del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Aplicada, quien
dedic6 su tiempo, paciencia, apoyo y sobre todo su valiosa ensefianza para dirigir
desde el comienzo el proyecto de investigacion hasta la culminacién del mismo.

Al Dr. Lorenzo Armando Aceves Navarro por sus CONnsejos, apoyo Yy sugerencias
realizadas en cada etapa de la tesis y mi formacion académica.

Al Dr. Roberto Quintero Lizaola por su apoyo, paciencia y su valiosa aportacion para
el desarrollo de la investigacién y documentacion de la tesis.

Al Dr. Antonio Roldan Carrillo por la confianza, disposicion y sugerencias durante mi
estancia en el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (CEBAS), Murcia,
Espafia. A su equipo de trabajo Manolo J. Campoy, Asuncion Molina, Carmen
Mengual y Emma Torrecilla, Maria del Mar Alguacil y Pilar Torres, por su apoyo,
paciencia y amistad.

A mis padrinos Lola Lépez, Mauricio Schoebitz y Gustavo Curaqueo, por su
comprension, consejos y ayuda durante mi estancia en Murcia.

Al M.C. Antonio Trujillo Narcia por su valioso trabajo, motivacién y apoyo durante mis
dos afios de maestria. Sus consejos nunca los olvidaré.

A la M.C. Ana Guadalupe Ramirez May, el Ing Ing. Miguel Angel Ble Romero y Pablo
Chable Gomez por su apoyo valiosa ayuda durante el proyecto de investigacion. A las
chicas de servicio social Angélica Ramirez Broca, Adela Hernandez Diaz, Cecilia
Vazquez Cupido, Margarita Esmeralda Espindola Torres y Keyla Rodriguez Lépez por
su colaboracion, trabajo y apoyo en las diferentes etapas de la investigacion.

A dos grandes amigas, la Ing. Cristabel Zarate Gonzales y Deysi Guadalupe Cornelio
Fuentes por su amistad incondicional, valioso trabajo y apoyo moral, durante mi
maestria y proyecto de investigacion.

Vi



DEDICATORIA

Agradezco y dedico mi tesis de maestria a Dios, él me ha ensefiado que no hay
errores, no hay coincidencias. Todos los eventos son bendiciones que se nos dan
para aprender de ellas.

A mis padres, Mayra Trinidad Ulin y Alfredo Arias Arias por su apoyo incondicional
y consejos en cada momento de mi existir, su amor es algo que mantengo en mi
corazon y cada dia se refuerza mas.

iPapa te amo y recuerdo cada dia de mi vida!

Vii



CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS Y
DEDICATORIA vii
CONTENIDO viii
LISTA DE CUADROS Xi
LISTA DE FIGURAS xii
SECCION I. INTRODUCCION 1
SECCION Il. REVISION DE LITERATURA 3
2.1. El ecosistemay ecotoxicidad del petréleo 3
2.2. Definicién, tipo y composicion quimica del petréleo 4
2.2.1. Petroleo fresco 4
2.2.2. Metales pesados y componentes inorganicos del petréleo fresco 6
2.2.3. El petrdleo intemperizado 7

2.3. Efectos de la contaminacion del petréleo fresco e intemperizado en el ecosistema 8
2.3.1. Cambios fisicos y quimicos del suelo por la presencia del petréleo fresco 8
2.3.2. Efectos del petréleo sobre las plantas y la microflora del suelo 10
2.3.3. El petréleo y su efecto con la actividad enzimatica del suelo 11

2.4. Efectos de la contaminacidon del petréleo intemperizado en el ecosistema 12
2.5. El azufre en el suelo 12
2.5.1. Sulfatos y su efecto en el suelo 13

2.6. Teoria de la toxicidad 13
2.7. Bioindicadores de toxicidad 15
2.7.1. Bioindicadores fisiolégicos 15
2.7.2. Bioindicadores rizosféricos 18
2.7.2.1. Bioindicadores bacterianos en rizésfera 19
2.7.2.2. Bacterias y sus interacciones con la rizésfera 19
2.7.2.2.1. Bacterias fijadoras de Nitrégeno 19

2.7.2.2.2. Bacterias sulfato-reductoras 20

2.7.2.3. Bioindicadores enziméticos 21
2.7.2.3.1. Actividad enzimatica de la ureasa 22

2.7.2.3.2. Actividad enzimatica de la arilsulfatasa 22

2.8. Técnicas de remediacion biolégica para suelos contaminados con petréleo. 23
2.8.1. Remediacion biol6gica 24
2.8.2. Fitorremediacion y mecanismos de degradacion 25
2.8.2.1. Gramineas y su actividad fitorremediadora 26

2.9. Reacciones de 0xido-reduccion en la biorremediacion de hidrocarburos del petréleo y
sulfatos 29
2.9.1 Oxido-reduccion de hidrocarburos del petréleo 29
2.9.2. Reduccion del sulfato 31
2.9.3. Oxidacion del azufre reducido hasta sulfato 31
SECCION Ill. OBJETIVOS 32
3.1. Objetivo general 32

viii



3.1.1. Objetivos particulares

SECCION IV. HIPOTESIS

4.1. Hipdtesis general

4.1.1. Hipotesis particulares

SECCION V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Etapa l. Trabajo de campo e invernadero

5.1.1. Colecta de suelos

5.1.2. Andlisis fisicos y quimicos del suelo

5.1.3. Preparacién de materiales para las pruebas de fitotoxicidad y fitorremediacion

5.1.3.1. Material vegetal

5.1.3.2. Caracteristicas morfoldgicas

5.1.3.3. Propagacion de material vegetal

5.1.3.4. Petroleo fresco y contenedores

32
33
33
33
34
35

35
37

39

39
39
40
40

5.1.4. Establecimiento de bioensayos de fitotoxicidad y fitorremediaciéon de petrdleo fresco e

intemperizado

5.1.4.1. Preparacion de unidades experimentales

5.4.1.2. Variables fisioldgicas de pasto japonesa en invernadero

5.2. Etapa Il. Trabajo de laboratorio

5.2.1. Materia seca de pasto japonesa

5.2.2. Variables microbiolégicas en la rizésfera de pasto japonesa

5.2.2.1. Densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre

5.2.2.2. Determinacion de bacterias sulfato reductoras

5.2.3. Variables bioquimicas

5.2.3.1. Actividad enzimatica ureasa

5.2.3.2. Actividad enzimatica arilsulfatasa

5.2.4. Andlisis quimicos

5.2.4.1. Determinacién turbidimétrica de sulfatos como BaSO,

5.3. Etapa lll. Andlisis estadistico

5.3.1. indices absolutos y relativos de impacto ambiental

SECCION VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Crecimiento y biomasa vegetal del pasto japonesa

6.1.1. Longitud de estolones

6.1.2. Nimero de hijuelos

6.1.3. Didmetro de hijuelos

6.1.4. Produccion de la biomasa

6.1.4.1. Biomasa seca radical

6.1.4.2. Biomasa seca foliar

6.1.4.3. Biomasa seca total

6.2. Poblacién bacteriana de la riz6sfera del pasto japonesa

6.2.1. Densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre totales
6.2.2. Densidad de bacterias del grupo Azotobacter

6.2.3. Densidad de bacterias del grupo Azospirillum

6.3. Actividad enzimatica

6.3.1. Actividad enzimética ureasa

41
43
43

45
45
45
45
46
48
48
50
53
53

55
55

56

56
56
58
62
63
63
65
65

66
66
68
68

69
69

4



6.3.2. Actividad enzimatica arilsulfatasa 70

6.4. indices de impacto ambiental toxicoldgico 71
6.4.1. indices fisioldgicos de toxicidad 71
6.4.1.1. indices fisiol6gicos de toxicidad relativos 71
6.4.1.2. indices fisiolégicos de toxicidad absolutos 75
6.4.2. indices de impacto bacteriano 77
6.4.2.1. indices bacterianos de toxicidad relativos 77
6.4.2.2. indices bacterianos de toxicidad absolutos 79
6.4.3. indices de impacto enzimatico 80
6.4.3.1. indices enzimaticos de toxicidad relativa 80
6.4.3.2. indices enzimaticos de toxicidad absoluto 81
6.5. Degradacién de petroleo en suelo y rizosfera del pasto japonesa 83
6.5.1. Bacterias rizoféricas del pasto japonesa en la degradacion de los hidrocarburos del
petréleo 84
6.5.2. Actividad enzimatica en rizdsfera del pasto japonesa en la degradacién de los
hidrocarburos del petréleo 88
6.5.2.1. Actividad enzimética ureasa en la degradacién de los hidrocarburos petroleo_ 88
6.5.2.2. Actividad enzimética arilsulfatasa en la degradacién de petréleo crudo 91
6.5.3. Relacion de la descontaminacion de petréleo con parametros fisioldgicos, microbianos
y enzimaticos. 94
6.6. Los sulfatos, bacterias sulfato reductoras y actividad enzimética en suelos
contaminados con petréleo fresco e intemperizado 97
6.6.1. Los sulfatos y su respuesta en suelos contaminados con petréleo fresco e
intemperizado 97
6.6.2. Relacion de contenidos de sulfatos con la densidad de bacterias sulfato reductoras y la
enzima arilsulfatasa en suelos contaminados con petréleo fresco e intemperizado 100
6.6.3. La relacion de sulfatos y la actividad enzimatica en suelos contaminados con petréleo
fresco e intemperizado 103
SECCION VIl. CONCLUSIONES 106
7.1. Conclusion general 106
7.2. Conclusiones particulares 106
SECCION VIII. APENDICES 108
8.1. Andlisis de varianza de la respuesta de las variables fisiol6gicas, microbianas y bioquimicas
del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco 108
8.2. Andlisis de varianza de la respuesta de las variables fisiol6gicas, microbianas y bioquimicas
del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado 119
SECCION IX. LITERATURA CITADA 130




Cuadro 1.
Cuadro 2.
Cuadro 3.
Cuadro 4.
Cuadro 5.
Cuadro 6.

Cuadro 7.

Cuadro 8.

Cuadro 9.

Cuadro 10.

Cuadro 11.

Cuadro 12.

Cuadro 13.

Cuadro 14.

Cuadro 15.

Cuadro 16.

Cuadro 17.

Cuadro 18.

Cuadro 19.

LISTA DE CUADROS

Pag.

Antecedentes del uso de gramineas como bioindicadores 17
Antecedentes del uso de gramineas como especies fitorremediadoras 28
Propiedades fisicas y quimicas del suelo testigo (sin petroleo) y de cinco

suelos con petréleo intemperizado 38
Tratamientos del bioensayo con petrdleo fresco 42
Tratamientos del bioensayo con petréleo intemperizado 42
Produccién de biomasa seca de pasto japonesa en suelos con petréleo fresca

e intemperizado a los tres y seis meses 63

Porcentaje de dafio y estimulacion de la producciéon de biomasa de pasto
japonesa en suelos con petréleo fresco e intemperizado a los tres y seis
meses 64
Densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre y grupos (Azospirillum y
Azotobacter) de la rizésfera de pasto japonesa en suelos con hidrocarburos

derivados del petréleo fresco e intemperizado, a los tres y seis meses 67
Actividad enzimatica de la rizésfera de pasto japonesa en suelo con petrélec
fresco e intemperizado, a los tres y seis meses 70

indices relativos de impacto ambiental fisiolégicos del pasto japonesa
expuestos a petréleo fresco e intemperizado a los tres meses de exposicion_ 72
indices relativos de impacto ambiental fisiolégicos del pasto japonesa
expuestas a petréleo fresco e intemperizado, a los seis meses de exposicion_ 73
indices bacterianos de toxicidad relativos del pasto japonesa en suelos
contaminados con petréleo fresco e intemperizado, a los tres y seis meses de
exposicion 78
indices enzimatico de toxicidad relativa en la rizosfera del pasto japonesa en
suelos con petréleo fresco e intemperizado, a los tres y seis meses de

exposicion 81
Descontaminacién de petréleo fresco e intemperizado en suelo y rizésfera del
pasto japonesa, a los tres y seis meses 83

Correlacion del porcentaje de descontaminacion y las variables fisiolégicas,
microbianas y enzimaticas en suelos con petréleo fresco, a los tres y seis
meses 95
Correlacion del porcentaje de descontaminacion y las variables fisiolégicas,
microbianas y enzimaticas en suelos con petréleo intemperizado, a los tres y

seis meses 96
Contenidos de sulfatos en suelos contaminados con petroleo fresco e
intemperizado, a los tres y seis meses 97

Correlacién del contenido de sulfatos con bacterias reductoras de sulfatos y
arilsulfatasa en suelos contaminados con petréleo fresco, a los tres y seis
meses 98
Correlacion del contenido de sulfatos con bacterias reductoras de sulfatos y
arilsulfatasa en suelos contaminados con petréleo intemperizado, a los tres y
seis meses 99

Xi



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Clasificacion de los componentes quimicos del petroleo fresco_ 5
Figura 2. Clasificacion de los componentes quimicos del petroleo
intemperizado 7
Figura 3. Esquema grafico de la relacion dosis-respuesta 14
Figura 4. Influencia e interaccién de la rizésfera en el suelo 18
Figura 5. Clasificacion de tecnologias de remediacion 23
Figura 6. Clasificacion de tecnologias de remediacion biolégicas 24
Figura 7. Flujograma del proceso de investigacion 34
Figura 8. Ubicacion del sitio-1 y sitio-2 para la colecta de suelos 36
Figura 9. Ubicacién de puntos de muestreo en el sitio-2, en el ejido Jése Narciso
Rovirosa, La Venta, Huimanguillo, Tabasco 37
Figura 10. Morfologia basica del pasto japonesa 40
Figura 11. Esquema de la propagacion del pasto japonesa 41
Figura 12. Proceso de establecimiento de los bioensayos 44
Figura 13. Procedimiento de cuenta viable por dilucion seriada en placa de agar en
rizosfera 46
Figura 14. Procedimiento para la determinacion de las bacterias sulfato
reductoras 48
Figura 15. Procedimiento para la determinacion de la actividad enzimatica
ureasa 50
Figura 16. Procedimiento para la determinacion de la actividad enzimatica
arilsulfatasa 52
Figura 17. Procedimiento para la determinacion de S-SO, 54
Figura 18a. Variacion en el crecimiento del pasto japonesa por efecto de dosis de
petréleo fresco e intemperizado, en tiempo sucesivos después del
trasplante 57
Figura 18b. Variacion en el crecimiento del pasto japonesa por efecto de dosis de
petréleo fresco e intemperizado, a los seis meses 58
Figura 19a. Crecimiento del nimero de hijuelos del pasto japonesa por efecto de
dosis de petréleo fresco e intemperizado, en tiempo sucesivo después
del trasplante 60

Xii



Figura 19b. Crecimiento del nimero de hijuelos del pasto japonesa por efecto de

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

dosis de petroleo fresco e intemperizado, a los seis meses
Diametro de hijuelos de pasto japonesa en suelo con petréleo fresco e

intemperizado, a los tres y seis meses

indice fisiolégico de toxicidad absoluta del pasto japonesa a los tres y

seis meses en suelos con petréleo fresco

indice fisiolégico de toxicidad absoluta del pasto japonesa a los tres y

seis meses en suelos con petréleo intemperizado

indice bacteriano de toxicidad absoluto a los tres y seis meses de

exposicién con petréleo fresco

indice bacteriano de toxicidad absoluto a los tres y seis meses de

exposicién con petréleo intemperizado

indice de impacto enzimatico absoluto de suelos contaminados con
petréleo fresco, a los tres y seis meses

indice de impacto enzimatico absoluto de suelos contaminados con
petréleo intemperizado, a los tres y seis meses

Relacién entre descontaminacion y la densidad de bacterias de la
rizosfera del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco
a los tres meses

Relacién entre descontaminacion y la densidad de bacterias de la
rizosfera del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco

a los seis meses

Relacién entre descontaminacion y la densidad de bacterias de la
rizosfera del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo

intemperizado, a los tres meses

Relacién entre descontaminacion y la densidad de bacterias de la
rizosfera del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo

intemperizado, a los seis meses

Relacién entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto
japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco, a los tres

meses

Relacion entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto
japonesa en suelos contaminados con petrdleo fresco, a los seis

meses

61

62

76

77

79

80

82

82

85

86

86

87

89

89

Xiii



Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

Figura 39.

Figura 40.

Figura 41.

Figura 42.

Figura 43

Figura 44.

Figura 45.

Figura 46.

Relacién entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto
japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado, a los tres

meses

Relacién entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto
japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado, a los seis

meses

Relacion entre descontaminacién y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco, a los tres
meses

Relacién entre descontaminacion y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco, a los seis

meses

Relacién entre descontaminacién y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado, a

los tres meses

Relacién entre descontaminacion y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado, a

los seis meses

La relacién de sulfatos y bacterias sulfato reductoras totales en suelos

contaminados con petréleo fresco, a los seis meses

La relacién de sulfatos y bacterias del grupo Desulfuvibrio en suelos

contaminados con petréleo fresco a los seis meses

La relacién de sulfatos y bacterias sulfato reductoras totales en suelos
contaminados con petréleo intemperizado, a los seis meses
La relacién de sulfatos y bacterias del grupo Desulfuvibrio en suelos
contaminados con petréleo intemperizado, a los seis meses
Relacién de sulfatos y la actividad enzimatica de arilsulfatasa en suelos

con petréleo fresco, a los tres meses

Relacion de sulfatos y la actividad enzimética de arilsulfatasa en suelos

con petréleo fresco, a los seis meses

Relacion de sulfatos y la actividad enzimética de arilsulfatasa en suelos

con petréleo intemperizado, a los tres meses

Relacion de sulfatos y la actividad enzimatica de arilsulfatasa en suelos

con petréleo intemperizado a los seis meses

90

91

92

92

93

93

100

101

102

102

103

104

104

105

Xiv



SECCION I. INTRODUCCION

El petroleo es una de las fuentes principales de energia a nivel mundial. Los
combustibles derivados del petroleo son la base del desarrollo econdmico y social
de un pais. Para satisfacer las necesidades del desarrollo de un pais, la industria
extractiva del petréleo a establecido infraestructura que interactia con los
ecosistemas terrestres que conducen petréleo crudo de los pozos de perforacion a
las petroquimicas (PEMEX, 2009). Como consecuencia de la extraccion,
conduccion, transporte del petréleo crudo y sus derivados han ocasionado la
contaminacion del suelo y agua (Banks et al., 2003a). Los suelos con hidrocarburos
del petroleo derivados del petréleo fresco y del petroleo intemperizado representan

riesgos a la salud y al ambiente (Mohsenzade et al., 2009; Diab, 2008).

La ecotoxicidad de los suelos con petréleo fresco e intemperizado ha sido
reportado por diversos investigadores, se hace referencia a la respuesta de
plantas, organismos y procesos bioquimicos de ecosistemas tropicales, entre las
plantas que indican sintomas de toxicidad se localizan a las leguminosas y pastos
(Rivera et al., 2005; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia 2004), organismos como la
microflora de la rizosfera; bacterias de los grupos fijador de N, de vida libre,
Azospirillum, Azotobacter y hongos hetero6trofos y procesos bioquimicos como la

actividad enzimatica de la ureasa (Ramirez, 2012).

Las manifestaciones toxicas de las plantas, microflora y actividad enzimatica al
petréleo fresco e intemperizado son distintivas. En planta el petroleo fresco
ocasiona la muerte inmediata del follaje y tejidos, decremento en la produccion de
pigmetos fotosintéticos, reduccion de la biomasa aérea y de la raiz, necrosis e
incluso la muerte (Adam y Duncan, 2002; Flocco et al.,, 2002; Peralta-Pérez y
Volke-Sepulveda 2012), pero en petroleo intemperizado segun Ramirez (2012);
Maldonado et al (2010); Rivera et al (2005), el efecto es menos drastico debido a

gue disminuye la altura, biomasa aérea y nddulos, pero no ocasiona la muerte.



La microflora rizosférica de los grupos de bacterias; fijadoras de N, de vida libre,
Azospirillum y Azotobacter son reportadas por Ramirez (2012) como indicadoras
de las toxicidad del petréleo intemperizado, sin embargo Vazquez-Luna et al.,
2011, reporta que el grupo de bacterias fijadoras de N, de vida libre, a las 72
horas de exposicion al petroleo son indicadoras de la toxicidad, pero no a partir de
las 144 horas. La actividad enzimatica de la ureasa segun Ramirez, 2012 es un
proceso bioquimico estimulado por la presencia del petréleo en el suelo, por lo
tanto no es un buen indicador de la toxicidad, posible contribuya en la

fitorremediacion de los contaminantes organicos.

Los pastos han sido seleccionados en diversos estudios por su respuesta
fitotoxica, por los indices de toxicidad altos basados en la microflora rizosférica
(Ramirez 2012) y por la capacidad de crecer y estimular la degradaciéon de los
contaminantes del suelo (Sangabriel et al., 2006). Se han usado durante los
ultimos afios en bioensayos para degradar hidrocarburos derivados del petréleo
fresco e intemperizado (Maldonado et al., 2010) lo que se conoce como
fitorremediacion (Cunningham et al., 1996; Chaney et al., 1997; Salt et al., 1998).
La fitorremediacion se ha definido como una tecnologia que usa plantas verdes,
microorganismos asociados a la rizosfera y técnicas agronémicas para degradar,
contener o transformar los contaminantes organicos e inorganicos en compuestos
menos téxicos (Cunningham y Berti 1993; Cunningham et al., 1996; Frick et al.,
1999; Pilon-Smits 2005; Robertson et al., 2007).

Considerando la importancia de la generacién de conocimiento ambiental con
aplicacién regional, nacional e internacional para zonas impactadas por las
actividades industriales petroleras, se plantea esta investigacion evaluar la
ecotoxicidad y fitorremediacion de suelos con petrdleo fresco e intemperiza
utilizando pastos nativos de ecosistemas inundados, su interaccién con microflora
rizosférica, con actividades enzimaticas y el depdésito indirecto de sulfatos en el

suelo derivados del petréleo crudo.



SECCION II. REVISION DE LITERATURA
2.1. El ecosistema y ecotoxicidad del petroleo

El ecosistema es una unidad estructural, de organizacion y funcional de
organismos vivos en donde interactian con factores bidticos y abiéticos (Odum y
Barrett, 2006), poseen un equilibrio en su funcionamiento con numerosos
mecanismos homeostaticos que les permiten restablecer el equilibrio dinamico
(Cerdn y Melgarejo, 2005).

Los componentes bidticos del ecosistema son los productores, consumidores y
descomponedores e interactian entre ellos a través de la energia y con los
factores abidticos como el aire, luz solar y temperatura en un espacio
determinado. Este espacio puede ser terrestre, acuatico y atmosférico (Odum y
Barrett, 2006).

Un ecosistema es potencialmente amenazado por la irrupcion no habitual de
factores biologicos, quimicos y fisico (Capd, 2007). La toxicidad en el ecosistema
se manifiesta en la alteracion y/o reduccion de la productividad del componente
vivo; los organismos que habitan en el (Sanchez, 2003). Sin embargo, bajas
concentraciones de ciertos contaminantes pueden producir un efecto de
estimulacién del organismo, este efecto es conocido como hérmesis (Calabrese y
Baldwin, 1998; Bohérquez-Echeverry y Campos-Pinilla, 2007).

La ecotoxicologia es una rama de la toxicologia y es multidisciplinaria; se ocupa
en establecer los principios y enfoques que permiten visualizar los efectos de los
contaminantes desde el nivel subcelular hasta los niveles de organizacion
biolégica superior (ecosistemas); para hacer posible su interpretacion en un
contexto ecoldgico (Espina y Vanegas, 1996).

En la ecotoxicidad la materia fundamental es comprender y explicar la
persistencia, degradacion, potencial de bioacumulacién, movilidad del contaminate
en el ecosistema, profundizando en los tipos de toxicidad (aguda, crénica y letal) y
estrés de los organismos en el ambiente (ONU, 2005).

La contaminacion dentro del ecosistema por ejemplo en el suelo, agua y atmosfera
es la introduccion o incremento anormal de un agente fisico y/o sustancias
quimicas que pueden ser nocivas y perjudiciales para los organismos que habitan
un espacio determinado. El incremento de la sustancia es originada por la accion
humana o procesos naturales temporales (Bautista, 1999; Capo, 2007).



Los hidrocarburos derivados del petréleo crudo son agentes abidticos que entran
al ecosistema, pueden eliminarse sin causar dafio alguno y/o dafiar a algunos
elementos del sistema. El ecosistema pueden recuperarse, adaptarse y/o mutar,
sin embargo también después de un tiempo el efecto de la exposicién prolongada
al contaminante puede desaparecer (Repetto y Sanz, 1995).

2.2. Definicién, tipo y composicion quimica del petroleo

La palabra petréleo es una palabra castellana que viene del latin “petroleum”
(petra: piedra y 6leum: aceite), es decir aceite de piedra (Garritz, 2001; IMP,
2010). La identificacion del petroleo crudo en el ecosistema, se propone
considerar el tiempo de exposicion a factores ambientales, por lo que se clasifica
en petréleo fresco y petréleo intemperizado.

2.2.1. Petréleo fresco

El petréleo fresco es el crudo recién extraido de un yacimiento. Es una mezcla
compleja que presenta carbono e hidrégeno en un porcentaje aproximado del 90%
(Castillo-Rodriguez et al., 2005), y cantidades significativas de nitrégeno (8%),
azufre (6%) y oxigeno (1.8%), asi como trazas de metales pesados (V, Ni, Pb, Fe)
(Kirk-Othmer, 2001; Cuervo, 2001) (Figura 1). Con variacion en la composicion
segun la edad de su formacion y el lugar de procedencia, puede manifestar
cualquiera de los tres estados de la materia: solido (asfalto), liquido (aceite) y
gaseoso (Figueruelo y Marino, 2004).

El petréleo crudo contiene presenta cuatro formas estructurales en funcion de la
solubilidad en solventes organicos: compuestos saturados, aromaticos, asfaltenos
y resinas (Rivera-Cruz et al., 2002; Gary y Handwerk, 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de los componentes quimicos del petroleo fresco (Castillo-
Rodriguez et al., 2005; IMP, 2010)

Los hidrocarburos saturados (CnH2n+2) agrupan a los alcanos y cicloparafinas
(Rivera-Cruz et al., 2002); Pueden dividirse en parafinas normales (compuestos de
cadena lineal, n-alcanos), saturados en cadenas ramificadas y saturados ciclicos
(o naftenos o aliciclicos).

Los Hidrocarburos aromaticos (C,Hzn.s) constituyen el mayor grupo de los
hidrocarburos del petréleo. El compuesto aromatico base es el benceno, el tiene la
estructura de un anillo con tres dobles enlaces de carbono (C¢Hg). (Leung et al.,
2007). Ademas del benceno, existen los hidrocarburos aroméaticos policiclicos
(HAP), que presentan propiedades aromdticas. En sus estructuras aparecen
anillos bencénicos fusionados; algunos como el naftaleno, antraceno, fenantreno,
el 1,2-benzopireno, el criseno y naftaceno se aislan del alquitran de hulla (YUfera,
1996).

La fuente mas importante de HAP en el ambiente es la combustion incompleta de
cualquier material organico que contenga carbono e hidrégeno (Mastral y Callen,
2000). El conjunto de HAP muestra una composicion molecular diferente,
dependiendo de su origen, el cual puede ser diagénico (procesos de alteracion

quimica, fisica o biologica de los sedimentos o0 rocas sedimentarias a
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temperaturas y presiones relativamente bajas), pirogénico (Procesos de quema de
materia organica como carbén, crudo y madera), biogénico (resultado de la
actividad microbiana y de animales y vegetales) o petrogénico (derivados del
petréleo) (Ortiz et al., 2007).

Los asfaltenos (laminas poliarométicas condensadas) incluye en su estructura
agregados poliarométicos, fenoles, acidos grasos y metaloporfirinas; las resinas se
constituyen por compuestos piridinicos, quinolinas, tofenos, carbazoles, sulfoxidos
y aminas (Fernandez et al., 2006b).

El estado gaseoso de los hidrocarburos depende del tamafio de sus moléculas,
del punto de fusion y ebullicion. Por ello, los primeros miembros son gaseosos a
temperatura ambiente, mientras que los restantes son liquidos o soélidos (Garritz,
2001).

La mezcla gaseosa que se halla en los yacimientos de petroleo se denomina gas
natural, estd compuesta en un 70% por metano, ademas de hidrocarburos
saturados como etano, propano, butano, pentano y pequefias proporciones de
gases inertes, tales como anhidrido carbdnico, nitrégeno y, en algunos casos
acido sulfhidrico, vapor de agua y agua libre, aunque la proporcion de estos
componentes raras veces supera el 15% (Primo, 1995).

2.2.2. Metales pesados y componentes inorganicos del petroleo fresco

Los metales pesados (Fe, Cr, Zn, Pb, Cu, Ni y V) se encuentran presente en el
petréleo, al formar parte de compuestos organicos denominados organomeétalicos
(Yufera, 1994). El Ni y V, son los elementos metélicos mas abundantes y en
ocasiones pueden alcanzar altas concentraciones, pueden estar libres 0 en los
nucleo de las porfirinas (Clark y Brown, 1977 cita Botello, 2005).

Los compuestos oxigenados del petrdleo, se componen por alcoholes, esteres,
éteres, cetonas y furanos, de los que destacan los fenoles y &cidos alifaticos, por
sus funciones &cidas como los &cidos nafténicos (acidos de alcohilcicloparafinas).
El contenido de estos compuestos es superiores al 0.06% del petrdleo crudo
(Vian, 2006; IMP, 2011).

Los compuestos nitrogenados existen como maximo en proporcion de un 0.5%. Se
trata de bases organicas como pirrol, indol, carbazol, benzocarbazol, piridina,
quinoleina, indolina y benzoquinoleina (Vian, 2006; IMP, 2011).



Los compuestos de azufre son de gran importancia, no sélo por su cantidad (0.5 a
5%), la corrosion, el olor y otras propiedades indeseables a las fracciones
petroliferas, que obligan a su depuracion (Vian, 2006). EL azufre en el petroleo
puede estar presente en forma inorganica: S elemental, acido sulfhidrico (H»S),
sulfuro de carbonilo (oxisulfuro de carbono) COS o formando parte de moléculas
organicas tales como: sulfuros, disulfuros, mercaptanos, tiofenos, benzotiofenos y
dibenzotiones (Wauquier, 2004), y hasta en fracciones sélidas como los asfaltos y
compuestos resinosos de alto peso molecular disueltos en el aceite (Vian, 2006).

2.2.3. El petréleo intemperizado

El petroleo intemperizado, es un petrdleo crudo (fresco) que es sometido en la
superficie del suelo a un proceso de meteorizacion al menos durante 20 afios
(Botello, 1996; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004). Constituido sélo de
hidrocarburos saturados ramificados, hidrocarburos aromaticos policiclicos,
asfaltenos y resinas (Figura 2).

PETROLEO INTEMPERIZADO
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Figura2 Clasificacion de los componentes quimicos del petrdleo intemperizado.

La OMI (2005), indica que el petroleo fresco al estar en la atmosfera de manera
accidental o premeditada, da lugar a las siguientes fases:



i) Fase de expansion que tiene lugar tanto en superficie como en profundidad; en
esta fase se produce una gran mortandad de organismos vivos; ii) Fase de
estabilizacion de los contaminantes que puede durar entre seis meses y un afio
dependiendo de la naturaleza de los contaminantes, de los ecosistemas y de las
condiciones meteoroldgicas; iii) Fase de reconstitucion que es la mas larga, y que
en climas templados dura mas de 10 afios y iv) El tiempo de duracion de una
ancha de petroleo dependerd de la proporcion de los componentes volatiles que
tenga y de la temperatura (Capo, 2007).

El petréleo intemperizado (Pl), es una mezcla de compuestos recalcitrantes
(resistencia a la degradacion) del petrdleo fresco (Castillo-Rodriguez et al., 2005).
Se compone principalmente de: hidrocarburos saturados de cadena larga,
compuestos ciclicos y policiclicos (OMI, 2005); hidrocarburos arométicos (> 5
anillos) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) (Rivera-Cruz et al., 2002);
asfaltenos y resinas son mezclas de hidrocarburos que se encuentran en las
fracciones pesadas (compuestos de elevado peso molecular) de los crudos y de
los productos refinados pesados (Fernandez et al., 2006b).

La naturaleza hidréfoba de los hidrocarburos recalcitrantes (compuestos ciclicos,
aromaticos, asfaltos y resinas) del petroleo intemperizado, complican su
degradacion, debido a la absorcion de los hidrocarburos a la matriz del suelo y asi,
disminuye la velocidad y el grado de degradacion de los hidrocarburos (Chi-Yuan 'y
Krishnamurthy, 1995; Maletic et al., 2011).

2.3. Efectos de la contaminacion del petroleo fresco e intemperizado en el
ecosistema

2.3.1. Cambios fisicos y quimicos del suelo por la presencia del petréleo
fresco

El petréleo fresco al entrar en contacto con los componentes del suelo ocasiona
cambios en los procesos fisicos, quimicos y biol6gicos (Lopez et al., 2006). Esto
puede dirigir al deterioro de la estructura del suelo, perdida de la materia organica
y minerales (Akubugwo et al., 2009), Ademas, de afectar las cadenas alimentarias
y diversas actividades humanas (Annunciado et al., 2005), asi como su latente
toxicidad y cualidades cancerigenas y mutagénicas (Caravaca y Roldan, 2003).

Entre los cambios fisicos se reporta son:



Las peliculas de petréleo existentes en la superficie del suelo, reducen la
transmision de luz. lgual que retardan la adsorcion y reducen el contenido de
oxigeno (Lépez et al., 2006).

Cuando los hidrocarburos se acumulan o son absorbidos por la matriz del suelo,
ocasionan la ruptura de los agregados del suelo, modifican su estructura (Ortinez
et al., 2003). El contenido de arena aumenta y disminuye el de arcillas, esto en
funcion del tipo y densidad del petréleo. Lo que aumenta la porosidad del suelo
(Martinez y Lopez, 2001).

La retencidn del agua disminuye a causa de las caracteristicas no polares y la baja
polaridad de los hidrocarburos, que al cubrir la superficie del suelos interrumpen la
interaccion electroestatica entre las particulas del suelo y el agua (Adams et al.,
2008). Por lo que se genera una retencion de agua en la capa superficial del suelo
(Ortinez et al., 2003).

Cambios quimicos:

La materia orgénica al igual que el contenido de carbon organico, se incrementa al
retener hidrocarburos totales del petréleo (Zavala et al., 2005).Los contenidos de
carbon orgénico del suelo se incrementan por la presencia de los hidrocarburos
(Okolo et al., 2005), ya que el 75% del carbono del petréleo crudo es oxidable
(Ortinez et al., 2003).

El pH disminuye debido a la acumulacién de carbono orgénico y generacion de
acidos organicos que provienen del petroleo (Seoanez, 2000; Manahan, 2007).

Los contenidos de nitrdgeno total pueden variar en relacién al tipo de petréleo, en
suelos contaminados con petréleo intemperizado es bajo, este efecto se atribuye
al aumento de las poblaciones microbianas (Rivera-Cruz et al., 2002; Pathak et al.,
2011). Sin embargo en suelos con petréleo fresco, puede haber un aumento del N
total al modificar la relacién C:N propiciando la inmovilizacion de N, lo que limita el
uso para los microorganismo como sustrato (Solis y Lopez, 2003; Agbogidi y
Enujeke, 2012).

El contenido de fésforo (P) en suelos contaminados con petréleo puede variar en
relacion al tipo de petréleo y contenido de la humedad (Dorantes, 2010). Caravaca
y Roldan (2003) indican que la presencia del petréleo disminuye el contenido de P.
sin embargo, Wyszkowski y Wyszkowska (2005) observaron un aumento en los
contenidos de fésforo en suelos con hidrocarburos de un derrame reciente.



El incremento de la salinidad, aunque no es directamente por los hidrocarburos se
atribuye al agua de formacion o produccion de alto contenido de sales disueltas
proveniente de las formaciones geoldgicas. Esta agua puede alterar la
conductividad eléctrica y a veces el pH con mas gravedad en zonas aridas o no
hamedas (Adams et al., 2008).

2.3.2. Efectos del petroleo sobre las plantas y la microflora del suelo

Los efectos nocivos de los hidrocarburos sobre las plantas y microflora pueden ser
indirectos o directos, por su interaccion con los componentes abidticos y
microbianos del suelo (Wang y Bartha, 1994). Los efectos

Efectos toxicos en plantas. Las plantas son vulnerables a la presencia del
petrdleo fresco por los cambios fisicos y quimicos que suceden en el suelo. Los
hidrocarburos del petréleo inhiben la germinacion y crecimiento de las plantas
(Lépez et al.,, 2006), quemaduras en las hojas, defoliacion, caida de frutos
(Herrera, 1961), necrosis vegetal por intoxicacion de los compuestos aromaticos
de bajo peso molecular, cuando estos dafian las membranas celulares de las
raices (Olguin et al., 2007). Quifiones-Aguilar et al. (2003) atribuyen este efecto a
la capa hidrofébico de petréleo que cubre la raiz, la cual limita la absorcion de
agua y nutrimentos.

La toxicidad de los hidrocarburos en la vegetaciéon, no sélo es condicion de los
factores abidticos o bidticos del ecosistema, sino de las caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas de la especie vegetal (Tang et al., 2011). La altura,
germinacién, numero de nédulos y produccion de la biomasa (radical y foliar) son
caracteristicas fisioldgicos sensibles a la toxicidad de los hidrocarburos (Ramirez,
2012).

El nivel de toxicidad de los hidrocarburos en las plantas, sigue un orden
descendente y el cual inicia con los monoaromaticos >olefinas >naftalenos
>parafinas. La toxicidad se correlaciona de forma directa al aumentar la polaridad
del compuesto e inversa a mayor peso molecular (Wang y Bartha, 1994).

Efectos toxicos en la microflora del suelo. El efecto general de los
hidrocarburos del petrdleo en la comunidad microbiana han sido reportados por
diferentes investigadores, e indican un efecto de aumento y/o disminucion de
microorganismos segun el tipo de petroleo y el tiempo de derrame en el sitio. Al
respecto Wang y Bartha, (1994) indica que los compuestos del petroleo influyen
en el nimero, composicion, biomasa y actividad microbiana existente en el suelo.
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Los hidrocarburos del petréleo pueden aumentar la permeabilidad de la membrana
celular, al acumularse en las capas lipofilicas. De este modo los asfaltenos y
compuestos alifaticos de alto peso molecular e hidrofébicos no son perjudiciales.
Por el contrario, compuestos arométicos y alifaticos de bajo peso molecular y alta
solubilidad en agua son asociados a una toxicidad aguda (Maier et al., 2000). Sin
embargo existen microorganismo que se adaptan y utiliza como fuente de carbono
los hidrocarburos y, asi incrementar su actividad metabdlica bajo estas
condiciones (Labud et al., 2007).

La degradacion microbiana de los componentes del petréleo, puede ocasionar
dafios potencialmente toxicos (Trindade et al., 2005). La biodegradacion de los
compuestos deja productos intermedios que pueden poseer un alto grado de
toxicidad y provocar un dafio a la biota microbiana del suelo (Chirinos et al., 2010)
e incluso a las plantas; ya que los productos como los &cidos grasos, materiales
fendlicos y terpenoides son fitotoxicos (Wang y Bartha, 1994).

2.3.3. El petroleo y su efecto con la actividad enzimatica del suelo

La actividad enzimética puede ser reducida o inhibida tras un derrame de petroleo,
sin embargo, después de un periodo de estrés, hay un incremento en la intensidad
de la respiracion, la actividad enzimatica, el desarrollo de los microorganismos y la
gradual descomposicién de los contaminantes (Baran et al., 2004).

Los contenidos de metales pesados pueden inhibir la actividad enzimatica del
suelo, al cubrir los grupos cataliticos activos, desnaturalizar las conformaciones de
proteinas, o competencia con iones metalicos involucrados en la formacion de
complejos enzima-sustrato (Gianfreda y Bollag, 1996 cita Gianfreda et al., 2005).
El grado de inhibicion de los metales pesados (Cd, Zn, Pb) puede relacionarse con
su interaccion con los HAP (fenantreno, fluorantreno y benzo(a)pireno), los cuales
pueden ser en mayor o menor grado dependiendo del tipo de metal (Shen et al.,
2005).

Los contenidos de hidrocarburos no siempre son desfavorables para la actividad
enzimatica en el suelo, segun indican Garza et al. (2008) estimulan la actividad
biolégica del suelo (actividad de ureasa, fosfatasa y produccion de ATP),
directamente proporcional a la concentracién de hidrocarburos. Este efecto resulta
de la adaptacion de los microorganismos y de utilizar como fuente de carbono a
los hidrocarburos.
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2.4. Efectos de la contaminacion del petroleo intemperizado en el ecosistema

El petréleo intemperizado es considerado como el contenidos de hidrocarburos
(hidrocarburos saturados de cadena larga, ciclo alcanos, compuestos aromaticos,
asfaltenos y resinas) que resisten a la biodegradacion en el suelo tras su derrame
(Leung et al., 2007). Los efectos de los contaminantes organicos persistentes
pueden ser sutiles y desencadenarse a bajas concentraciones, se presenta
después de varios afios de exposicion. Esto hace que su diagnostico sea dificil de
realizar y dificulta la evaluacion de los problemas toxicos potenciales (Yarco,
2005).

El impacto de los suelos con petrdleo intemperizado (SPI) en la vegetacion, se
observa en la diversidad y el cambio de la vegetal, dependiendo de la zona
Fisiografica (Zavala, 1996). Dorantes (2010), explica que los cambios en la
vegetacion dependen igual de los factores ambientales, y menciona que ciertas
gramineas y ciperaceas pueden adaptarse en SPI. Sin embargo, la toxicidad de
las leguminosas son susceptibles tanto al petréleo fresco como intemperizado
(Ramirez, 2012). Los hidrocarburos no saturados parafinicos y nafténicos con
enlaces dobles o triples, se oxidan y transforman en &cidos grasos, que son
toxicos para las plantas e insectos (Carrero y Planes, 2008).

Rivera-Cruz (2011) explica que en humedales con petroleo intemperizado, existen
poblaciones adaptadas de bacterias fijadoras de nitrdgeno de vida libre,
solubilizadoras de potasio y fésforo que permiten a la vegetacién disponer de
nutrientes en el suelo para su desarrollo y crecimiento.

2.5. El azufre en el suelo

El azufre es un macronutriente indispensable en una variedad de reacciones en
las células. Ademés de su papel clave en la nutricion de plantas y animales
(Brady y Weil, 2002). Oliviera et al. (2006) explican que la dinamica del azufre en
el suelo comprende:

e Mineralizacion: el azufre organico se transforma en primer lugar en sulfuro,
gue en condiciones aerobias se oxida a sulfato.

e Desulfuracion: en condiciones anaerobias los sulfuros no se oxidan y
pueden volatizarse a la atmésfera. Los sulfatos también pueden ser
reducidos a sulfuros por ciertos microorganismos.
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e Adsorcion: el ion sulfato puede ser muy débilmente adsorbido por el
complejo aniénico con pH inferior a 6 (ciertas arcillas y 6xidos de hierro y
aluminio).

e Inmovilizacion: por las plantas y microorganismos.

e Lixiviacion: el ion sulfato en la solucién del suelo se puede perder por el
agua de percolacion.

El sulfato es la principal forma inorganica de azufre en la mayoria de los suelos,
aunque pueden estar presentes las formas elementales y en sulfuro bajo
condiciones predominantemente anaerobias (Ingraham e Ingraham, 1998). Son
directamente absorbidos por las plantas a través de las raices, transformando el
azufre para formar aminoacidos azufrados o enlaces sulfhidrilo (R-SH) (Seoanez,
2000). Pueden estar presentes en formas solubles, adsorbidos en la superficie del
suelo o como sales insolubles (yeso o asociados con carbonato de
calcio).Tedricamente el sulfato biodisponible en fertilidad de suelos es el adsorbido
y el soluble, mientras que el insoluble no se considera directamente disponible
(Fernandez et al., 2006a).

2.5.1. Sulfatos y su efecto en el suelo

El azufre es responsable de varios tipos de contaminacion del suelo, agua y aire.
El problema ambiental asociado al azufre incluye la precipitacion acida, deposicion
de petréleo crudo, ciertos tipos de deterioro de los bosques, el drenaje acido de
minas, los suelos acidos sulfatados e incluso algunos efectos toxicos en el agua
potable utilizada por los seres humanos y el ganado (Brady y Weil, 2002).

En fosas de residuos de perforacion existen grandes concentraciones de sulfatos
(Fernandez et al.,, 2006a), En los drenajes acidos de minas las altas
concentraciones de metales pesados y sulfatos afectan el medios ambiente al
incrementar el pH del suelo, lo que limita la diversidad de plantas y microbios
(Gutiérrez-Ruiz et al., 2007). Sin embargo, no existe en la legislacion mexicana un
nivel o concentracion limite de sulfatos en suelos contaminados con petroleo.

2.6. Teoria de la toxicidad

La toxicidad de un compuesto es definida genéricamente como su capacidad para
infligir lesiones 0 muerte a un organismo. La toxicidad puede ser aguda, cuando
los efectos se manifiestan inmediatamente, o crénica si esos efectos se

13



manifiestan después de varias exposiciones y, por consiguiente, tras un periodo
de tiempo mas largo (Caneva et al., 2000).

Una misma sustancia puede dar lugar a efectos muy diversos, desde inapreciables
hasta mortales, siempre en funcion de la dosis a las que actué, se distinguen dos
tipos de efectos: adversos, que provocan una disminucion en los niveles normales
de las funciones anatémicas, fisioldgicas o conductistas del organismos; y toxicas,
que resultan nocivos consecuentes a la accion del toxico, una alteracion del
equilibrio fisiolégico (Bello y De Cerain, 2001).

La relacion entre la concentracion de un contaminante y el porcentaje de
respuesta de un grupo de organismos de igual especie al que se le ha
suministrado o ha sido expuesto a él, se conoce relacion dosis-respuesta
(Ramirez, 2005). La representacion grafica ideal de esta relacién puede ser una
curva hipérbola, aunque algunas relaciones de efecto dosis-respuesta presentan
una forma sigmoide (Figura 3).

a) o om D) -

Figura 3. Esquema grafico de la relaciébn dosis respuesta: a) hipérbola y b)
sigmoide (Repetto y Repetto, 2009).

En la actualidad la toxicidad se evalla mediante bioensayos o pruebas de
toxicidad, que exponen a un organismo vivo a diferentes concentraciones de una
sustancia toxica, y se registran los efectos. Se considera la sensibilidad de los
organismos y las caracteristicas ecoldgicas en que se desarrolla el bioensayo
(Bello y De Cerain, 2001). De este modo se determina los parametros de toxicidad
pertinentes (Fernandez et al., 2006a):

-NISEO o NOEL (Dosis o niveles sin efecto observable): ya que muchas veces las
consecuencias de una o repetidas exposiciones no se manifiestan exteriormente o
sé6lo lo hacen después de cierto tiempo.

-LOEC (Concentracion mas baja donde el efecto es observable): minima
concentracion de toxico en la cual se observan efectos sobre los organismos.
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-CLso (Concentracion letal media): concentracion de toxico que mata un 50% de
los organismos ensayados.

-CEso (Concentracion efectiva media): concentracion de toxico que produce el 50%
del efecto tomado como indicador de toxicidad.

-Concentracion inhibitoria: concentracion de toxico que inhibe un proceso
biolégico, tal como la reproduccién en un determinado porcentaje.

2.7. Bioindicadores de toxicidad

El estado toxico de una situacion ambiental requiere de la medicion de una
multiplicidad de pardmetros tomados de manera y en cantidad suficiente para que
permitan extraer conclusiones sobre el impacto del contaminante (Carballeira,
2003). Los organismos vivos pueden servir como indicadores de varios tipos de
ambientes (Manahan, 2007).

Los bioindicadores se clasifican en indicadores de exposicion a contaminantes
ambientales, indicadores de efectos producidos por estos e indicadores de
susceptibilidad a los compuestos téxicos. Entre los primeros se incluyen el dafio e
interferencia provocado por los contaminantes, en procesos mediados por
enzimas, asi como los cambios a nivel genético, sobre el DNA, asi efectos
negativos en parametros del desarrollo y crecimiento de organismos (Espina y
Vanegas, 1996). Los marcadores de susceptibilidad indican diferencias
individuales o poblaciones que afectan las respuestas ante los factores del medio
independiente de la exposicion a los contaminantes en estudios (Koeman, 1991
cita Botello, 2005). Es importante para estos indicadores conocer los compuestos
(o sus metabolitos) responsables y los 6érganos que se acumulan y actlan
(6rganos diana) durante los ensayos de toxicidad (Carballeira, 2003).

2.7.1. Bioindicadores fisiolégicos

Las plantas segun Parra et al. (2002), son organismos sensibles a las alteraciones
que se presentan en el ecosistema, por ejemplo cuando un elemento quimico
supera un umbral de concentracion produce dafios o alteraciones fisiologicas por
toxicidad. El papel de las plantas como indicadores de toxicidad es excelente,
debido a la sensibilidad de algunas especies frente a sustancias toxicas. El grado
de respuesta depende de las condiciones ambientales. La luz, el agua, la
temperatura y la nutricion son quizas los principales factores que deben ser
considerados la variacion cuantitativa y cualitativa de la especie vegetal (L6pez et
al., 2006). Los sintomas en hoja producidos por estados carenciales y toxicidades
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de distintos elemento son con mucha frecuencia, parecidos y dificiles de
diferenciar. Asimismo, son facilmente confundibles con sintomas provocadas por
causas no nutricionales (plagas o enfermedades). Por estas razones, no es
recomendable hacer diagndsticos basados exclusivamente en sintomas visuales
(Parra et al., 2002).

Las gramineas son herramientas bioldgicas de gran aplicacion en suelos, ya sea
como bioindicadores de calidad o especies fitorremediadoras en suelos, tras un
derrame de petréleo o por concentraciones elevadas de metales pesados (Pastor
et al., 2003; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004; Larenas y Viana, 2005). su rapida
germinacion, crecimiento, baja relacion vastago/raiz, un sistema radical
fasciculado que favorece la creacion de una rizésfera extendida con potencial para
catalizar la descontaminacién del suelo, asi como requerimientos agronémicos
amplios y su facil comercializacion de propagulos que facilita su aplicacién a gran
escala, son caracteristicas que apoyan su uso (Hernandez-Valencia y Mager,
2003). El Cuadro 1, son antecedentes del uso de gramineas como bioindicadores
de toxicidad.
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Cuadro 1. Antecedentes del uso de gramineas como bioindicadores.

Graminea

Contaminante

Referencia

-Brachiaria brizantha
Braciaria decumbens
Panicum notatum

-Zea mays L.
Triticum aestivum
Festuca arundinacea
Euchlaena mexicana

-Poacea sp.(nueve
especies)

-Dactylis glomerata
Festuca rubra

- Echinochloa
polystachya

- Panicum sp.
Cynodon sp.
Andropogon sp.

- Brachiaria hibrido
Brachiaria brizantha
Panicum maximum

- Panicum miliaceum
Triticum aestivum

- Brachiaria humidicola
Brachiaria mutica
Echinochloa
polystachya

-Echinochloa
polystachya
Brachiaria mutica

- Zea mays subsp.

2.5,5.0y 10.0 g kg™ Diesel

100, 500, 1 000, 2 000 y 3 000
mg kg™ HTPF

7,381-124 134 mg kg™ HTPI

0.027, 0.046, 0.058. 0.063,
0.077, 0.110, 0.17, 0.18 mg kg’
1pPCBs

0.25, 1, 2, 10, 50 y 100 mg L™
Cd2+

400 a 367 000 mg kg™ HTPI

50 000 mg kg™ HTPI

24 000 mg kg™ HTPI

5 000, 10 000 y 15 000 mg kg™
HTPI

550 a 35 108 mg kg™ HTPF y
79 457 mg kg™ HTPI

15 000, 25 000,
35 000 mg kg™* HTPF

Mezzari et al. (2011).

Tang et al. (2011).

Dorantes (2010).

Petrik et al. (2009).

Solis-Dominguez et al. (2007).

Hernandez-Acosta et al.
(2006).

Sangabriel et al. (2006).

Banks y Schultz (2005)

Zavala-Cruz et al. (2005)

Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia

(2004).

Quifiones-Aguilar et al. (2003).

PCBs: bifenilos policlorados; HTPF: Hidrocarburos totales del petréleo fresco;

intemperizado.

HTPI: Hidrocarburos totales del petréleo
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2.7.2. Bioindicadores rizosféricos

La raiz es el dérgano subterrdneo de las plantas vasculares. Sus principales
funciones consisten en fijar la planta al suelo y absorber el agua y las sales
minerales contenidas en la solucion del suelo. (Fuentes, 2006). La rizosfera, se
define como la cantidad de suelo cercana a las raices de la planta (2 mm), es la
zona donde predominan las interacciones comensales y mutualistas entre los
microorganismos y plantas, a causa de la abundante cantidad de nutrientes debido
a la influencia de la planta. (Maier et al., 2000).

Las raices, liberan exudados pueden ser de dos tipos; ya sea inorganicos (acidos
grasos, azucares, acidos organicos y fendlicos) u organicos (polisacaridos y
acidos poligalacticos) (Shann, 1995). Componentes organicos solubles (exudados
de raiz) (Figura 4). Los exudados genera cambios en el pH, la estructura del suelo
rizosférico, la viabilidad de nutrientes inorganicos y, por consiguiente inducir
negativa o positivamente en la comunidad microbiana. Por lo cual, la composicion
y funcionamiento de la rizésfera pueden considerarse como un bioindicador de
toxicidad el suelo (Sgrense y Sessitsch, 2007).

Luz, CO,

/otosimasis

Hongos micemizices

HMA y ECM Erzimmas Vitaminas Fijadoresde nitrégeno
Fe L dmbidticosy de vida llbre
Mo  Fitohormonas Aminoacidos .
————

Solubilizadores de

Hongers fllamentorsos Acidos nucleicos Ca P-inorgdnica
Endorrizosféricos Mn Acidos oaganicos
Siderdforos K .
Oxigeno Muovilizadores de P
Microorganismes hidrocarbonoclastas Aziicares “H““‘-m-._m‘ y otros nutrimentes
oac ladk de les pesados Mg
s Acldos grasos
lipidos
Bacterias oxidantes yiip Bacteriasy
¥ reductores de arufre hongos antibidticos
Hangos Bacterias promotoras
micoparasftices del arecimientevegetal

Figura 4. Influencia e interaccion de la rizésfera en el suelo (Ferrera-Cerrato y
Alarcon, 2007).
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2.7.2.1. Bioindicadores bacterianos en rizosfera

Los microorganismos simbiontes o de vida libre pueden ser una herramienta de
monitoreo excelente para evaluar los dafios toxicolégicos de un derrame
(Hernandez, 1997; Arias-Trinidad, 2008; Vazquez-Luna, 2010), debido a su
implicacion en variados procesos bioquimicos del suelo y para el seguimiento de
un proceso de restauracion en el suelo y la calidad biolégico del ecosistema
(Gonzalez-Chavez, 2005; Akpor et al., 2007; Ledn-Garcia et al., 2007). Dorantes
(2010) concluyé que los organismos del suelo pueden ser indicadores de la
alteraciéon de suelo por factores climéaticos y antropogénicos. Poblaciones de
bacterias fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fosforo y potasio son sensibles
al contenido de hidrocarburos del petroleo, factores climéaticos y la acumulacién de
precipitacion. Ferrera-Cerrato et al. (2007) explica que las poblaciones rizosfericas
se inhiben conforme el aumento de las concentraciones de los hidrocarburos del
petréleo, lo cual promueve su aplicacion como biomarcadores.

2.7.2.2. Bacterias y sus interacciones con la rizésfera

La nutricion de las plantas depende de la composicion de la flora del suelo en la
rizsfera, para lo cual las plantas tienen tendencia de atraer microorganismos
benéficos por sus excreciones o exudados radicales (Hiltner, 1904, citado por
Sanchez y Gomez, 2007). La principal manifestacion de esta influencia son las
complejas asociaciones que se desarrollan entre las raices y los microorganismos
del suelo, especialmente las bacterias y hongos, que invaden la raiz huésped o
permanecer libre en el suelo. Dejando claro que las simbiosis pueden ser tanto
benéficas o patdégenas, ya que las raices afectan la nutricibn mineral de los
microbios del suelo tanto como los microbios afectan los nutrientes disponibles
para las raices de las plantas. (Brady y Weil, 2002; Hopkins y Hiiner, 2004).

2.7.2.2.1. Bacterias fijadoras de Nitrégeno

El nitrdgeno es parte integral de componentes esenciales de las plantas
(aminoacidos, enzimas, acidos nucleidos, clorofila y algunos carbohidratos). Un
aporte adecuado de nitrégeno estimulara el crecimiento y desarrollo de la raiz, asi
como, también la captacion de otros nutrientes (Brady y Weil, 2002).

La fijacion biologica de nitrogeno es el proceso en el que ciertos organismos
captan el nitrégeno atmosférico (N), el cual es transformado en compuestos
organicos (NH4", NHs y NO3). Esta fijacion bioldgica puede ser realizada por dos
tipos de microorganismos: los organismos de vida libre como bacterias

19



(Azotobacter, Azospirillium, Beijerinckia y Clostridium), actinomicetos vy
cianobacterias o por simbiosis entre la raiz de la planta y un microorganismo
(Rhizobium y Bradyrhizobium) (Alexander, 1977; Maier et al., 2000; Brandy y Weuil,
2002).

Las bacterias fijadoras de N, vida libre (BFN) en la rizésfera y suelo han sido
evaluadas como indicadores de la toxicidad del petroleo en suelos (Vallejo et al.,
2008; Mantilla-Paredes et al., 2009). Vazquez-Luna et al. (2011) explican que las
BFN de vida libre se incrementaron en suelos contaminados con petréleo (1 200, 3
500, 10 000, 20 000y 40 000 mg kg™ HTPF), Contrario a este comportamiento,
Miranda-Martinez et al. (2007) reportaron una disminucién en las densidades de
Azospirillum brasilense y Azospirillum halopreferens en suelos contaminados con
fenantreno, se atribuye esta respuesta a efectos toxicos de compuestos
intermedios de la degradacion del fenantreno y, al crecimiento de
microorganismos con funciones distintas a la degradacién del fenantreno que se
favorecen con la reduccion de la concentracion del contaminante en el sustrato.
Pérez et al. (2010), demostraron la capacidad de BFN de vida libre de utilizar
gueroseno como fuente de carbono y producir biosurfactantes semejante a los que
producen las Pseudomonas, lo que indica la viabilidad y participacion en procesos
de biorremediacion.

2.7.2.2.2. Bacterias sulfato-reductoras

Las bacterias sulfato reductoras (BRS) viven en ambientes anaerdbicos ricos en
sulfato, son versétiles y capaces de crecer utilizando sulfato u oxianiones de
sulfuro como aceptor; y acetato, lactato y glucosa como donadores de electrones.
El H,S que producen origina el olor a huevos podridos de estos lugares y el color
negro del lodo. Los sulfuros metéalicos negros, como el sulfuro de hierro, se forman
como resultado de la reaccion entre H,S producido por las bacterias y los iones
metalicos presentes en el lodo (Ingraham e Ingraham, 1998).

El proceso general de sulfato reduccion y oxidacién de benceno con sulfato como
aceptor de electrones se muestran a continuacion (Suthersan, 1999, citado por
Fernandez et al., 2006a)

SO4—) SO3—) S— HZS

Proceso de sulfato-reducciéon
CeHe + 3.75 8042' +7.5H" - 6CO, + 3.75 H,S + 3H,0
Oxidacioén de benceno con sulfato.
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Las BRS reducen sulfatos oxidando la materia organica para la produccién de
sulfuro de hidrogeno y bicarbonato (Gutiérrez-Ruiz et al., 2007). Estos
microorganismos son capaces de modificar las reacciones de reduccion de
oxigeno debido al consumo del mismo para sus actividades metabdlicas, las
cuales se desarrollan en ausencia de oxigeno libre (condiciones anaerobias)
(Figueroa et al.,, 2008). Las bacterias Desulfovibro (cinco especies) Yy
Desulfotomaculum (tres especies) son los Unicos géneros reductores de sulfatos
(Maier et al., 2000). El sulfuro producido por Desulfovibrio spp. reacciona con el
hierro que se encuentra como fosfato de hierro, lo precipita como sulfuro de hierro
y libera el fosfato al agua como fosfato idnico, interactuando de esta manera con
otros ciclos biogeoquimicos (Flores et al., 2007).

Se ha encontrado la presencia de BSR en ambientes contaminados con petréleo y
sus constituyentes (benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos, naftalenos,
fenantrenos y alcanos), asi como de compuestos halogenados. Debido a que la
degradacion de hidrocarburos de bajo peso molecular, &cidos organicos (acetato,
propianato y butirato son intermediarios) fungen como fuente de carbonos para las
bacterias (Kleikemper et al., 2002). A nivel industrial su aplicacion es enfocada en
diversas areas como la biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos del petréleo y metales pesados (Fernandez et al., 2006b; Gutiérrez-
Ruiz et al., 2007; Lebdn-Garcia et al., 2007); el desarrollo de técnicas para evitar la
corrosion que ejercen sobre las tuberias (Herndndez-Rodriguez et al., 2006;
Figueroa et al.,, 2008); la produccion de hidrogeno por hidrélisis de materia
organica utilizando este tipo de bacterias (Buitron y Carvajal, 2009) y el
tratamiento de hidrodesulfuraciéon utilizando especies sulforeductora y
desulfurizadora (Valbuena et al., 2010).

2.7.2.3. Bioindicadores enzimaticos

Las enzimas son proteinas especializadas que combinan un sustrato especifico
para catalizar una reaccion bioquimica, son parte esencial en la transformacién de
energia y las reacciones en el ciclo de nutrientes; (Maier et al., 2000; Brady y Weill,
2002).Las reacciones bioquimicas y enzimaticas tanto del suelo como de la
vegetacion son afectadas por la falta de micronutrientes o presencia de un
xenobiodtico (Brady y Weil, 2002). Los contaminantes en el suelo ejercen una
influencia sobre la microbiota, la cual se manifiesta en cambios en la actividad
enzimatica, respiraciéon del suelo biomasa y cuenta microbiana (Baran et al.,
2004).
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La caracterizacion y cuantificacion de la actividad enzimatica puede ser util para
medir la fertilidad; el nivel toxico de xenobidtico (de la Garza et al., 2008) y analizar
el comportamiento de procesos de biorremediacion en el suelo (Pérez et al.,
2008). En suelos con hidrocarburos, la actividad enzimatica y la biomasa
microbiana son alteradas de manera significativa. Wyszkowska et al. (2006),
Achuba y Peretiemo (2008) y Akubugwo et al. (2009) mencionan que la actividad
enzimatica de la deshidrogenasa, proteasa, ureasa, catalasa, fosfatasa alcalina y
acida son estimuladas durante derrames de petréleo en suelos. Baran et al. (2004)
observaron que la influencia de los hidrocarburos aroméaticos policiclicos sobre la
actividad enzimatica (deshidrogenasa, fosfatasa, ureasa y proteasa) se relaciona
con las propiedades fisico-quimicas del suelo, tales como el carbén organico y pH.

2.7.2.3.1. Actividad enzimatica de la ureasa

La ureasa es una enzima que cataliza la hidrolisis de urea con un mecanismo de
reaccion basado en la formacion de carbamato como intermediario. La urea
adicionada a suelos como fertilizantes o la orina de animales es hidrolizada
enzimaticamente por la ureasa (NH,CONH, + H,O — 2NH3 + CO,), lo que resulta
en la liberacion de amonio y eleva el pH de los suelos (Tabatabai y Bremner,
1972a). Esta relacionada con la mineralizacién del nitrégeno organico, que se
refiere a la degradacion de proteinas, amino azlcares y acidos nucleicos a NH,"
(Espana et al., 2001).

La actividad de la ureasa en suelo, es un indicador de toxicidad viable en ensayos
de toxicidad y calidad (Baran et al., 2004; Fonturbel, 2004), tanto por su
sensibilidad como para comprender las interacciones entre los metales pesados y
los HAP del petréleo (Shen et al., 2005).

2.7.2.3.2. Actividad enziméatica de la arilsulfatasa

Las arilsulfatasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de un anién arilsulfato
(R-O-SO3 + H,0—»>ROH + H' + SO, por rotura del enlace O-S (Gonzélez et al.,
2003). La arilsulfatasa participa en el proceso de hidrolisis del éster sulfato de la
materia organica del suelo liberando azufre, como ion sulfato [SO4?] (Reyes et al.,
2011). Esta enzima indica la deficiencia y mineralizacion de los compuestos del
sulfuro en el suelo, o para el monitoreo de la calidad del suelo por actividades
industriales, pecuarias y agricolas (Tischer, 2005; Acosta-Martinez, 2007).

Gianfreda et al. (2005), observaron la sensibilidad de la arilsulfatasa en suelos a
condiciones limitantes de fertilizacion y riego, asi como a la presencia de
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xenobioticos en el ecosistema (HTPS y HAP). Su actividad se ve relacionada a la
actividad de la enzima Ureasa, al contenido del carbén organico (Contreras et al.,
2005), Ntotal, Cu, Ni, Fe y pH del suelo (Gianfreda et al., 2005).

2.8. Técnicas de remediacion biologica para suelos contaminados con
petréleo.

Una técnica de remediacion tienen la finalidad de extraer, destruir o modificar los
contaminantes del suelo, a modo que dejen de ser peligroso para el medio
ambiente y reducir sus concentracioens (Zamudio, 2010).

Los métodos y procedimientos que se seleccionan dependen del sitio (topografia,
acceso, cercania a cuencas hidrogréaficas, entre otros) y las condiciones
ambientales; también se deben tener en cuenta el esparcimiento y movimiento de
la mancha para el caso del petréleo crudo (Ecopetrol, 1996 cita Ortiz-Gonzalez et
al. 2006). Las técnicas de remediacién de suelo con petréleo se pueden clasificar
por: el tipo de estrategia, el lugar donde se realice la remediacion o el tipo de
tratamiento (Figura 5).

CLASIFICACION DE TECNOLOGIAS DE REMEDIACION

|
v v v

ESTRATEGIA DE LUGAR EN QUE SE REALIZA EL TIPO DE TRATAMIENTO

REMEDIACION PROCESO DE REMEDIACION l
*Destruccién o modificacion de *In situ: se realizan en el mismo sitio *Tratamientos biol6gicos
los contaminantes. en donde se encuentra la (biorremediacion): utilizan las

*Extraccion o separacion del
contaminante.

*Aislamiento o inmovilizacién
delcontaminante.

Figura 5.

contaminacion

*Ex situ: la realizacion de este tipo de
tecnologias, requiere de excavacion,
dragado o cualquier otro proceso
para remover el suelo contaminado
antes de su tratamiento que puede
realizarse en el mismo sitio (on site) o
fuerade el (off site).

actividades metabdlicas de ciertos
organismos (plantas, hongos,
bacterias) para degradar, transformar
o remover los contaminantes a
productos metabdlicosinocuos.

*Tratamientos fisicoquimicos: este
tipo de tratamientos, utiliza las
propiedades fisicas y quimicas de los
contaminantes del medio
contaminado para destruir, separar o
contener la contaminacion.

*Tratamientos témicos: utilizan calor
para incrementar la volatizacién
(separacion), quemar, descomponer
o fundir  (inmovilizacién)  los
contaminantes delsuelo.

Clasificacion de tecnologias de remediacion (Velazco y Volke, 2003).
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2.8.1. Remediacion biolégica

Las técnicas bioldgicas, hasta la fecha se han subestimado para la remediacion de
sitios contaminados con hidrocarburos y metales pesados. Su potencial en cuanto
a costos y combinacion de mecanismos biologicos de oxidacién-reduccion, asi
como de procesos fisicoquimicos-bioldgicos que representan una opcién
prometedora para la remediacion de suelos contaminados (Volke-Sepulveda et al.,
2005). La Figura 6, indica la clasificacion de las tecnologias de remediacién
biolégicas.

TECNOLOGIAS DE REMEDIACION
BIOLOGICAS (BIORREMEDIACION)

Tecnologias in situ ‘ ‘ Tecnologias ex situ ‘
-Bioventeo -Biorremediacién en fase

o » soélida (composteo).
-Bioestimulacion

) » -Biorremediacion en fase de
-Bioaumentacion lodos (biorreactores).

-Biolabranza

-Fitorremediacion

Figura 6. Clasificacion de tecnologias de remediacion biologicas (INE, 2007).
Tecnologias in situ

Bioventeo: consiste en estimular la biodegradacion aerobia de un contaminante
por medio del suministro de aire en el sitio contaminado (INE, 2007).

Bioestimulacién: consiste en proveer las condiciones adecuadas a los organismos
autoctonos para acelerar el proceso biodegradativo, al adicionar nutrientes para
equilibrar el medio y en el control de variables fisico-quimicas claves, como
humedad, la concentracién de oxigeno o la temperatura (INE, 2007).

Bioamentacién: es la adicion de microorganismos vivos, que tengan la capacidad
para degradar el contaminante en cuestién, para promover su biodegradacién o su
biotransformacion (Velasco y Volke, 2003).

Biolabranza: proceso en el que la superficie del suelos contaminado es tratado en
el mismo sitio por medio del arado. El suelo contaminado se mezcla con agentes
de volumen y nutrientes, y se remueve periddicamente para favorecer su
aireacion. La diferencia con respecto al composteo, es que en la biolabranza se
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mezcla el suelo contaminado con suelo limpio, mientras que en el composteo
generalmente se realiza sobre el suelo (Velasco y Volke, 2003).

Fitorremediacion: es la aplicacién de las especies vegetales para inducir algunos
procesos de eliminacion de los contaminantes (degradacion, extraccion y
estabilizacion). Los contaminantes se incorporan a la planta en su forma disuelta y
se someten a la accion de las raices a partir de sus exudados que modifican las
condiciones del ambiente en la rizésfera, como el pH y el potencial de redox y la
actividad microbiolégica (Domenech y Peral, 2006).

Tecnologia ex situ

Biorremediacion en fase sélida (composteo): se basa en la adicion y mezclado de
los componentes primarios de una composta (agentes de volumen) con el suelo
contaminado, de manera que conforme la composta madura, los contaminantes
son degradados por la microflora activa dentro de la mezcla (Velasco y Volke,
2003).

Biorremediacion en fase de lodos (biorreactores): tecnologia mas adecuada para
casos en que los peligros potenciales de descargas y emisiones sean serios.
Permite la combinacion controlada y eficiente de procesos quimicos, fisicos y
bioldgicos, que mejoran y aceleran la biodegradacion (Velasco y Volke, 2003).

2.8.2. Fitorremediacién y mecanismos de degradacién

La fitorremediacion aprovecha la capacidad de ciertas plantas para absorber,
acumular, metabolizar, volatilizar o estabilizar contaminantes presentes en el
suelo, aire, agua o sedimentos como: metales pesados, radioactivo, compuestos
organicos y compuestos derivados del petréleo (Delgadillo-Lopez et al., 2011). Es
una tecnoldégica amigable, de bajo costo y efectiva, que utiliza plantas con
capacidad para crecer en suelo contaminados con petréleo y bioestimular la
degradacion de moléculas organicas en la zona radical (Robertson et al., 2007), a
partir de mecanismo como fitoextracion, rizofiltracion, rizodegradacion,
fitoestimulacion, fitoestabilizacion, fitovolatizacion y fitodegradacion (Lopez-
Martinez et al., 2005), los cuales se definen:

En la fitoextracion, los contaminantes son captados por las raices
(fitoacumulacion), y posteriormente éstos son traslocados y acumulados hacia los
tallos y hojas (fitoextracion) (Sellers, 1999 cita Velazco y Volke, 2003).
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En la rizofiltracion, se utilizan plantas para eliminar del medio hidrico
contaminantes a través de la raiz (Dushenkov et al., 1995)

En la fitoestimulacion o rizodegradacion las plantas generan los exudados
radiculares que estimulan el crecimiento de los microorganismos nativos capaces
de degradar compuesto organicos xenobioticos (Lopez-Martinez et al., 2005)

En la fitovolatizacion, se produce a medida que los arboles y otras plantas en
crecimiento absorben agua junto con los contaminantes organicos e inorganicos.
Algunos de estos pueden llegar hasta las hojas y evaporarse o volatizarse en la
atmosfera (Prasad y Freitas, 2003).

En la fitoestabilizacién, las plantas limitan la movilidad y biodisponibilidad de los
contaminantes en el suelo, debido a la produccion en las raices de compuestos
quimicos que pueden adsorber y formar complejos con los contaminantes,
inmovilizandolos asi en la interface raiz-suelo (Delgadillo-Lopez et al., 2011).

La fitodegradacion consiste en el metabolismo de contaminantes dentro de los
tejidos de la planta, a través de enzimas que catalizan su degradacion (Sellers,
1999 cita Velazco y Volke, 2003).

Existen varias limitaciones que deben considerarse para su aplicacion (Velazco y
Volke, 2003): El tipo de plantas, la profundidad, las altas concentraciones de
contaminantes que pueden resultar téxicas, influencia de la estacion del afio, la
toxicidad y biodisponibilidad de los productos de la degradacion no siempre se
conocen y pueden movilizarse o bioacumularse en animales. Sin embargo, la
fitorremediacion ofrece entre otros atractivos: una reduccion significativa de los
costos, una aceptacion social practicamente garantizada, y la recuperacion o
restauracion de los ecosistemas (Espi, 2006).

2.8.2.1. Gramineas y su actividad fitorremediadora

Las gramineas, han sido seleccionadas en diversos estudios por su potencial para
favorecer la disminucion de los contaminantes (Sangabriel et al., 2006,
Maldonado-Chavez et al., 2010) (Cuadro 2). Los pastos son el género mas
adecuado para la fitorremediacion, por su habitat de crecimiento y adaptabilidad a
una variedad de condiciones edaficas y climaticas (Singh et al., 2003 cita Volke-
Sepulveda et al., 2005); ademas, de su rapido desarrollo, gran produccion de
biomasa, fuerte resistencia y eficaz estabilizacién de los suelos. Por lo que son
excelentes restauradores de tierras en degradacibn o contaminadas,
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especialmente en los tropicos y subtropicos con altas temperaturas vy
precipitaciones (Xia, 2004),

Las gramineas se plantan a menudo en conjunto con los &rboles en sitios con
contaminantes organicos o como método de reparacion primaria. Ellos
proporcionan una enorme cantidad de raices finas en la superficie del suelo que
es eficaz en la unién y la transformacién de los contaminantes hidréfobos tales
como TPH, BTEX y PAH. Proporcionar la estabilizacion de suelos y proteccién
contra el viento polvo que puede mover los contaminantes fuera del sitio (Schnoor,
1997). Ademas, el ecosistema cuentan con una flora microbiana propia, la cual
dependiendo de su actividad metabdlica pueden contribuir a la remediacion de los
sitios contaminados (Fernandez et al.,, 2006b), y que es estimulada por la
presencia de las plantas fitorremediadoras. Dentro de esta flora microbiana, las
bacterias se destacan por su densidad, versatilidad y variedad de capacidades
enzimaticas que pueden mejora la actividad metabdlica durante la remediacion en
suelos contaminados con petroleo, pesticidas y otras toxinas orgénicas (Brady y
Weil, 2002).
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Cuadro 2. Antecedentes del uso de gramineas como especies fitorremdiadoras.

Graminea

Contaminante

Referencia

-AXonopus compressus

-Festuca arundinacea
Festuca rubra
Lolium perenne

- Zeamays L.

-Festuca arundinacea Schreb.

Festuca pratensis Huds.

- Brachiaria mutica

- Echinochloa polystachya

- Cynodon dactylon

- Brachiaria brizantha
Cyperus aggregatus
Eleusine indica

- Echinochloa polystachya

- Festuca arundinacea

Poa pratensis
Elymus canadensis

60 000 mg kg™
HTPF

10 000 mg kg™ HAP
(HTPI) y 10 000 mg
kg™ HPAs (HTPF).

100, 500 y 1000
mg.kg™ APF

4 7000+2 100 mg kg

'HTPI y 8.5+0.9 mg
kg™* HPAs.

50 000 HTPF, 78
000 HTPF,y 79 457
mg kg™ HTPI

9175 mg kg HTPI
5000 mg kg* HTPF
Fenantreno

30 mg kg™

50 000, 10 000 mg
kg HTPI

0.5,1.0,2.0y
3.0 g kg™ creosota

Bordoloi et al. (2012).

Smith et al. (2011).

Galazka et al. (2010).

Soleimani et al. (2010).

Maldonado-Chéavez et al. (2008).

Miranda-Martinez et al. (2007).
White et al. (2006).

Merkl et al. (2005).

Rivera-Cruz (2004).

Huang et al. (2004).

APF: Antraceno, Pireno, fenantreno; HTPF: Hidrocarburos totales del petréleo fresco; HTPI: Hidrocarburos totales del
petréleo intemperizado; HPAs: Hidrocarburos policiclicos aromaticos.
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2.9. Reacciones de oxido-reduccion en la biorremediacion de hidrocarburos
del petroleo y sulfatos

2.9.1 Oxido-reduccion de hidrocarburos del petréleo

La biorremediacién utiliza microorganismos para degradar el contaminante a un
producto menos toxico, los hidrocarburos del petréleo son utilizados por los
microorganismo como fuente de energia y carbono por diferentes vias metabdlicas
para su crecimiento, este proceso biolégico se denomina mineralizacion (CO, +
H,O + sales inorganicas) (Leung et al., 2007). La respiracion aerdbica, anaerobica,
fermentacion, co-metabolismo y dehalogenizacion reductiva son algunos
mecanismos que utilizan los microorganismo (Chavez-Crooker et al., 2005).

La degradacién de los hidrocarburos del petréleo pueden puede ser mediado por
el sistema especificos de enzimas (peroxidasas y oxidasas), la union de células
microbianas a los sustratos y la produccion de biosurfactantes (Lépez et al., 2006;
Das y Chandran, 2011). Esta degradacion puede ser principalmente aerdbica y
anaerobica, en ambas se requiere un comburente para oxidar los hidrocarburos.
Este es el oxigeno en aerobiosis y nitrato, sulfato o Fe (lll) en anaerobiosis
(Castillo y Roldan, 2005).

Degradacion aerdbica de hidrocarburos

La degradacién de parafinas es un proceso que ocurre preferentemente en
condiciones de aerobiosis., que puede ser asimilado por 3-oxidacion. Los alcanos
por su estructura similar a los acidos grasos y parafinas de origen vegetal, las
cuales son de origen natural. Son degradados por los microorganismos con mayor
facilidad (Maier et al., 2000). Este proceso es catalizado por las enzimas
monoxygenasa Yy dioxygenasa que oxidan el grupo metilo terminal de los
hidrocarburos alifaticos pasando a alcohol, luego aldehido y finalmente a un acido
graso que es activado en forma de acil-coenzima A (acetil-CoA), para ser
asimilado por (3-oxidacion en un acido grado de siete carbonos a cinco y
posteriormente ingresar al Ciclo de Krebs para su completa mineralizacién. Los
microorganismos capaces de llevar a cabo estas recciones son Nocardia,
Pseudomonas y Mycobacterium (Castillo y Roldan, 2005).

Los alguenos aunque con un similar proceso de degradacion que los alcanos,
estos producen un alcohol primario, secundario o un epdéxido, estos productos
iniciales son oxidados posteriormente a un acido graso primario, el cual es
degradado por 3-oxidacién (Maier et al., 2000).
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Las cicloparafinas al igual que los alcanos, estan presentes de forma natural en
aceites y parafinas de plantas, lipidos microbianos y pesticidas (Maier et al., 2000).
La degradacion de los compuestos ciclicos es a partir de un proceso
comensalistico y cometabdlico. Que tienen como finalidad la oxidacién del
cicloalcono a un componente alifatico para su mineralizacion (Leung et al., 2007).

Los compuestos arométicos son productos naturales, son parte de la lignina y se
forma por combustién de materiales organicos, las bacterias y hongos pueden
llevar a cabo una transformacion completa e incompleta, en varias condiciones
ambientales (Maier et al., 2000). El proceso de degradacion inicia con la
hidroxilacion que involucra la incorporacion de oxigeno (monoxigenasas y
dioxigenasas), y que es intermediaria por catecol y protocatecuato. De esta forma
se generan productos intermedios del Ciclo de Krebs tales como succinato, acetil-
CoA y piruvato (Castillo y Roldan, 2005; Leung et al., 2007).

Los compuestos heterociclicos que comprenden a los asfaltenos y resinas, son
mas dificiles de degradar por la via de los compuestos aromaticos, ya que su
biodegradabilidad disminuye conforme aumenta el nUmero de heteroatomos en la
molécula (nitrégeno, azufre y oxigeno). Sin embargo, compuestos de cinco anillos
y un heteroatomo son faciles de degradar por hidroxilacion biolégica (Maier et al.,
2000).

La degradacion anaerébica de hidrocarburos

Aunque la degradacién anaerdbica en las parafinas y compuesto aroméaticos
(oxigenados) es lenta, estos contienen oxigeno que los hace de facil
biodegradacion en condiciones anaerobias. A partir de la hidratacion de un alcano
a un alqueno y posteriormente una cetona o aldehido para finalizar en un acido
graso que sera asimilado por 3-oxidacion (Leung et al., 2007).

La degradacion anaerébica de hidrocarburos saturados lineales requieren de un
paso de activacion, las bacterias utilizan el fumarato como oxidante para activar
los hidrocarburos. Una vez activado el alcano, una serie de oxidaciones,
deshidrataciones e hidrataciones permiten a las bacterias utilizar el hidrocarburo
como fuente de carbono y de energia (Castillo y Roldan, 2005). Aunque los
compuestos aromaticos siguen la igual via de degradacion anaerdbica que los
hidrocarburos saturados, la mineralizacibn anaerobica de los aromaticos
frecuentemente requiere de una mezcla microbiana y diferentes potenciales de
redox (Maier et al., 2000).
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2.9.2. Reduccion del sulfato

La mayoria de los microorganismos y plantas obtienen el azufre a partir de los
iones sulfato (SO,%), que son abundantes en el ambiente; reducen el sulfato hasta
sulfuro (S*) por el proceso de desulfurilacion. Las BSR intervienen en la reduccién
de sulfato, ademéas de utilizar el sulfato como nutriente, intervienen como
aceptores terminales de electrones de la cadena de transporte de electrones en
proceso de respiracion anaerdbica, para generar ATP (Ingraham e Ingraham,
1998).

La reduccion asimilatoria del sulfato la realizan todas las plantas y
microorganismos, reduciendo el sulfato e incorporandolo como aminoéacidos tales
como la cisteina, cistina y metionina. La reduccion disimilatoria del sulfato viene a
ser la respiracion anaerébica, donde el aceptor de electrones es el sulfato (Stainier
y Villanueva, 2005), proceso que llevan a cabo bacterias como Desulfovibrio
desulfuricans, Clostridium spp. y Desulfotomaculum nigrificans, las cuales son en
general heterétrofas y liberan sulfuro (Flores et al., 2007).

2.9.3. Oxidacioén del azufre reducido hasta sulfato

El H,S puede reaccionar espontaneamente con O, para dar S,0s%, SO~ y S°,
existe una variedad de proteobacterias que pueden utilizar diversos compuestos
reducidos de azufre para crecer quimiolitotréficamente. Estos procesos de
oxidacion pueden llevarse a cabo tanto en condiciones Oxicas, donde compiten
con la reaccién exclusivamente quimica, como en condiciones andxicas (Castillo y
Roldan, 2005).

Cuando los desechos de las plantas y de los animales son degradados por los
microorganismos, la mayor parte de su azufre es convertido en H,S, el cual se
oxida para producir sulfato. La conversién esta medida por dos tipos de bacterias.
Las bacterias quimioautétrofas generan ATP oxidando los compuestos que
contienen azufre, el producto final de la oxidacion es el sulfato, pero también se
acumula como intermediario el azufre elemental (Ingraham e Ingraham, 1998). Las
bacterias  fotdtrofas  anoxigénicas realizan las mismas reacciones
anaerobicamente, utilizan el H2S como donador de electrones para la reduccién
fotosintética del CO?, oxidando a S° donde mas tarde es oxidado hasta sulfato
(Castillo y Roldan, 2005).
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SECCION lIl. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Realizar el estudio de ecotoxicidad y fitorremediacion de un Gleysol contaminado
con petroleo fresco e intemperizado y sulfatos para seleccionar indicadores de
toxicidad bioldgicos, el potencial del pasto japonesa en la descontaminacion de
estos suelos, la presencia de sulfatos en su interaccion con los hidrocarburos y las
bacterias sulfato reductoras.

3.1.1. Objetivos particulares

1.

Determinar a los tres y seis meses el efecto de los hidrocarburos del petroleo
fresco e intemperizado en la densidad de bacterias fijadoras de N de vida libre,
bacterias reductoras de sulfatos, actividad enzimatica de la ureasa y
arilsulfatasa, asi como en los parametros de crecimiento del pasto japonesa.

Seleccionar parametros bioldgicos representativos de la ecotoxicidad del
petréleo fresco e intemperizado a los tres y seis meses, que permitan obtener
indices fisiologicos de toxicidad, indices de impacto bacteriano e indice
enzimatico de toxicidad.

. Evaluar el porcentaje de degradacion a los tres y seis meses de diferentes dosis

de hidrocarburos totales del petréleo en el Gleysol contaminado con petroleo
fresco e intemperizado y plantado con pasto japonesa.

. Establecer y analizar a los tres y seis meses la relacién del porcentaje de

degradacion de hidrocarburos totales del petréleo fresco e intemperizado con
parametros de crecimiento y produccion del pasto japonesa, microflora
rizosferica y actividad enzimatica, para demostrar el potencial fitorremediador
del pasto japonesa.

. Medir y explicar la presencia de sulfatos solubles y su relacion con bacterias

reductoras de sulfatos y la actividad enzimatica de la arilsulfatasa. en suelos
con petréleo fresco e intemperizadola.
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SECCION IV. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general

La seleccion de parametros biolégicos de ecotoxicidad, la fitorremediacion y los
contenidos de sulfatos en un Gleysol contaminado con petréleo fresco e
intemperizado a los tres y seis meses depende del crecimiento y produccion del
pasto japonesa, de la densidad de bacterias en la rizosfera, de la actividad

enzimatica en la rizésfera y de la dosis de hidrocarburos del petréleo.

4.1.1. Hipotesis particulares

1. El crecimiento y produccion del pasto japonesa, densidad de bacterias fijadoras
de N de vida libre, bacterias reductoras de sulfatos, actividad enzimatica de la
ureasa y arilsulfatasa a los tres y seis meses son afectados por el tipo y dosis de

petrdleo.

2. La ecotoxicidad del petroleo fresco e intemperizado en el microcosmo planta-
rizosfera-suelo esta directamente relacionada con los indices fisioldgicos de

toxicidad, indices de impacto bacteriano e indice enzimatico de toxicidad.

3. La descontaminacién a los tres y seis meses del Gleysol con hidrocarburos del
petréleo fresco e intemperizado, se estimulan por la presencia de la rizésfera del
pasto japonesa en el microcosmo y segun la dosis de hidrocarburos totales del

petréleo.

5. El porcentaje de degradacion de los hidrocarburos totales del petréleo a los tres
y seis meses se relacional con la densidad de bacterias en la rizésfera, actividad

enzimatica y crecimiento del pasto japonesa.

6. La presencia de sulfatos en el suelo a los tres y seis meses dependen de los
contenidos de hidrocarburos del petroleo, el tipo de petrdleo, las bacterias sulfato

reductoras y la actividad enzimatica de la arilsulfatasa.
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SECCION V. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Aplicada
del Colegio de Postgraduados - Campus Tabasco, que se localiza en el municipio
de Huimanguillo, Tabasco, México. El experimento se desarroll6 en tres etapas
secuenciales: Etapa I. Trabajo en campo e invernadero, Etapa Il. Laboratorio y

Etapa Ill. Andlisis estadistico (Figura 7).

ETAPAL

Campo einvernadero | Colecta del suelo |

I Establecimiento de experimentos I

Sitio 1 (Ejido arroyo hondo, Tabasco)

Sitio 2 (La Venta, Tabasco)

Bioensayo-1 Bioensayo -2 Crecimiento de planta
Petréleo fresco Petréleo -Longitud de estolones
intemperizado -Namero de hijuelo
| -Didmetro de hijuelos
ETAPAIL.
Laboratorio Evaluacion de variables J \L
(tres y seis meses) Planta (biomasa seca)
-Raiz
- Foliar
ETAPAIIL. -Total
Analisis estadisticos -Andlisis de varianza (Anovas) Microbiol6gicos (bacterias)
-Correlaciones (Test de Pearson) - Fij.de N totales
- Azospirillum
-Azotobacter
-Sulfato-reductoras totales

indice absoluto de impacto ambiental
Indice Relativo de impacto ambiental

-Desulfovibrio

Quimicos y bioquimicos

- Hidrocarburos totales del petréleo
- Degradacion (%)

- Sulfatos solubles

- Actividad enzimatica ureasa

- Actividad enzimatica arilsulfatasa

Figura 7. Flujograma del proceso de investigacion.
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5.1. Etapa |. Trabajo de campo e invernadero
5.1.1. Colecta de suelos

Los suelos se colectaron del horizonte superficial (0-20/25 cm) de dos Gleysoles
de diferente ubicacién. El Gleysol mélico (Sitio-1) suelo testigo tiene 2 607 mg kg™
base seca HTP de origen biogénico, se localiza en el suroeste del area urbana del
ejido Arroyo Hondo Santa Teresa, H. Cardenas, Tabasco en las coordenadas
geograficas 17° 59’ 53.0” latitud Norte y 93° 25’ 01.3” longitud Oeste (Figura 8).

El Gleysol antraquico (Sitio-2) se ubica en el ejido José Narciso Rovirosa,
Huimanguillo, Tabasco, a dos kilometros al suroeste del Procesador de Gas La
Villa La Venta (PEMEX). Las coordenadas geograficas del sitio son 18° 4’ 37.05”
latitud Norte y 94° 2’ 28.28” longitud Oeste (Figura 8 y 9). La superficie del sitio de
estudio cuenta con una extensién de 44, 321.199 m? (Rivera-Cruz y Truijillo-
Narcia, 2004). Contiene diferentes contenidos de hidrocarburos totales del
petréleo (HTP) base seca, es petrdleo intemperizado que procede de derrames
cronicos de petroleo desde hace 20 afios. Este petréleo ha sido influenciado por
incendios, inundaciones y por la foto-oxidacion.

En el sitio-2 se colectaron cinco suelos con diferentes contenidos de HTP. La
ubicacion geografica de los suelos son; suelo-1 (S1) [18° 4’ 40.5” N; 94° 2’ 40.1”
0], suelo-2 (S2) [18° 4’ 39.5” N; 94° 2’ 39” O], suelo-3 (S3) [18° 4’ 41” N; 94° 2’
38.7” O], suelo-4(S4)[ 18° 4’ 39.5” N; 94° 2’ 37.1” O] y suelo-5 (S5) [18° 4’ 41.5”
N; 94° 2’ 43.2” O] (Figura 9).

Se colectaron 200 kg de suelo del sitio-1 (testigo) y 50 kg de cada uno de los cinco
suelos del sitio-2. El suelo se introdujo en bolsas de plasticos negro y se
transportaron a las instalaciones laboratorio de Microbiologia Ambiental del
Colegio de Postgraduados Campus Tabasco. El suelo se extendié sobre un
plastico ubicado bajo sombra a temperatura ambiente, una vez seco el suelo en
forma manual se elimino con la mano las raices, y se fragmento con un mazo de
madera. El suelo se tamiz6 en una malla metélica inoxidable de 5 milimetros de
abertura.
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Figura 9. Ubicacion de puntos de muestreo en el Sitio 2, en el ejido José Narciso
Rovirosa, La Venta, Huimanguillo, Tabasco.

5.1.2. Andlisis fisicos y quimicos del suelo

Los seis suelo de los sitios uno y dos se les determino el pH en agua relacién 2:1,
el por ciento de carbon organico (Walkley y Black, 1934), N total (micro Kjeldhal) y
la textura (método hidrométrico de Bouyoucos). Los métodos analiticos utilizados
son los indicados en la NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2002). El andlisis se
realizo en el Laboratorio de quimico del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricola y pecuario (INIFAP) de Huimanguillo, Tabasco. La extraccion
y cuantificacion de los hidrocarburos totales del petréleo (HTP) se realiz6 mediante

el método analitico 418.1 modificado para suelos y sedimentos (EPA, 1986). La
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extraccion de los hidrocarburos se realizo con diclorometano en equipo Soxhlet y
la cuantificacibn de éstos se calculo por métodos gravimétricos con el
procedimiento adaptado de la NMX-AA-134-SCFI-2006 (Consuegra, 2006).

El Cuadro 3 muestra las propiedades fisicas y quimicas del suelo testigo y de los
cinco suelos contaminados con petréleo intemperizado. La interpretacién de los
resultados del analisis se realizd con referencia en los rangos indicados en la
NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2002). El suelo sin petroleo tiene textura
arcillosa, con un pH neutro, los contenidos de materia organica y el N total con
indice de la reserva organica del suelo son muy altos.

Los suelos contaminados con petroleo intemperizado son: los dos primeros con
textura franco arcillo-arenosa y los tres ultimos arcillosa, el pH de los cinco suelos
es moderadamente acido debido a que se localizan en rango de 5.1-6.5, los
contenidos de materia organica y N total son muy altos en los cinco suelo.

Cuadro 3. Propiedades fisicas y quimicas del suelo testigo (sin petrdleo) y de
cinco suelos con petroleo intemperizado.

Suelo Textura pH CcoO MO Nt HTP
(H2012) (%) % (%) (mgkg's.s.)
1t Arcillosas (testigo) 6.98 5.92 10.18 0.6 2, 607 (biogénico)

21 Franco arcillo-arenosa  6.09 12.75 21.93 0.7 14,173
37 Franco arcillo-arenosa 5.71 13.42 23.08 0.6 28, 400

47 Arcillosa 5.36 9.53 16.39 0.8 50, 598
5" Arcillosa 6.49 13.72 23.59 0.7 75,492
6" Arcillosa 6.14 9.53 16.39 0.6 112,142

TSuelo del Gleysol 1;' Suelo del Gleysol 2.
Datos obtenidos de Trujillo-Narcia et al. (2006).
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5.1.3. Preparacion de materiales para las pruebas de fitotoxicidad vy
fitorremediacion

5.1.3.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado en la prueba de toxicidad y fitorremediacion fue el
pasto japonesa (Leersia sp.). Esta especie fue localizada en el suelo dos con
petréleo intemperizado y en condiciones de anegamiento. La cobertura del pasto
japonesa en el suelo al momento del muestreo fue 98%. Esta especie se identifico
con las claves taxondmicas para gramineas (Herrera et al., 2010) en el Laboratorio
de Quimica de usos multiple de la Universidad Popular de la Chontalpa y con la
colaboracion del M.C. Antonio Trujillo Narcia.

5.1.3.2. Caracteristicas morfolégicas

El pasto japonesa es una graminea que pertenece al género Leersia (Figura 10).
Este género esta constituido de unas 16 especies que se distribuyen alrededor del
mundo tanto en regiones templadas como tropicales, apropiada para zonas
humedad en tierras bajas (Steinmann, 2008). El habitat general son las selvas
bajas de inundacion y vegetacion acuética (agrupaciones de hidréfitos) (CICY,
2012).

Son plantas herbaceas, anuales o0 perennes, cespitosas o rizomatosas, acuaticas
o palustres. Su morfologia comprende laminas usualmente lineares, sin falso
peciolo. Ligulas membranéaceas. Inflorescencia en panoja. Espiguillas 1-3 flores,
los antecios inferiores reducidos a lemmas estériles, sin extensién de la raquilla;
generalmente comprimidas lateralmente, desarticulandose por encima de las
glumas éstas ausentes o apenas discernibles. Lemma fértii membranacea a
coriacea, 5-10 nervada, entera con o sin arista, palea similar a la lemma, 3-7
nervada. Estambres usualmente 6 (Rosa et al., 2005). Los periodos de floraciéon y
fructificacion comprenden entre los meses de Junio hasta septiembre (CICY,
2012).
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Figura 10. Morfologia basica del pasto japonesa

5.1.3.3. Propagacion de material vegetal

Se utiliz6 material vegetativo (yemas maduras) de pasto japonesa colectado
durante el mes de mayo del 2012 en los suelos del sitio-2, un dia después de la
colectas se selecciono vastagos de 5 cm de longitud con yemas maduras y con
esta material se establecié un almacigo en charolas de plastico de forma cénica
(35 cm largo, 21 cm ancho y 15 cm altura) por un tiempo de un mes hasta
alcanzar una altura de 12+3.7 cm (Figura 11).

5.1.3.4. Petréleo fresco y contenedores

Se utilizaron dos tipos de petréleos; petrdleo fresco recién extraido de un
yacimiento del campo petrolero Cinco Presidentes, se obtuvo de la Bateria No.5
de éste campo petrolero. El segundo es el petréleo intemperizado, se encuentra
en los cinco suelos del sitio-2, el cual se ha depositado desde hace 22 afios
debido a las fugas de los ductos que conducen el petréleo crudo a las
instalaciones del complejo Procesador de Gas La Venta, Tabasco. Para las
pruebas de toxicidad y fitorremediacion se utilizaron contenedores de vidrio
cilindricos de color blancos con capacidad de 2 000 mL, de 17.5 cm de diametro y
22.3 cm de altura.
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Figura 11. Esquema de la propagacion del pasto japonesa: 1 y 2) traslado y
siembra del pasto en invernadero; 3) selecciébn de rizomas para
reproduccion en alméacigos y 4) rizomas de pasto a los 30 dias.

5.1.4. Establecimiento de bioensayos de fitotéxicidad y fitorremediacion de
petréleo fresco e intemperizado

Los bioensayos de fitotoxicidad y fitorremediacion se realizaron sobre mesas
metalicas instaladas bajo un tunel invernadero de plastico del area de Ciencia
Ambiental. Se establecieron dos bioensayos de acuerdo con los criterios indicados
en el protocolo para la evaluacién del crecimiento de plantas terrestres No 208 de
la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE, 1984)
modificado por Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004). El bioensayo uno y dos se
realizaron por un tiempo de seis meses, el proceso fisiolégico se interrumpié a los
tres y seis meses.

Se establecid los bioensayos: BIO1 con petréleo fresco (ocho concentraciones) y
BIO2 con petréleo intemperizado (cinco concentraciones), bajo un disefio
completamente al azar y con un solo factor de dosis de hidrocarburos totales del
petréleo. Para ambos bioensayos se utiliz el tratamiento uno, como testigo con 2
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607 mg kg™ de hidrocarburos de origen biogénico. En todos los tratamientos se
sembrd plantulas de pasto japonesa.

El BIO1 se establecié con las concentraciones; 6 000, 10 000, 30 000, 60 000, 90
000, 120 000, 150 000 y 180 000 mg kg™ HTPF base seca con ocho repeticiones
por dosis, 64 unidades experimentales (Cuadro 4); y el BIO2 con 40 unidades
experimentales (Cuadro 5), lo que hace un total de 112 unidades experimentales.

Cuadro 4. Tratamientos del bioensayo con petréleo fresco

Tratamiento Tipo de Dosis de HTPF Evaluacion de las unidades

suelo experimentales

mg kg™ s.s. Tres meses Seis meses
1 Suelo 17 2 607 (biogenético) 11,13,15,17 12,14,16,18
2 Suelo 1+PF 6000 21,22,23,25 24,26,27,28
3 Suelo 1+PF 10 000 31,33,34,35 34,36,37,38
4 Suelo 1+PF 30 000 41,43,46,48 42,44,45,47
5 Suelo 1+PF 60 000 52,53,55,57 51,54,56,58
6 Suelo 1+PF 90 000 61,63,64,65 63,66,67,68
7 Suelo 1+PF 120 000 71,72,73,77 74,75,76,78
8 Suelo 1+PF 150 000 84,85,86,88 81,82,83,87
9 Suelo 1+PF 180 000 92,93,97,98 91,94,95,96

TSuelo 1. Ejido Arrollo Hondo. H. Cardenas, Tabasco; HTPF: hidrocarburos totales de petréleo fresco; s.s.: suelo seco; PF:
adicion de petroleo fresco.

Cuadro 5. Tratamientos del bioensayo con petréleo intemperizado

Tratamiento Tipo de Dosis de HTPI Evaluacion de las unidades
suelo experimentales
mg kg™ s.s. Tres meses Seis meses
10 Suelo 2t 14173 101,103,106,107 102,104,105,108
11 Suelo 3" 28 400 111,112,115,117 113,114,116,118
12 Suelo 4t 50 598 122,123,125,128 121,124,126,127
13 Suelo 5* 75 492 133,134,135,136 131,132,137,138
14 Suelo 6' 112 142 142,143,144,146 141,144,145,148

TEjido José Narciso Rovirosa, Huimanguillo, Tabasco; HTPI: hidrocarburos totales de petréleo intemperizado; s.s.: suelo
seco.
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5.1.4.1. Preparacion de unidades experimentales

Cada maceta de vidrio se consider6 como una unidad experimental, se introdujo
1.5 kg de suelo en cada maceta y se preparo la concentracion de petréleo fresco
segun tratamiento. Para las concentraciones de 6 000, 10 000, 30 000, 60 000, 90
000, 120 000, 150 000 y 180 000 mg kg™ de HTP, se pesaron respectivamente 12,
15, 45, 90, 108, 144, 210 y 252 g de petréleo fresco una balanza digital marca
Ohaus (200g de capacidad). El petroleo se adicion6 en el suelo dentro de una
charola de aluminio, con una varilla de vidrio se mezclé hasta lograr una mezcla
homogénea. Los suelos con petréleo intemperizado y el testigo se depositaron
directamente en las macetas de vidrio. Se aplico riego a las con agua potable
hasta un 35% de la humedad de campo y a las 48 h se sembraron las plantulas de
pasto japonesa. Se rego diariamente para mantener condiciones de anegamiento
(Figura 12)

5.4.1.2. Variables fisiol6gicas de pasto japonesa en invernadero

Al mes después de establecidos los bioensayos y cada mes hasta los seis meses
se determinaron las variables; longitud de estolones (cm) y namero de hijuelos
(no). A los tres meses y seis meses se evalué diametro del estoléon (mm). La
longitud de estolon (LE) de la planta, se midi6 con una regla graduada en
centimetros de la parte basal del pasto hasta el 4pice de la ultima hoja de los
estolones. El diametro de estolones (DH) se midié en la parte basal del pasto y se
utilizo un vernier digital marca Multutoya.
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Figural2.

Proceso del establecimiento de los bioensayos: 1) colecta del
suelo; 2, 3) el suelo se seca, criba, tamiza y pesa; 4, 5,) se pesa
petréleo fresco y se mezcla con suelo testigo (bioensayo 1); 6y 7)
se riega al 35% de la capacidad de campo y se deja reposar por
48 h; 8, 9, 10) se selecciona y lava las plantulas de pasto japonesa
para su traspaso a las unidades experimentales con petréleo
fresco e intemperizado y 11) Bioensayos a los 10 dias.
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5.2. Etapa ll. Trabajo de laboratorio
5.2.1. Materia seca de pasto japonesa

A los tres meses y seis meses se determind la biomasa radical (g), foliar (g) y total
(g de materia seca) del pasto japonesa. La determinacion de biomasa radical (BR),
foliar (BF) y total (BT) se realiz6 conforme las recomendaciones de Alcantar et al.
(1992), es decir se separo la parte aérea y radical de la planta, se coloco en
bolsas de papel previamente etiquetadas, el material se seco en una estufa a 75°
C durante 48 h, después el material se pesa en una balanza semianalitica.

5.2.2. Variables microbiolégicas en larizésfera de pasto japonesa
5.2.2.1. Densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre

La determinacion de la densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre totales
(BFN) y los generos Azospirillum sp. (AZOP) y Azotobacter sp. (AZOT) en
rizosfera vy rizoplano, se realiz6 con el método de cuenta viable por dilucion
seriada (Figura 13) en medios de cultivos especificos (Madigan et al., 2009). Los
medios de cultivos utilizados fueron:

Medio de cultivo carbon combinado para BFN: Solucion A [0.8 g de K;HPO4, 0.2 g
de KH,PO,, 0.1 g de NaCl, 0.025 de Na,M00,4.2H,0, 4.9 g de Na,FeEDTA, 15 g
de agar y 900 ml de agua destilada], y solucién B [0.2 g de MgS0O,.7H,0, 0.06 g
de CaCl,.H20, 100 ml agua destilada] (Rennie, 1981).

Medio de cultivo rojo congo para AZOP: [5 g de &cido malico, 0.5 g de K,HPO, 0.2
g de MgS0,.7H,0, 0.1 g de NaCl, 0.5 g de extracto de levadura, 0.015 g de
FeCl;.6H,0, 4.8 g de KOH, 15 ml de rojo congo, 20 g de agar y 1000 ml de agua
destilada, pH 7.0] (Reinhold et al., 1987).

Medio de cultivo Ashby [20 g de manitol, 0.2 g de K;HPOy4, 0.2 g de MgS0O,4.7H,0,
0.2 g de NaCl, 0.1g de K,SO,4, 5 g de CaCOg, 15 g de agar y 1000 mL de agua
destilada, pH 7.0] (Ddbereiner, 1976).

45



1 Se colecto muestras en himedo de 2
rizésfera y rizoplano por unidad
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Figura 13. Procedimiento de cuenta viable por diluciéon seriada en placa de agar en
rizosfera.

il 1

5.2.2.2. Determinacioén de bacterias sulfato reductoras

La estimacion de bacterias sulfato-reductoras (BSR) y el grupo Desulfuvibrio se
determino por el método del NUmero Mas Probable (NMP) (Madigan et al., 2009).
Este método asume que en las series de diluciones los microorganismos se
encuentran distribuidos al azar y que al menos un microorganismo generara
crecimiento, produciendo una respuesta positiva (turbidez, cambio de color del
medio, produccion de algun metabolito especifico). Esta técnica se basa en la
estimacion de la densidad bacteriana por el método estadistico de maxima
probabilidad, utilizando la teoria de las diluciones (Fernandez et al., 2006).
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Los medios de cultivos utilizados fueron:

El medio de cultivo agar BTA para BSR (Fernandez et al., 2006), compuesto por:
20 g L-1 bacto agar, 10 g L-1 bactotriptona, sulfito de sodio 1 g L-1, 10 mL citrato
férrico 5% y 1000 mL de agua destilada (pH 7).

El medio de cultivo Postgate C modificado para bacterias del grupo Desulfuvibrio,
constituido de tres soluciones: i) 2 g de MgS0O4-7H20, 3 g de NaCl, 1 g Na2C03,1
g de NH4CI-6H20, 0.1 g de ascorbato de sodio (C6H7NaO6), 0.1 g de tioglicolato
de sodio y 400 mL de agua destilada; ii) 0.5 g de K2ZHPO4, 25 g de agar nutritivo y
200 mL de agua destilada vy iii) 3 g de Lactato de sodio, 1 g extracto de levadura y
400 mL de agua destilada, ajustar el pH a 7.5. Rellenar con 9 mL tubos de ensayo
y esterilizar en autoclave durante 20 min a 15 Ib/pulg2 de presion y 121° C. Las
tres soluciones se mezclan y se agrega 0.1 mL de sulfato ferroso amonico
(FeS0O4.7H20) al 1% (1g de sulfato ferroso amoniaco en 100 mL de agua
destilada, pH 7) (Postgate, 1963).

Para ambos medios, los tubos de dilucién (1/10) se rellenaron con 9 mL de
solucidn fisiologica salina andxica (8.5 g de NacCl, 0.5 g de cistenina-HCl y 1 mL de
solucién de resarzurina en matraz Erlenmeyer y disolver en 1000 mL de agua
destilada, ajusta pH a 7). Posteriormente esterilizar los tubos en autoclave durante
20 min a 15 Ib/pulg2 de presion y 121° C. El proceso de la evaluaciéon de las
bacterias se describe a continuacion (Figura 14).
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1 Se prepara la solucidn fisioldgica salina 2 Seesterilizan los tubos en la autoclave 3 Se pesa 10 g de suelo y se agita con 25

anoxica (a) y el medio de cultivo (b), a 15 Ib/pulg, 1212 C durante 20 min. mL de agua destilada por 15 min a 180
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ensayos. ﬂl
It w
4 Se pipetea 1 ml de alicuota en los tubos Por cada muestra se tomaran cinco tubos con medio para cada dilucion
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Figura 14. Procedimiento para la determinacion de las bacterias sulfato reductoras.

5.2.3. Variables bioquimicas
5.2.3.1. Actividad enziméatica ureasa

La ureasa es una enzima que cataliza la hidrolisis de urea con un mecanismo de
reaccion basado en la formacion de carbamato como intermediario. La urea
adicionada a suelos como fertilizantes o la orina de animales es hidrolizada
enzimaticamente por la ureasa (NH,CONH; + H,O — 2NH3; + COy), lo que resulta
en la liberacion de amonio y eleva el pH de los suelos (Tabatabai y Bremner,
1972a). La actividad enzimatica de la ureasa se determino de acuerdo con el
meétodo colorimétrico de Kandeler y Gerber (1988). Por cada muestras a analizar
se elaboro un control y, a su vez se realizaron dos blancos por lote de muestras y
control para medir la absorbancia en el espectrofotdmetro a 690 nm.

Se realizé una curva de calibracién. Como solucion patron se utilizé NH4CI 1000

pg/mL. Se dispuso de cinco matraces los cuales contenian 0, 1, 1.5, 2 y 2.5 mL
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respectivamente de la solucion patron y se aforo a 100 mL con KCI 1M acidulada.
A continuacion, de cada matraz se extrajo 1 mL y se depositd matraces de 10 mL,
a los cuales se agreg6 1.6 mL de la disolucion de Salicilato-Na/NaOH (0.3 M) y
0.8 m de la solucién dicloro-isocianida de sodio 0.1% y se afora con agua
destilada. Se agitan en vortex y se deja en oscuridad por 45 min, posteriormente
se midio la absorbancia en un espectrofotometro a 660 nm (color verde azulado).

Para evaluar la ureasa, el suelo se pasé por tamiz de 2mm, tomando 0.5 g y se
agrego 2 ml de tampon fosfato 0.1 y pH 7, a las muestras se les agreg6 0.5 mL de
urea (99.7% de pureza, marca J.T. Baker), los controles no contenian urea, y se
colocaron en bafio maria durante 1.30 h a 30° C (Figura 19a). Transcurrido ese
tiempo se sacaron del bafio maria agregando 7.5 ml de agua destilada estéril a las
muestras y 8 mL a los controles (Figura 8). Se centrifugaron durante 8 min a 3 400
rpm posteriormente se agrego 5.8 mL de agua destilada estéril mas 0.8 mL de
citrato sédico (99% de pureza, marca Merck), 1.6 mL de mezcla de salicilato
sédico (99.5% de pureza, marca Meyer) con nitroprusiato sédico (99% de pureza,
marca Fluka Analytical) y 0.8 mL de mezcla de dicloro isocianomurato (98% de
pureza, marca Aldrich Chemistry) con hidroxido de sodio (97.4% de pureza, marca
J.T. Baker). Las muestras y los controles se dejaron duran 45 min en oscuridad y
finalmente se midio la absorbancia de las muestras, controles y blancos en un
espectrofotometro a 690 nm (Figura 15).

Para determinar la actividad de la ureasa (AE, pmoles de N-NH4* gt s.s. h?) y se
calcula usando la siguiente expresion:

AE= [(S-B)*V]/[G*T*Pm*1000]
Donde:

S=Cantidad de N-NH;" en las muestras (ug de N-NH,") obtenida de la curva
estandar utilizando como coordenadas las cantidades totales de N en cada una de
las disoluciones patron e indicadas mas arriba.

B=Cantidad de N-NH," para los blancos

V=Volumen total del extracto de incubacién (en este caso 10 mL)
G=Factor relativo a la cantidad de suelo seco utilizada en el ensayo.
T=Factor relativo al tiempo de incubacion, en horas (en este caso, 1,5 h)

Pm= Peso atomico del nitrogeno (14)
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1000= Factor de transformacion para expresar en milimoles.

1 Se peso 1 g de suelo (tamizado a 2 2 Alas muestras se A los controles se 3 Los tubos se enroscan y se colocan
mm) en tubos con rosca para agrega: agrega: en una incubadora (bafio marfa) 37°
muestras y controles, los blancos (sin 4mLde Tampén 4 mL de Tampon C en agitacion constante durante

suelo) Fosfato (0.1M;pH7) Fosfato (0.1M; pH7) 1.30h.

+
Muestras Controles 0.5mL de UREA

i

Blanco;]

Blanco muestra:

2mL de Tampdn Fosfato+ 0.5 mL de Urea
Blanco Control:

2mL de Tampédn Fosfato

5 Los tubos se enroscan y centrifugan 6 De los tubos centrifugados se toma
durante 8 min a 4500 rpm. un 1 mL de sobrenadente y se
traspasan a otro tubo.

4 Alas muestrasy  Alos controles y
blanco se agrega:  blanco se agrega:
5mLde H,0O 6 mLde H,O

destilada destilada)
m m o -
7 Se adiciona a las muestras, controles y blancos: 8 La mezcla se mantiene en 9 Se mide la absorbancia de las muestras y
oscuridad a  temperatura controles en el espectrofotémetro a 660
5.8 mL de H,0+ ambiente durante 45 min. nm.

0.8 mL de citrato sédico +
1.6 mL de Salicilato sodico/nitroprusiato sédico +
0.8 mL de Dicloroisocianomurato/NaOH.

nnoononn
[T
Figura 15. Procedimiento para la determinacion de la actividad enzimatica
ureasa.

5.2.3.2. Actividad enziméatica arilsulfatasa

Las arilsulfasatas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de un anién arilsulfato
(R-O-SO5 + H,O0—>ROH + H* + SO,) por rotura del enlace O-S (Gonzélez et al.,
2003). La arilsulfatasa participa en el proceso de hidrolisis del éster sulfato de la
materia organica del suelo liberando azufre, como ion sulfato [SO4] (Reyes et al.,
2011).
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La actividad de la arilsulfatasa se determiné segun el método de Tabatabai y
Bremner (1970), que esta basado en la estimacion colorimétrica del p-Nitrofenol
liberado por la actividad sulfatasa cuando el suelo es incubado con p-Nitrofenil
Sulfato. Para cada muestras a analizar se elaboro un control y, a su vez se
realizaron dos blancos por lote de muestras y control para medicion en el
espectrofotometro.

La curva de calibracion que permite determinar correctamente la actividad
enzimatica, se prepara con una solucion madre de p-Nitrofenol (CsHsNO3)(pNP)
0.1% [1 g de p-Nitrofenol (marca Fluka) en agua destilada y se afora a 100 mL], de
esta solucién se toman 5 mL y se afora a 100 mL con agua destilada, asi se
obtiene una disolucién patrén de 50 pg de p-Nitrofenol mL™. Se pipetean alicuotas
de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 mL en matraces de 50 mL, se adiciona 4 mL de NaOH (2M) y 1
mL CaCl, 0.2M y se afora con agua destilada. Se dejan reposar a temperatura
ambiente 20 min y se mide la absorbancia a 410 nm (color amarillo intenso).

El procedimiento para determinar la actividad enzimatica, es el siguiente (Figura
16): Se pesa 1.5 g de suelo hiumedo a los que se afiaden 4 mL solucién
amortiguadora acetato de amonio 0,5 M pH 5.8 y 1 mL de potasio 4-Nitrofenil
sulfato (CeH4sKNOgS, marca Sigma); se incuba a 37° C durante 1 hora. A
continuacion se enfria en un bafio de agua/hielo y se afiaden 1 mL de CaCl, 2M y
4 mL de NaOH 0.2 M. Posteriormente se filtra y se mide la absorbancia a 400 nm.
Los blancos se preparan de forma analoga a las muestras, pero el substrato se
afiade inmediatamente antes de filtrar. Es preciso preparar 4 patrones por suelo.
Los patrones se preparan del mismo modo que los blancos, pero empleando 1 mL
de disoluciones 25, 50, 100 y 200 pg mL-1 en lugar de 1 mL de agua. Las
determinaciones se efectuaron por triplicado. Los resultados se expresan en
umoles de p-nitrofenol g™ h™).
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1 Se peso 0.5 g de suelo (tamizado a 2 2 Alas muestrasse Alos controles se 3 Los tubos se enroscan y se colocan 4 Enfriar en hielo durante 5 min.

mm) en tubos con rosca para agrega: agrega: en una incubadora (bafio marfa) 37°
muestras y controles, los blancos (sin 2mLde tampon  2mL de tampén C en agitacion constante durante 1 h.
suelo) de acetato(pHs) acetatp (pHs)
+
— contaes o5t sirens ——
noonnonn sulfato (0.05m)
44Ny 44NN T

glanco;r 4y

Blanco muestra: 2 mL de Tampon acetato + 0.5 mL p-Nitrofenil sulfato
Blanco Control: 2 mL de Tampén acetato

5 Alas muestras, controles y blanco 6 Los tubos se enroscan y centrifugan 7 sefiltra con papel filtro y hacer diluciones 8 Se mide la absorbancia de las muestras y
se agrega: durante 8 mina 4500 rpm. correspondientes. controles en el espectrofotémetro a 410 nm.

0.5mL de CaCl, (0.5m)
N ) N
2mLNaOH (05 M) _

i fes) T e @SS

Alos controles y blanco se agrega ademas:
0.5 mL de p-Nitrofenil sulfato

Figura 16. Procedimiento para la determinacién de la actividad enzimética arilsulfatasa.

Para determinar la actividad enzimética de la arilsulfatasa (AE, pmoles de pNP g™
min™) y se calcula usando la siguiente expresion:

AE=[(C*V*V)/(G*T*Pm)]
C= Cantidad de pNP en la muestra (ug mL™)
V=Factor de dilucién utilizado

V= Factor de dilucion de la muestra incubada (si es necesario realizar dicha
dilucion).

Pm= Peso molecular del pNP (139).
G= Factor relativo a la cantidad de suelo seco utilizado (g)

T=Factor de tiempo de incubacion (60 min)
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5.2.4. Andlisis quimicos

Los analisis de las variables quimicas del suelo pH, hidrocarburos totales del
petrdleo (HTP) y sulfatos se determinaron a los tres y seis meses. pH y los
contenidos de hidrocarburos totales del petrdleo (HTP) se evaluaron con los
métodos mencionados en el apartado 2.1.2.

5.2.4.1. Determinacion turbidimétrica de sulfatos como BaSO,

La concentracion de sulfatos se valoré espectrofotométricamente a 670 nm
utilizando el método de precipitados de sulfatos por cloruro de bario (Alcantar et al.
1992; Tabatabai y Bremner, 1972b). A pesar de que el S en forma de SO4* sélo
representa el 3% del S total del suelo, en esta practica se determinara la
concentracion de sulfato por ser ésta la forma de azufre asimilable por las plantas.
La determinacion de la concentracién de SO4* se realizara por turbidimetria. Este
tipo de espectrofotometria se basa en la medida de la cantidad de luz dispersada
por particulas en suspension. En este caso el ion SO4* precipita por adicién de
Ba,” como BaSO, en forma de cristales de tamafio uniforme. Estos cristales
permanecen en suspension homogénea durante un periodo de tiempo suficiente
como para medir la cantidad de luz dispersada.

Las soluciones y disoluciones utilizados en el procedimiento de cuantificacion
fueron: la solucién de BaCl,-Goma arabiga-CH3;COOH [5 g de goma arabiga en
500 mL de agua caliente, se adiciona 50 g de BaCl,.2H,0 y 450 mL de CH3;COOH
glacial 2N, y se aforo a 1 L]; Solucion estandar de 100 ppm de S [0.5435 g de
K>SO, en 500 mL de agua destilada, se adiciono 10 mL de CH3COOH glacial 2N y
se afora a 1L]; la solucién extractora 500 ppm P en CH3COOH 2N [2.03 g de
Ca(H2P0O,)..H,0 se diluye en 800 mL de agua destilada, se adiciona 115 mL de
CH3COOH 2N y se afora a 1L]; Solucién de 2000 ppm P [Se diluye 8.12 g de
Ca(H2P0O4,)..H,0 en 300 mL de agua destilada, se adiciona 460 mL de CH3;COOH
8Ny se afora a 1L].

Para la curva estandar se prepararon soluciones estandares de 0, 2, 4, 8, 10, 15y
20 mg L de S, transfiriendo 0, 2, 4, 8, 10, 15 y 20 mL de la solucién de 100 ppm
de S a matraces de 100 mL. Se adiciond, 25 mL de la solucién de 2000 ppm de P,
y se aforo con solucién extractora. Posteriormente en tubos de ensayos se
adiciona 10 mL de cada solucion estandar y se agrega 2 mL de la solucion BacCl,-
Goma arabiga-CH3COOH, se agita 5 min en vortex y se deja reposar 20 min.
Posteriormente se lee la absorbancia a 670 nm. Se obtuvo una curva de
calibracién con R?=0.985.
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El proceso de las muestras para su evaluacién es el siguiente (Figura 17): Se pesa
10 g de suelo y se transfieren a un matraz Erlenmeyer de 50 mL, se adiciona 25
mL de la solucion extractora y se enroscan. Posteriormente se agitan durante 15
min a 180 rpm. Se filtra el sobrenadante con papel Whatman 2. Se toma 10 mL del
filtrado y se agrega 2 mL de BaCl,-Goma arabiga-CH3;COOH, se agita por 5 min
en vortex y se deja reposar 20 min, posteriormente se lee su absorbancia a 670.

1

Se pesa 10 g de suelo + 25 mL de Solucién Sefiltra el sobrenadante en papel Whatmant #2.
extractora, se agitadurante 15 min a 180 rpm

A A A U O
(@77 MLDW T
;:—:l\ - 0

©
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)
)
)

3 4
Se toma 10 mL del filtrado y se agrega 2mL de la Se deja reposar durante 20 min vy
solucién de BaCl,-Goma arabiga-CH;COOH, se agita posteriormente se mide su absrobancia a 670
envortexdurante 5min nm.
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Figura 17. Procedimiento para la determinacién S-SO,.

Para calcular S-SO4 (ppm), se utilizo la siguiente férmula:
S-SO4 (ppm) = ppm en CC x Dv

Donde

CC= curva de calibracion de las soluciones estandar

Dv= Dilucion de la muestra al leer en el espectrofotdmetro
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5.3. Etapa lll. Analisis estadistico

El programa SPSS se uso para realizar el analisis de varianza (ANOVA) para cada
una de las variables evaluadas, de acuerdo al modelo lineal del disefio
experimental propuesto como disefio completamente al azar. La comparacion de
medias se realiz6 de acuerdo con la prueba de Tukey, (p<0.05). Los datos se
procesaron en el programa SPSS version 20 para el andlisis de varianza.

5.3.1. indices absolutos y relativos de impacto ambiental

Los indices relativos y absolutos de impacto ambiental de suelos contaminados
con petréleo fresco e intemperizado se determinaron para observar la sensibilidad
de los parametros fisioldgicos, bioquimicos y quimicos de los bioensayos. Su
determinacidén se basd con respecto a las siguientes ecuaciones (Rivera-Cruz y
Trujillo-Narcia, 2004):

IRIA=1-[(Tp R1)/Tt]
IAIA=[(Z" IRIA)/N]  i=1,2...t
Donde:
IRIAx) = indice relativo de impacto ambiental
IAIA= indice absoluto de impacto ambiental
Tp= tratamiento con HTP
Tt= tratamiento testigo
R1: repeticion 1...n
n=numero de variables
Los resultados se interpretaron en criterios a:
si IRIA o IAIA«x) =0; el efecto es neutro (no se afecto a la variable)
si IRIA o 1AIA«x) >0; el efecto es negativo (inhibicion)

si IRIA o IAIAx) <0; el efecto es positivo (estimulacion) sobre la variable.

55



SECCION VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Crecimiento y biomasa vegetal del pasto japonesa

El crecimiento fue medido por la longitud de estolones (LE), el nimero de hijuelos
(NH) y el didmetro de hijuelos (DH). La LE se midié a partir del mes uno y cada
mes hasta los seis meses. El DH a los tres y seis meses.

6.1.1. Longitud de estolones

La prueba de medias de la LE tuvieron diferencias estadisticas significativas
(P=<0.05) por efecto de la concentracion de petréleo fresco (Figura 18a; Apéndices,
Cuadro 1) e intemperizado (Figura 18b; Apéndices, Cuadro 16). La LE presento la
fase logaritmica y lineal de crecimiento constante a través del tiempo en cada uno
de los nueve tratamientos del BIO1 y en los seis del BIO2.

La mayor LE (299 cm) a los tres meses y (504 cm) a los seis meses de PJ en
suelo con petréleo fresco, se presento en el tratamiento dos con 6 000 mg kg™ de
HTPF, pero la menor en ambos tiempos respectivamente fue de 157 y 368 cm. En
suelo con 120 000 mg kg™ (tratamiento siete), sobresale que el PJ en suelo con
150 000 y 180 000 mg kg™ de HTPF presento mayor LE respecto al tratamiento
siete (Figura 18a). Esto refleja que la tendencia de la LE respecto a la dosis de
petréleo fresco en el suelo es irregular, debido a que dosis de 6000 mg kg™
estimulan su desarrollo y con dosis superiores de hasta 180 000 mg kg™ HTPF la
planta mantiene su crecimiento y inicamente disminuye a los tres y seis meses un
4.96 y 12.89% respecto al tratamiento testigo (TT). Sin embargo, una respuesta
similar pero con dosis de HTP inferiores a los limites maximos permisibles en el
suelo, Basumatary et al. (2012) reporto un crecimiento exponencial en la altura
Cyperus rotundus, en cinco dosis de PF que van de 205 a 1 020 mg kg™ de HTP.

La LE a los tres meses, en suelo con petroleo intemperizado (BIO2), presento una
tendencia irregular respecto a la dosis de HTPI, pero a los seis meses esta fue
inversamente proporcional respecto a la dosis de HTPI. A los tres y seis meses la
mayor LE se presento en TT, pero a los tres meses la menor (175 cm) en suelo
con 50 598 mg kg y en el segundo tiempo de evaluacién la menor con 303 cm en
suelo con 112 142 mg kg HTPI (Figura 18b). La reduccién de la LE a los seis
meses por efecto de la dosis mayor de petréleo intemperizado (112 142 mg kg™)
utiizada en el BIO2, fue de 35.94%. Resultados diferentes pero con Vigna
unguiculata expuestas a ocho dosis desde 5 822 hasta 50 297 mg kg™ de HTPI
presentan un comportamiento irregular en su altura (Ramirez, 2012).

56



600 -

’g a) a 01 @2 W3 @4 @5 @6mes

% 500 - a % ab

] aj i abg

c abp; i :

© 400 - |} 1 ab  abp

[ A 1

S 300 | AN | 1

% 11 '- bf

| aEEEs ab 1 L e

S 200 1 : 1l

> ab

S 100 1 ol W FEan k 1

— 8 o

2607 6000 10000 30000 60000 90000 120000 150000 180 000
Hidrocarburos totales del petréleo fresco (mg kg?)
a 600 -
Olm2m3E4E58E

%500« a lE2m3E4 @5 26mes
[} al=
c e T L co
O 400 - o k3 a ks bc cd d
£ ] % e ﬁ-:- ab ab®
© 300 2 o L S g aboo
g r-: L N ::: 3
3 200 | :  aollibE apgiiE  all i an R
g & 2l S AR el
£ 100 2 Hoc IR b PIEERED CHIRENCE il
=, & chge | Hacle EecEl) ERcE @al

2607* 14173 28400 50598 75492 112 142
Hidrocarburos totales del petréleo intemperizado (mg kg-t)

Figura 18a. Variacién en el crecimiento del pasto japonesa por efecto de dosis de
petréleo fresco e intemperizado, en tiempo sucesivo después del

trasplante. a). Petrdleo fresco y b). Petréleo intemperizado.
*hidrocarburos de origen biogénico. Barras con diferentes letras en cada uno de los
tiempos son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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Figura 18b. Variacion en el crecimiento del pasto japonesa por efecto de dosis de

petréleo fresco e intemperizado, a los seis meses. *hidrocarburos de
origen biogénico. Cada franja de color equivale a 50 cm.

6.1.2. Numero de hijuelos

Las medias del NH a los tres y seis meses presentaron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos por efecto de petréleo fresco (Figura 19a;
Apéndice, Cuadro 2) e intemperizado (Figuras 19b; Apéndice, Cuadro 17) (Tukey,
p<0.05).

En los dos tiempos evaluados el NH de pasto japonesa plantado en suelo con
petréleo fresco, no presenta una tendencia inversamente proporcional por efecto
de las dosis, las ocho dosis de petréleo fresco estimulan el crecimiento de hijuelo.
El TT registro el menor NH a los tres (14) y seis (25) meses. El tratamiento cinco
(60 000 mg kg™) estimulo el mayor NH a los tres (26) y seis (43) meses (Figura
19). la NH presenta una tendencia directamente proporcional a los tres y seis
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meses. Respuestas distintas encontré Rivera-Cruz, (2001) en plantas de pasto
aleman e indica que el nimero de plantas disminuyen cuando aumenta la dosis de
petréleo fresco.

El NH en suelo con petréleo intemperizado a los tres y seis meses, evidencia una
tendencia directamente proporcional a la dosis de HTPI en el suelo a partir del
tratamiento cuatro (50 598 mg kg™) hasta el seis (112 142 mg kg™). El mayor NH a
los tres (23) y seis (43) meses se presento en el tratamiento seis del BIO2 (112
142 mg kg™). En los tratamientos dos y tres a los tres meses no presentaron
diferencias significativas con el tratamiento testigo, sin embargo a los tres meses
el NH disminuyo en un 40% y 8% en relacion al TT, respectivamente.

El comportamiento del NH es un parametro que permite indicar que el pasto
japonesa es una graminea adaptada a suelos impactados por la contaminacién
con petroleo fresco e intemperizado, posiblemente su sistema rizosférico permite
que se desarrollen procesos de degradacion y mineralizacion de moléculas
organicas como los hidrocarburos derivados del petréleo fresco y del
intemperizado para disponer de los nutrientes necesarios para su desarrollo y
crecimiento (Maldonado-Chavez et al., 2010; Phillips et al., 2012).

Por lo tanto el NH en PJ es un parametro que es estimulado por dosis altas de
petroleo fresco, sin embargo resultados contrarios fueron reportados por Rivera-
Cruz, (2001) en plantas de pasto aleman, el nimero de plantas disminuyen hasta
cuando aumenta la dosis de petréleo fresco.
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Figura 19a. Crecimiento del nimero de hijuelos del pasto japonesa por efecto de
dosis de petréleo fresco e intemperizado en tiempo sucesivo después
del trasplante. a). Petr6leo fresco 'y b). Petréleo
intemperizado. *hidrocarburos de origen biogénico. Barras con diferentes letras
en cada uno de los tiempos son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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Figura 19b. Crecimiento del nimero de hijuelos del pasto japonesa por efecto de

dosis de petroleo fresco e intemperizado. *hidrocarburos de origen
biogénico. Cada franja de color equivale a 50 cm.
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6.1.3. Diametro de hijuelos

El didmetro de hijuelos (DH) en ambos BIOs presento diferencias estadisticas
significativas, entre las dosis de petrdleo fresco (Figura 20; Apéndice, Cuadro 3) e
intemperizado (Figura 20; Apéndice, Cuadro 18) en ambos tiempos (Tukey,
p<0.05).
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Figura 20. Diametro de hijuelos de pasto japonesa en suelo con petréleo: a)

fresco y b) intemperizado, a los tres () y seis (H) meses.
*hidrocarburos de origen biogénico. Barras con diferentes letras en cada uno de
los tiempos son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

El DH en petréleo fresco a los tres meses, registro el mayor valor (2.5 mm) en el
TT y el menor (1.6 mm) en el tratamiento ocho (150 000 mg kg™) (Figura 20a), es
evidente una relacién inversamente proporcional al contenido de hidrocarburos en
los ocho tratamientos con petréleo fresco. Sin embargo, a los seis meses no
presentaron diferencias estadisticas significativas en el tratamiento dos (6 000 mg
kg™t de HTP), tres (10 000 mg kg* de HTP), cuatro (30 000 mg kg™ de HTP) y
cinco (60 000 mg kg™ de HTP) del tratamiento uno (ST). El DH se redujo a partir
del tratamiento cinco (90 000 mg kg™) con un efecto inversamente proporcional al
contenido de HTPI, el menor valor se registro en dosis de 180 000 mg kg™ de
HTPI, una reduccion del 36.84%.

En petréleo intemperizado, el DH presento una respuesta irregular. A los tres
meses los tratamientos dos (14 147 mg kg™) y tres (28 400 mg kg™) presentaron el
valor medio mas alto (2.8 mm), el tratamiento cuatro (50 598 mg kg™) no presento
diferencias estadisticas con el TT (2.5 mm) y, el valor medio menor (1.9 mm) se

registro en el tratamiento seis (112 142 mg kg™). Por el contrario, a los seis meses
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a partir del tratamiento tres hasta el seis se observo un efecto directamente
proporcional al contenido de HTPI. El valor medio mayor (2.2. mm) se registro en
el tratamiento seis, el TT y el tratamiento dos fueron iguales estadisticamente.

6.1.4. Produccioén de la biomasa

La produccion de biomasa seca radical, foliar y total presentaron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05), a los tres y seis
meses (Cuadro 6) por las dosis de petroleo fresco (Apéndice, Cuadro 4) e
intemperizado (Apéndice, Cuadro 19).

Cuadro 6. Produccion de biomasa seca de pasto japonesa en suelos con
petréleo fresco e intemperizado a los tres y seis meses.

Tres meses Seis meses

HTP BSR BSF BST BSR BSF BST
T mgkg” g

Petréleo

fresco
1 2,607(testigo) 6.5tlab 20.5+la 27.0+2ab 11.7+2b 42.3t6ab 54.0+8a
2 6,000 6.2+1lab 19.6+x1la 25.8+lab 20.4+2ab 41.3+xlabc 61.7+ba
3 10,000 5.4+4ab 19.9+2a 25.0x4ab 27.3t2a 41.4+l1c 68.7+2a
4 30,000 5.6t2ab 20.9+2a 26.5+lab 19.1+8ab 41.7+labc 60.9+t3a
5 60,000 7.2+1ab 20.8t1la 28.0+2ab 18.3x6ab 41.5+labc 59.8+7a
6 90,000 9.8+2a 18.5+5ab 28.4+4a 14.845b 48.6*la 63.4+1a
7 120,000 7.0tlab 17.6x2ab 24.7+tlab 15.2+5b 47.5%la 62.7+6a
8 150,000 4.9+1b 12.9+43b 17.9+2c 28.7#4a 36.5%l1c 65.2+6a
9 180,000 5.9+1lab 15.7t2ab 21.7+t1bc 19.9t4ab 32.2t1bc 52.1t+5a

Petréleo

intemperizado

1 2,607(testigo) 6.5+1b  20.5+1b 27.0#2b 11.7+2d 42.3+6ab  54.0+8bc
2 14,173 15.8£7a 28.9+2ab 44.7+9a 13.6tlcd 33.4#4b  47.0%5¢c
3 28,400 13.8+3ab 33.7+la 47.4#5a 18.1#6cd 37.4+4b  55.5+3bc
4 50,598 6.7+1b  19.8+3c 26.5+4b 21.3+2bc 42.0+4ab  63.3%3b
5 75,492 7.9+3ab  20.7+¢5b 28.5+5b 27.8+6ab 52.3+5a  80.1+6a
6 112,142 9.0+lab 21.2+4bc 30.1#5b 36.5+4a 52.4+6a  88.5+5a

" Valores con diferentes letras por columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).T: tratamiento; HTP:
Hidrocarburos totales de petréleo; BSR: biomasa seca radical; BSF: biomasa seca foliar; BST: biomasa seca total.

6.1.4.1. Biomasa seca radical

La biomasa seca radical (BSR) en suelos con petroleo fresco a los tres meses la
BSR tuvo una relacion inversamente proporcional al contenido de HTPF (Cuadro 6
y 7). Las dosis de 60 000, 90 000 y 120 000 mg kg-1 estimularon un 10, 50y 7%

respectivamente en relacion al TT. La BSR tuvo el valor medio mayor (9.8 g) en el
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tratamiento seis (90 000 mg kg-1) y el medio menor (4.9 g) en el tratamiento ocho
(150 000 mg kg-1). Por el contrario a los seis meses, se observo una tendencia en
la BSR directamente proporcional al contenido de HTPF. El valor medio mayor
(28.7 g) corresponde al tratamiento ocho, y el valor medio menor (11.7 g) al TT.

Cuadro 7. Porcentajes de dafio y estimulacion de la produccién de biomasa de
pasto japonesa en suelos con petréleo fresco e intemperizado a los
tres y seis meses.

Tres Seis meses

HTP meses
T BSR BSF BST BSR BSF BST

mg kg™ %

Petréleo fresco
1 2,607 (testigo) o' o 0 0 0 0
2 6,000 38 -12 1 30 -49 16
3 10,000 42 -8 5 26 -47 18
4 30,000 4 4 4 56 -48 11
5 60,000 -19 4 -1 63 -48 13
6 90,000 -22  -10 -13 133 -54 9
7 120,000 -10 -3 -4 74 -59 14
8 150,000 -29 -36 -34 145 -62 21
9 180,000 -14 -22 -20 70 -60 -3

Petréleo intemperizado
1 2,607 (testigo) 0 0 0 0 0 0
2 14,173 129 45 66 16 -21 -13
3 28,400 99 68 76 55 -11 3
4 50,598 14 3 6 138 24 49
5 75,492 16 2 4 82 0 17
6 112,142 30 6 12 209 24 64

T: tratamiento; HTP: Hidrocarburos totales de petréleo; BSR: biomasa seca radical; BSF: biomasa seca
foliar; BST: biomasa seca total. " Valores negativos: reduccién de la biomasa; valores positivos:
aumento de la biomasa.

La BSR del PJ, se estimulo por el contenido de petroleo intemperizado a los tres
meses, a excepcion del tratamiento cuatro (50 598 mg kg') que no presento
diferencias estadisticas con el TT (Cuadro 6 y 7). EI mayor valor (15.8 g) se
registré en el tratamiento dos (14 173 mg kg™) y el menor (6.5 g) en el TT. A los
seis meses, se observa una estimulacion en los cinco tratamientos con PI, el
efecto es directamente proporcional al contenido de HTP. El tratamiento seis (112
142 mg kg™) registro un 211% de estimulacion en relacién al TT (11.7 g). Ferrera-
Cerrato et al. (2007) observo un incremento de la biomasa radical con respecto al
biomasa foliar en suelos contaminados con petrdleo. El crecimiento radical se
puede atribuir a las rizobacterias que interactian con la planta y, promueven el
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crecimiento al reducir la severidad del contaminante, resistencia sistémica y la
competencia por nutrimentos y el nicho (Ochoa et al., 2010).

6.1.4.2. Biomasa seca foliar

La biomasa seca foliar (BSF) del PJ en petréleo fresco presento una reduccion
inversamente proporcional al contenido de hidrocarburo (Cuadro 6 y 7). A los tres
meses la BSF registro el valor mayor (2.9 g) en el tratamiento cuatro (30 000 mg
kg™) y el menor (12.9 g) en el tratamiento ocho (150 000 mg kg™). Se observa una
reduccién de la BSF a partir del tratamiento seis (90 000 mg kg™l). A los seis
meses, la reduccion de la BSF es inversamente proporcional al contenido de
HTPI, a excepcion del tratamiento seis y siete (120 000 mg kg™) que registraron la
mayor BSF 48.6 y 47.5 g respectivamente. Estos resultados contradicen a los
obtenidos por Sangabriel et al. (2006) en especies de leguminosas y gramineas
que disminuyo su BSF en suelos contaminados con combustéleo (50 000 mg kg™).

El petréleo intemperizado afecto de forma irregular la respuesta de la BSF del PJ
(Cuadro 6y 7). A los tres meses, las dosis de 14 173 y 28 400 mg kg™ estimularon
un 45y 68% la BSF, en relacién al TT (20.5 g), respectivamente, la menor BSF se
registro en el tratamiento cuatro (50 598 mg kg™). Mientras que las dosis de 75
492 y 112 142 mg kg™ no tuvieron diferencias estadisticas con el TT. Por el
contrario a los seis meses, la mayor BSF (52.4 g) se presento en dosis de 75 492
y 112 142 mg kg, los tratamientos dos y tres presentaron una reduccién de la
BSF del 21 y 11% respectivamente, en relacion al TT.

6.1.4.3. Biomasa seca total

El petréleo fresco afecto de forma irregular la produccion de la biomasa seca total
(BST) del PJ a los tres y seis meses. A los tres meses, Se observo una reduccion
inversamente proporcional al contenido de petréleo fresco. Las dosis de 60 000 y
90 000 se estimularon en un 3% en relacion al TT. La menor BST (17.9 g) se
presento en el tratamiento ocho (150 000 mg kg™). Mientras que a los seis meses,
los tratamientos con petréleo se estimularon hasta el tratamiento ocho (150 000
mg kg™) hasta en un 27% (10 000 mg kg™). La dosis de 180 000 mg kg™ redujo la
BSF en un 3%, sin diferencias significativas con el TT. Este aumento de la BST,
se puede atribuir a que algunas gramineas pueden crecer o adaptarse en suelos
contaminados con petréleo, al incorporar los hidrocarburos a su biomasa o
permanecer en la rizosfera para ser utilizados como fuente de carbono por los
microorganismos (Larenas y Viana, 2005).
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En petroleo intemperizado estimulo la BST del PJ (Cuadro 6 y 7). A los tres meses
el tratamiento tres (28 400 mg kg™) presento la mayor biomasa (47.3 g), la BST se
estimulo de forma inversamente proporcional al contenido de HTP en el suelo.
Sélo la dosis de 50 598 mg kg™ inhibi6 en un 4% la BSF. Por el contrario, a los
seis meses la estimulacién fue directamente proporcional al contenido de HTP vy
alcanz6 su mayor valor (88.5 g) en la dosis de 112 142 mg kg*. Huang et al.
(2004) explica que mantener o aumentar el contenido de agua en suelos
contaminados con creosota con gramineas, permitid continuar el transporte de
material fotosintético a las raices; esto conservd el estado de crecimiento y
desarrollo del tejido fotosintético lo que aumenta la produccion de la biomasa

6.2. Poblacion bacteriana de la rizésfera del pasto japonesa

La densidad de los grupos de bacterias a los tres y seis meses (Cuadro 8),
mostraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos por efecto de
dosis de petréleo fresco (Apéndice, Cuadro 5) e intemperizado (Apéndice, Cuadro
20), un comportamiento irregular con medias estadisticas diferentes (Tukey,
p<0.05).

6.2.1. Densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre totales

La densidad de BFN en la rizésfera del PJ a los tres y seis meses fue estimulada
por la presencia de petréleo fresco en el suelo, esto se observa en el Cuadro 8
(tres meses). La densidad de bacterias fue mayor en siete tratamientos con
petréleo en relacion al suelo testigo. A los seis meses se repite la misma situacion
pero solo en seis tratamientos con petréleo.

A los tres meses, la dosis de 180 000 mg kg™ disminuyo la densidad de BFN en un
78% en relacion con el TT (Cuadro 8). El mayor valor (262x10* UFC g™* s.s.) fue
registrado en el tratamiento siete (120 000 mg kg™?), se observo una tendencia
inversamente proporcional al contenido de HTPF. A los seis meses, la mayor
densidad promedio (258 x10' UFC g™ s.s.) se observo en el tratamiento tres (10
000 mg kg™) y la menor (27 x10* UFC g™* s.s.) en el tratamiento cuatro (30 000 mg
kg™. Los tratamientos dos, cuatro, ocho y nueve presentaron valores de densidad
por debajo del TT.

Este incremento en las densidades de BFN, es similar a los reportados por
Hernandez et al. (2003) y Vazquez-Luna et al. (2011) que observaron un
incremento de BFN en la rizésfera del frijol en suelos con queroseno y con
petroleo fresco sin vegetacion, respectivamente. Muratova et al. (2003) explicaron
gue los exudados de las raices estan intimamente ligados a la estimulacién de la
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comunidad rizoférica en suelos contaminados con petréleo, debido a que
contienen componentes estructurales similares a varios hidrocarburos del petréleo
que las bacterias utilizan como fuente de carbono o como co-metabolitos en la
degradacion de contaminantes (Wenzel, 2009).

Cuadro 8. Densidad de bacterias fijadoras de N, de vida libre y grupos
(Azospirillum y Azotobacter) de la rizésfera de pasto japonesa en
suelos con hidrocarburos derivados del petroleo fresco e
intemperizado, a los tres y seis meses.

Tres meses Seis meses

T HTP BEN AZP AZT BEN AZP AZT

mg kg™ 10" UFC g™ s.s.

Petroleo fresco
1 2607 (testigo) 150b" 21b 1999 463de 171b  1422a
2 6000 185b  23b 541d 182e  44e 85d
3 10000 155b  21b 765¢ 494d 258a 122cd
4 30000 172b  25ab 288f 395e 27f 283b
5 60000 182b  23b 909a 1394c 58de  257b
5 90 000 175b  22b 843b 1594b 142bc 278b
7 120 000 262a 21b 297f 2598a 109cd 227b

150 000 165b 32a 555d 41f 41e 235b
8 180 000 32c 3la 356e 137e 74de  247b
9 Ppetréleo intemperizado
1 2607 (testigo) 150c" 21a 199b 463b 171a 1422b
2 14,173 10e l4c 36e 827a 31c 1633a
3 28,400 17e 16b 135d 333c 79bc 1188b
4 50,598 77d 10c 171.8c 216d 125ab 629c
5 75,492 167b 1ic 162c 120e 99b 1153b
g 112,142 417a 12c 220a 120e 116b  1190b

"valores con diferentes letras por columna y por tipo de petréleo son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
HTP: Hidrocarburos totales de petréleo; FRSC: petréleo fresco; INTP: petréleo intemperizado; UFC: unidades formadoras
de colonias; BFN: bacterias fijadoras de N, de vida libre totales; AZT: Azotobacter spp.; AZP: Azospirillum spp.

El petréleo intemperizado a los tres meses, presento una inhibicion de las BFN en
los tratamientos dos, tres y cuatro (Cuadro 8). Sin embargo a dosis de 75 492 y
112 142 mg kg™ se estimulo la densidad de BFN en un 11 y 178% en relacién al
TT, respectivamente. La tendencia de las BFN fue directamente proporcional al
contenido de HTPI. A los seis meses, la tendencia de las BFN a los contenidos de
petréleo intemperizado fue inversamente proporcional. La mayor densidad (827
x10* UFC g s.s.) se registro en el tratamiento dos (14 173 mg kg™) y la menor
(120 mg kg™) en las dosis de 75 492 y 112 142 mg kg™ un 74% menos que el TT.
Resultados similares reportan Guo et al. (2012) en suelos con PI (149 - 1110 mg

kg™).
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6.2.2. Densidad de bacterias del grupo Azotobacter

El petroleo fresco en la densidad del grupo Azotobacter (AZT) manifestd a los
tres meses un incremento hasta del 356% (60 000 mg kg™), la menor densidad
(199 x10' UFC g s.s.) corresponde al TT (Cuadro 8). El aumento que se observa
en la densidad de AZT es inversamente proporcional al contenido de HTP. A los
seis meses, se observa una disminucion en los tratamientos con petroleo hasta del
6% en relacién al TT, al cual le corresponde la mayor densidad (1422x10* UFC g™
s.s.) de AZT. La tendencia en la densidad de AZT en tratamientos con petroleo
fresco es de manera inversa al contenido de hidrocarburos. Este irregular
comportamiento puede considerarse como un proceso de adaptacion ante los
hidrocarburos del petrdleo, Aleem et al., (2003 explican que Azotobacter
Chroococcum pueden incrementar su resistencia y desarrollar rasgos fisiolégicos,
gue le permiten sobrevivir en ambientes de contaminacién industrial.

El petréleo intemperizado disminuyo la densidad de AZT (Cuadro 8). A los tres
meses en los tratamientos con petréleo la densidad de AZT se redujo en un 81%
(14 173 mg kg?). Sélo el tratamiento seis (112 142 mg kg™') manifestd un
incremento del 105% (220 x10' UFC g* s.s.) en relacion al TT. A los seis meses,
la disminucion de la densidad de AZT se presento a partir de la dosis 28 400 hasta
112, 142 mg kg™. El tratamiento dos registro la mayor densidad (1633 x10* UFC g
! s.s.), la menor densidad (1633 x10* UFC g s.s.) se registro en dosis de 50 598
mg kg™. La reduccién en ambos tiempos no manifestd una tendencia irregular a
los contenidos de HTP.

6.2.3. Densidad de bacterias del grupo Azospirillum

La densidad del grupo Azospirillum (AZP) en petréleo fresco, presento una
respuesta irregular (Cuadro 8). A los tres meses, los tratamientos con petroleo
presentaron una estimulacién. La mayor densidad (32x10* UFC g*' s.s.) se
observo en dosis de 150 000 y 180 000 mg kg™. El menor valor (21 x10* UFC g™
s.s.) se registro en el tratamiento testigo, tres (10 000 mg kg™), y siete (120 000
mg kg?), los cuales no presentaron diferencias estadisticas significativas entre
ellos. Por el contario, a los seis meses, la mayor densidad (258 x10* UFC g s.s.)
de AZP se observo en el tratamiento tres (10 000 mg kg™) y la menor densidad
(27x10" UFC g* s.s.) en el tratamiento cuatro (30 000 mg kg™?). Aunque no se
observo una tendencia en relacion al contenido de HTP, la densidad de AZP se
incremento entre tratamiento de forma irregular.

Los tratamientos con petroleo intemperizado manifestaron un descenso de la
densidad de AZP en ambos tiempos (Cuadro 8). El TT registro la mayor densidad

a los tres (21 x10* UFC g™ s.s.) y seis (171 x10* UFC g* s.s.) meses. A los tres
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meses se observo la menor densidad (10 x10* UFC g* s.s.) en dosis de 50 598
mg kg®, se observo una tendencia inversamente proporcional al contenido de
HTP. Mientras que los seis meses, el menor valor (31x10* UFC g™* s.s.) se registro
en dosis de 14 173 mg kg™'. La densidad de AZP no presento una relacién
directamente proporcional al contenido de petréleo intemperizado. Resultados
similares encontr6 Ramirez (2012) en Vigna unguiculata, las densidad de AZP
presentaron un comportamiento heterogéneo entre los tratamientos con petréleo
intemperizado. Steenhoudt y Vanderleyden (2000), explican que la versatilidad de
AZP en el metabolismo del N y C, le permite adaptarse y establecerse en
ambientes competitivos de la rizosfera. De este modo promueven el crecimiento
de la planta e incrementan su tolerancia a contaminantes (Huang et al., 2004). En
suelos contaminados con petréleo, pueden promover el desarrollo radical,
mejorara el nivel de degradacion e incrementar el crecimiento de las plantas
(Zhuang et al., 2007).

6.3. Actividad enziméatica

La respuesta de la enzimética de ureasa (USA) y arilsulfatasa (ASA), evaluadas
en la rizésfera de PJ por efecto del petréleo fresco (Apéndice, Cuadro 7) e
intemperizado (Apéndice, Cuadro 22), mostr6 diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (Tukey, p<0.05), a los tres y seis meses (Cuadro
9).

6.3.1. Actividad enziméatica ureasa

La actividad enzimatica ureasa (USA) presento un incremento en los tratamientos
con petroleo fresco. A los tres meses, la mayor actividad (1.29 mmol NH; g*-h™) se
registro en el tratamiento tres (10 000 mg kg™) y la menor (0.35 mmol NHz g*-h™)
en el TT. La tendencia de la actividad enzimética fue directamente proporcional al
contenido de hidrocarburos. A los seis meses, el incremento se presento a partir
del tratamiento cuatro (30 000 mg kg®) en adelante, con una tendencia
directamente proporcional al contenido de HTP. En dosis de 6 000 y 10 000 mg
kg™ se observo una reduccién del 4 y 13% respectivamente, en relacién al TT. Sin
embargo, estos son iguales estadisticamente.

Estudios en suelos contaminado con petroleo fresco e intemperizado, indican la
disminucion de la actividad enzimatica de la USA y su relacion al contenido de
hidrocarburos (Pefa et al., 2007; Guo et al., 2012). Sin embargo, Fonturbel (2004)
y Ramirez (2012) han reportan un incremento irregular de la USA en suelos con
petréleo intemperizado a 10 000 y 28 465 mg kg™ de HTP.

69



Cuadro 9. Actividad enzimatica de la rizésfera de pasto japonesa en suelo con
petréleo fresco e intemperizado, a los tres y seis meses.

Tres meses Seis meses

HTP USA ASA USA ASA

ma kot mmol NH3 mmol PNF mmol NH; mmol PNF
T g Kg g—l_h-l g—l_h-l g—l.h-l g—l.h-l

Petréleo fresco
1 2,607 (testigo)  0.35+0.05e 0.744+0.10h 6.96+0.95¢c 0.150+0.1a
2 6,000 0.61+0.03d 2.609+0.01d 6.65+0.70c 0.066+0.2b
3 10,000 1.29+0.03a 3.128+0.02b 6.00+0.73c 0.051+0.1b
4 30,000 1.32+0.03a 2.752+0.02c 12,52+1.43bc 0.051+0.1b
5 60,000 0.79+0.02c 1.681+0.05f 21.31+4.20a 0.050+0.1b
6 90,000 0.62+0.02d 1.661+0.07f 9.129+3.10ab 0.050+0.1b
7 120,000 0.74+0.02c 1.434+0.02¢g 10.62+2.43bc 0.050+0.1b
8 150,000 1.14+0.03b 2.027+0.02e 17.31+4 83ab 0.048+0.1b
9 180,000 1.25+0.03a 4.085+0.04a 22.13+4.25a 0.050+0.1b

Petréleo

intemperizado
1 2,607 (testigo) 0.35+0.05e 0.744+0.10a 6.9620.95a 0.150+0.01a
2 14,173 4.90+0.02b 0.388+0.00b 5.85+0.40a 0.026+0.01c
3 28,400 4.00+0.00d 0.162+0.00de 1.42+0.51c 0.042+0.02bc
4 50,598 4.12+0.00c 0.137+0.02e 4.63+0.68ab 0.053+0.00b
5 75,492 10.13+0.02a 0.233+0.03cd 3.88%0.62abc 0.042+0.01bc
6 112,142 10.09+0.00a 0.186+0.02cde  2.96+0.51bc 0.043+0.01bc

Tvalores con diferentes letras por columna y por tipo de petréleo son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
HTP: Hidrocarburos totales de petroleo; FRSC: petrdleo fresco; INTP: petréleo intemperizado; USA:ureasa; ASA:
arilsulfatasa;

El petréleo intemperizado al igual que el petréleo fresco, a los tres meses
incremento la actividad enzimatica en una tendencia directamente proporcial al
contenido de hidrocarburos (Cuadro 9). Con la mayor actividad (10.13 mmol NH3
g*-hHen dosis de 75 492 y 112 142 mg kg™ y la menor actividad (0.35 mmol NHs
gt-h™) corresponde al TT. A los seis meses, por el contrario los contenidos de
hidrocarburos redujeron la actividad en relacién inversamente proporcional al
contenido de HTPI. La mayor actividad (6.96 mmol NHs;g™*-h™) se registro en el TT
y la menor (1.42 mmol NHz; g™*-h™) en el tratamiento 3 (28 400 mg kg™).

6.3.2. Actividad enzimatica arilsulfatasa

La actividad enzimatica arilsulfatasa (ASA) a los tres meses, presento un aumento
directamente proporcional al contenido de petroleo fresco (Cuadro 9). La mayor
actividad (4.085 mmol PNF g*-h™) corresponde al tratamiento nueve (180 000 mg
kg™) y la menor (0.744 mmol PNF g*-h) al TT. A los seis meses, el contenido de
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petréleo fresco de los tratamientos disminuyo la actividad ASA, sin evidente
tendencias al contenido de hidrocarburos y sin diferencias estadisticas entre los
tratamientos con petroleo.

Cébron et al. (2011) observaron la estimulacion de ASA en suelos con HAP y su
relaciona con la materia orgénica del suelo, al igual que el carbono orgénico y la
densidad microbiana (Contreras et al., 2005). Sin embargo, Resultados similares
presenta Gianfreda et al. (2005) que reportan la reduccién de la enzima ASA en
suelos con presencia de fenantreno y HPASs.

En petréleo intemperizado disminuyo la actividad de ASA hasta en un 80% a los
tres y seis meses (Cuadro 9), A los tres meses la menor actividad (0.137 mmol
PNF g*-h™) corresponde al tratamiento cuatro (50 598 mg kg™) y a los seis meses
la menor actividad (0.026 mmol PNF g*-h™) en el tratamiento dos (14 173 mg
kg™). La mayor actividad a los tres (0.744 mmol PNF g*-h™) y seis (mmol PNF g
L.h™Yy meses se registro en el TT. En ambos tiempo la tendencia de la actividad fue
inversamente proporcional al contenido de HTPI.

6.4. indices de impacto ambiental toxicoldgico
6.4.1. indices fisiol6gicos de toxicidad
6.4.1.1. indices fisiolégicos de toxicidad relativos

Los indices relativos de impacto ambiental fisiologico (IRIAF) basados en el
crecimiento vegetativo [longitud de estolones (LE), ndmero de hijuelos (NH),
diametro de hijuelos (DH)], y biomasa seca (raiz, follaje y total) a los tres (Cuadro
10) y seis meses (Cuadro 11), después del trasplante del pasto japonesa
expuestos a petroleo fresco e intemperizado manifiestan estimulo positivo y
efectos toxicos negativos en las diferentes variables evaluadas.

El petroleo fresco estimulo estimulé el crecimiento y desarrollo del pasto japonesa
a los tres (Cuadro 10; Apéndice, Cuadro 9) y seis meses (Cuadro 11; Apéndice,
Cuadro 10). La LE present6 una inhibiciéon a los tres y seis meses en las ochos
concentraciones de petroleo, sin embargo este efecto negativo no sobrepaso el
18% (150 000 mg kg ') tres meses y 29% (6 000 mg kg™) a los seis meses. EI NH
se estimulo en los ocho tratamientos de petroleo fresco, la mayor estimulacion a
los tres (-0.86) y seis (-0.69) se hallo en el tratamientos cuatro (30 000 mg kg™). El
DH presento a los tres meses una inhibicion en las ocho concentraciones de
petréleo, la mayor inhibicién (0.36) se registro en el tratamiento ocho (150 000 mg
kgh). A los seis meses, sin embargo la inhibicién solo se observo en cuatro
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tratamientos, las dosis de 30 000, 60 000, 90 000 y 120 000 mg kg™ estimularon el
DH en un 2, 9, 10 y 10% respectivamente. En ambos tiempo la inhibicién del DH
fue menor del 50%.

Cuadro 10. indices relativos de impacto ambiental fisiologicos del pasto japonesa
expuesto a petréleo fresco e intemperizado, a tres meses de

exposicion.

Concentracion Crecimiento Biomasa seca

HTP mg kg™ b.s. Longitud de Hijuelos Didmetro Raiz Foliar Total
T Estolones hijuelo

Petréleo Fresco
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 6,000 0.11 -0.21 0.14 0.04 0.04 0.04
3 10,000 0.07 -0.14 0.20 0.12 0.17 0.13
4 30,000 0.05 -0.86 0.16 -0.02 0.13 0.02
5 60,000 0.00 -0.71 0.19 -0.02 -0.11 -0.04
6 90,000 0.00 -0.64 0.08 0.09 -0.51 -0.05
7 120,000 0.10 -0.43 0.12 0.14 -0.09 0.08
8 150,000 0.18 -0.50 0.36 0.37 0.24 0.34
9 180,000 0.15 -0.29 0.14 0.23 0.08 0.20

Petréleo

Intemperizado
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 14,173 0.53 0.16 -0.16 -0.41 -1.43 -0.66
3 28,400 0.52 -0.11 -0.16 -0.64 -1.12  -0.76
4 50,598 0.58 0.38 0.02 0.03 -0.02 0.02
5 75,492 0.58 0.38 0.04 -0.01 -0.21  -0.06
6 112,142 0.72 0.35 0.23 -0.03 -0.38 -0.12

HTP: Hidrocarburos totales de petrdleo. Valores IRIAF<0: estimulan a la variable; IRIAF>0: afectan a la variable; IRIAF = 0
no afectan a la variable.

Al parecer el estimulo al aumento en el nimero de hijuelos, biomasa de raiz y
biomasa total puede ser por el efecto de hormesis que ha sido reportado en
especies vegetales, los hidrocarburos en pequefias dosis (hormetinas) pueden
ejercer un estimulo en procesos fisiologicos (Repetto, 1995; Maliszewska-
Kordybach y Smreczak, 2000). Sin embargo, es claro que también puede haber
una contribucion potencial por parte de las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPB), que mejoran el crecimiento y desarrollo de la planta bajo
condiciones de estrés (Basham et al., 2012).

El petréleo fresco estimulo estimuld el crecimiento y desarrollo del pasto japonesa
a los tres (Cuadro 10) y seis meses (Cuadro 11). La LE present6 una inhibicion a
los tres y seis meses en las ochos concentraciones de petréleo, sin embargo este
efecto negativo no sobrepaso el 18% (150 000 mg kg™) tres meses y 29% (6 000
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mg kg™?) a los seis meses. El NH se estimulo en los ocho tratamientos de petréleo
fresco, la mayor estimulacién a los tres (-0.86) y seis (-0.69) se hallo en el
tratamientos cuatro (30 000 mg kg™). El DH presento a los tres meses una
inhibicién en las ocho concentraciones de petréleo, la mayor inhibicion (0.36) se
registro en el tratamiento ocho (150 000 mg kg™). A los seis meses, sin embargo
la inhibicidén solo se observo en cuatro tratamientos, las dosis de 30 000, 60 000,
90 000 y 120 000 mg kg™ estimularon el DH en un 2, 9, 10 y 10% respectivamente.
En ambos tiempo la inhibicién del DH fue menor del 50%.

Cuadro 11. Indices relativos de impacto ambiental fisiolégicos del pasto
japonesa expuesto a petroleo fresco e intemperizado, a seis meses
de exposicion

Concentracion Crecimiento Biomasa seca

HTP mgkg™ s.s. Longitud de Hijuelos Diametro Raiz Foliar Total
T estolones hijuelo

Petréleo Fresco
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 6,000 0.29 -0.21 0.26 -0.75 0.02 -0.14
3 10,000 0.13 -0.21 0.16 -1.33 0.26 -0.09
4 30,000 0.28 -0.69 -0.02 -0.64 0.01 -0.13
5 60,000 0.17 -0.19 -0.09 -0.57 0.02 -0.11
6 90,000 0.15 -0.09 -0.10 -0.27 -0.15 -0.18
7 120,000 0.06 -0.14 -0.10 -0.30 -0.12 -0.16
8 150,000 0.18 -0.32 0.20 -1.45 0.14 -0.21
9 180,000 0.21 -0.28 0.32 -0.70 0.24 0.03

Petréleo

Intemperizado
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 14,173 0.21 0.41 0.01 -0.16 0.21 0.13
3 28,400 0.06 0.08 -0.07 -0.54 0.12 -0.03
4 50,598 0.26 -0.15 -0.16 -0.82 0.01 -0.17
5 75,492 0.37 -0.60 -0.13 -1.38 -0.24 -0.48
6 112,142 0.41 -0.81 -0.20 -2.09 -0.24 -0.64

HTP: Hidrocarburos totales de petrdleo. Valores IRIAF<0: estimulan a la variable; IRIAF>0: afectan a la variable; IRIAF = 0
no afectan a la variable.

Al parecer el estimulo al aumento en el nimero de hijuelos, biomasa de raiz y
biomasa total puede ser por el efecto de hormosis que ha sido reportado en
especies vegetales, los hidrocarburos en pequenias dosis (hormetinas) pueden
ejercer un estimulo en procesos fisiologicos (Repetto, 1995; Maliszewska-
Kordybach y Smreczak, 2000). Sin embargo, es claro que también puede haber
una contribucion potencial por parte de las bacterias promotoras del crecimiento
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vegetal (PGPB), que mejoran el crecimiento y desarrollo de la planta bajo
condiciones de estrés (Basham et al., 2012).

La produccion de la raiz suelos con petroleo fresco a los tres meses (Cuadro 10),
presenta una inhibicion por debajo del 30% en seis de los ocho tratamientos con
petréleo (Cuadro 11), los tratamientos cuatro (30 000 mg kg™) y cinco (60 000 mg
kg™) estimularon la produccién de la raiz en un 2% (-0.02). A los seis meses la
estimulacién se presento en los ocho tratamientos hasta en un 145% (-1.45) en el
tratamiento ocho (150 000 mg kg™). La BSF presento una inhibicién a los tres y
ocho, por debajo del 25%. Sin embargo, los tratamientos seis (90 000 mg kg™) y
siete (120 000 mg kg™) se estimularon a los tres y seis meses. La BST, a los tres
meses se estimulo en los tratamientos cinco y seis en un 4 y 5% respectivamente,
la inhibicion que se observo en los seis tratamientos con petréleo restantes fue
por debajo del 35%. A los seis meses, la estimulacion se presento en siete de los
ocho tratamiento, la dosis de 180 000 mg kg™ inhibi6 la BST en un 3% (0.03).

Las dosis de Pl manifestaron un efecto de estimulacion en los indices fisiolégicos
de toxicidad relativos del crecimiento y desarrollo del pasto japonesa (Cuadro 10y
11). El Pl inhibié la LE en los cinco tratamientos con petroleo a los tres (Apéndice,
Cuadro 24) y seis meses (Apéndice; Cuadro 25), el mayor efecto a los (72%) tres
y (41%) seis meses, se observo el tratamiento seis (112 142 mg kg™). EI NH a los
tres meses se redujo en relacién al contenido de petréleo en los tratamientos, a
excepcion del tratamiento tres (28 400 mg kg™) que se estimulo un 11% (-0.11). A
los seis meses se estimulé el NH a partir del tratamiento cuatro (50 598 mg kg™), y
las dosis de 14 173 y 28 400 mg kg™ inhibieron el NH en un 41 y 8%
respectivamente. El DH a los tres meses se estimul6é en dosis de 14 173 y 28 400
mg kg™ en un 16%, sin embargo se observo una inhibicién en los tratamientos
cuatro, cinco y seis. A los seis meses, el DH se estimulo a partir del tratamiento
tres y la dosis de 14 173 mg kg™ presento una inhibicién del 1%.

La produccion de la raiz se estimulo por el Pl a los tres y seis meses, el mayor
efecto -0.64 y -0.82 se registr6 en el tratamiento tres (28 400 mg kg™) y cuatro (58
598 mg kg™) a los tres y seis meses respectivamente. La BSF presento una
estimulacion a los tres meses en los cinco tratamientos con petroleo hasta en un
38% (112 142 mg kg™). Sin embargo a los seis meses, sélo las dosis de 75 492 y
112 142 mg kg* estimularon la BSF en un 24%(-0.24), mientras que los
tratamientos con PI restantes inhibieron la BSF. La BST se estimulo por el
contenido de PI a los tres meses, el mayor efecto (-0.76) se presento en la dosis
de 28 400 mg kg™. A los seis meses el mismo efecto se presento, sin embargo la
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dosis de 14 173 mg kg™ inhibi6 en un 13% (0.13) la BST. La mayor estimulacion (-
0.64) se presento en el tratamiento seis.

6.4.1.2. indices fisiol6gicos de toxicidad absolutos

Los indices fisioldgicos de toxicidad absolutos (IFTA) del pasto japonesa expuesto
al petroleo fresco, muestran a los tres y seis meses diferentes respuestas (Figura
21; Apéndice, Cuadro 14). A los tres meses de exposicion el crecimiento de la
planta es estimulado positivamente en las primeras seis dosis (6 000, 10 000, 30
000, 60 000, 90 000 y 120 000 mg kg™ de HTPF), el estimulo positivo no rebasa el
20%, sin embargo en dosis superiores a 120 000 el crecimiento y desarrollo
absoluto de la planta es afectada hasta un 0.17 (17%). A los seis meses los IFTA
manifiestan que la planta es estimulada positivamente en su crecimiento por las
ocho dosis de petréleo fresco, este aumento se localiza en el rango de 0.07 a 0.28
(7 al 28%).

La respuesta del pasto japonesa en término de su crecimiento absoluto a las
diferentes dosis de petréleo fresco, indican un proceso de adaptacion paulatino
conforme aumentan los contenidos de HTPF en suelo y el tiempo de exposicion
(tres y seis meses) la planta incrementa su resistencia y tolerancia, observar que a
los tres meses el crecimiento y desarrollo se estimulo hasta 120 000 mg kg™ de
HTP, pero a los seis meses el crecimiento es favorecido hasta un 28% por la
presencia de hasta 150 000 mg kg™ de HTP derivados del petréleo fresco (Figura
21). Resultados similares obtuvo Mezzari et al. (2011), en el crecimiento y
desarrollo de Brachiaria brizantha en suelos contaminados con diesel. La
adaptaciones y desarrollo de ciertos pastos se deba a su sistema radical, la
rizsfera influye bioquimica y biolégicamente en la comunidad microbiana del
suelo e interactda con la planta, de este modo se logra el crecimiento de la planta
en suelos contaminados (Waller et al., 2001).
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Figura 21. indice fisiologico de toxicidad absoluta del pasto japonés a los tres y

seis meses en suelos con petroleo fresco. *hidrocarburos de origen
biogénico.

Los IFTA del pasto japonesa expuesto al petréleo intemperizado, muestran a los
tres y seis meses diferentes respuestas (Figura 22; Apéndice, Cuadro 29). A los
tres meses de exposicion el crecimiento y desarrollo de la planta se estimulo en
las dos primeras dosis (14 173 y 28 400 mg kg™ de HTP), sin embargo en dosis
superiores de 28 4000 mg kg™ de HTP la planta presenta una inhibicién, que no
supera el 20%. A los seis meses los IFTA se estimulo en dosis de 28 400, 50 598,
75492y 112 142 mg kg™ de HTP, en un rango de -0.07 a -0.66, el crecimiento del
pasto japonesa es afectado negativamente por las dosis de 14 173.

La respuesta del pasto japonesa a la exposicién del petrdleo intemperizado indica
gue es una planta que conforme aumenta su estado de crecimiento es mas
resistente y tolerante a los hidrocarburos recalcitrantes que caracterizan al
petréleo intemperizado (Chi-Yuan y Krishnamurthy, 1995; Maletic et al., 2011). Es
posible que al alcanzar la planta la madurez, el sistema radical exude sustancias
que contribuyan a la mineralizacion de los hidrocarburos fraccion pesada (Bank et
al., 2003; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004), en ellos se localizan compuesto
nitrogenados, fosfatos y azufre que quedan disponibles para el crecimiento y
desarrollo de la planta (Mukerji et al., 2006).
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Figura 22. indice fisiolégico de toxicidad absoluta del pasto japonés a los tres y

seis meses en suelos con petréleo intemperizado. *hidrocarburos de origen
biogénico.

6.4.2. indices de impacto bacteriano
6.4.2.1. indices bacterianos de toxicidad relativos

Los indices bacterianos de toxicidad relativos (IBTR) manifiestan una respuesta
irregular de los contenidos de petréleo fresco (Apéndice, Cuadro 11) e
intemperizado (Apéndice, Cuadro 26) a los tres y seis meses (Cuadro 12).

En los bioensayos con tratamientos con petroleo fresco los IBTR de las BFN a los
tres meses, indican una estimulacion irregular en las siete primeras dosis de PF
(6 000, 10 000, 30, 000, 60 000, 90 000, 120 000 y 150 000 mg kg™ de HTP)
(Cuadro 12), dosis de 180 000 mg kg* de HTP inhibi6 en un 0.88 (88%) la
densidad de BFN. A los seis meses, la estimulacion se observo en las cinco
primeras dosis y se inhibi6 la densidad de BFN en un 74, 76 y 56% en dosis de 90
000, 120 000 y 180 000 mg kg™ de HTP. Los IBTR de la densidad de AZP
muestran una estimulacién en los ocho tratamientos con PF, en un rango de -0.05
(5%) a -1.20 (120%). Por el contrario a los seis meses, se observa una inhibicion
en todos los tratamientos, en un rango del 0.17 al 0.84. Similar efecto presento los
IBTR de AZT en todos los tratamientos con PF, a los tres meses la estimulacion se
encuentra en un rango del -0.88 a -3.35 y la inhibicién en un rango del 0.03 a 0.94.

El petréleo intemperizado inhibi6 la densidad de bacterias a los tres y seis meses
(Cuadro 12). BFN registro una inhibicion en dosis 14 173, 28 400, 50 598 y 112
142, en un rango del 0.54 al 0.97. Sélo en dosis de 75 492 mg kg™ de HTP se
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registro una estimulacion del 6%. A los seis meses la inhibicion se observo en las
cinco dosis de PI, el mayor efecto se registro en el tratamientos dos. La densidad
de AZP a los tres meses, presento una inhibicion del 0.70 (70%) en los
tratamientos dos (14 173 mg kg™ de HTP), cuatro (50 598 mg kg™ de HTP), cinco
(75 492 mg kg™ de HTP) y seis (112 142 mg kg™ de HTP). Sin embargo la dosis
de 28 400 mg kg™ de HTP estimulo en un -0.82 (82%) la densidad de AZP. A los
seis meses solo las dosis de 14 173 y 112 142 mg kg™ de HTP estimularon la
densidad de AZP en un -0.15 (15%) y -6.70 (670%). La densidad de AZT indica
una inhibicion en los tratamientos dos, cuatro, cinco y seis del 0.60 (60%), 0.10
(10%) y 0.18 (18%), sin embargo dosis de 28 400 y 14 173 mg kg™ de HTP a los
tres y seis meses estimularon la densidad de AZP en un -0.6 (6%) y -0.79 (79%)
respectivamente, el tratamiento seis (112 142 mg kg™ de HTP) estimulo a los tres
(-0.03) y seis meses (-0.74) la densidad de AZT.

Cuadro 12. Iindices bacterianos de toxicidad relativos del pasto japonesa en
suelos contaminados con petréleo fresco e intemperizado, a los tres y
seis meses de exposicion.

Concentracion Tres meses Seis meses
T HTP mgkg™ s.s. BFN AZP AZT BFN AZP AZT

Petréleo Fresco
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 6,000 -0.15 -0.05 -3.06 -461 0.36 0.84
3 10,000 -0.23 -0.10 -3.35 -2.44 0.17 0.03
4 30,000 -0.41 -0.05 -059 -2.01 0.66 0.82
5 60,000 -0.04 -120 -3.18 -0.15 0.84 0.80
6 90,000 -0.05 -0.05 -391 -0.07 051 0.91
7 120,000 -0.46 -0.30 -0.88 0.61 0.74 0.94
8 150,000 -0.03 -060 -1.97 0.91 0.76 0.96
9 180,000 0.88 -0.40 -1.47 0.70 0.56 0.83

Petréleo Intemperizado
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 14173 0.97 0.70 0.60 0.82 -0.15 -0.79
3 28,400 0.84 -0.82 -0.06 0.54 0.16 0.28
4 50,598 0.54 0.70 0.10 0.27 0.56 0.53
5 75,492 -0.06 0.70 0.18 0.42 0.19 0.74
6 112,142 0.95 0.70 -0.03 0.32 -6.70 -0.74

HTP: Hidrocarburos totales de petrdleo. Valores IRIAF<0: estimulan a la variable; IRIAF>0: afectan a la variable; IRIAF = 0
no afectan a la variable.
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6.4.2.2. indices bacterianos de toxicidad absolutos

Los indices bacterianos de toxicidad absolutos (IBTA), responden de forma
diferente en petréleo fresco (Figura 23; Apéndice, Cuadro 14) e intemperizado
(Figura 24; Apéndice, Cuadro 29) a los tres y seis meses de exposicion.

Los IBTA en petroleo fresco a los tres meses (Figura 23), muestran un efecto
positivo en los ocho tratamientos con PF, en un rango de -0.04 (4%) a -1.47
(147%). A los seis meses las tres primeras dosis 6 000, 10 000 y 30 000 mg kg™
de HTP indican un efecto positivo en la densidad de bacterias en forma inversa al
contenido de PF vy, en dosis de 60 000, 90 000, 120 000, 150 000 y 180 000 mg
kg' de HTP se presenta una inhibicién en un rango de 0.06 (6%) a 0.88 (88%).
Resultados similares y con dosis dentro de los limites maximos permisibles por la
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, Timmerman et al., (2003) reportaron un
incremento en los indices microbianos calculados del carbono de la biomasa
microbiana y actividad metabdlica microbiana, en suelos contaminados con 5 000
mg kg™ de HTP.

Los IBTA indican una inhibicién de las bacterias de la rizosfera del PJ a los tres y
seis meses (Figura 24). A los tres meses, el efecto negativo se observa en los
cinco tratamientos con Pl en un rango del 0.01 (1%) al 0.75 (75%). Sin embargo a
los seis meses, sélo el tratamiento seis (112 142 mg kg™ de HTP) indica un efecto
positivo (-0.74) en la densidad de bacterias del PJ en PI.
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Figura 23. indice bacteriano de toxicidad absoluto a los tres y seis meses de
exposicion con petroleo fresco. *hidrocarburos de origen biogénico.
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Figura 24. indice bacteriano de toxicidad absoluto a los tres y seis meses de
exposicién con petréleo intemperizado. *hidrocarburos de origen biogénico.

6.4.3. indices de impacto enzimatico
6.4.3.1. indices enzimaticos de toxicidad relativa

La actividad enzimatica manifestd una estimulacion e inhibicién por la exposicién a
las dosis de hidrocarburos de petrdleo fresco (Apéndice, Cuadro 13) e
intemperizado (Apéndice, Cuadro 28), a los tres y seis meses (Cuadro 13).

La actividad enzimatica de USA en los tratamientos con petréleo fresco a los tres y
seis meses presento un efecto positivo (Cuadro 13), en un rango de -0.68 (68%) a
-2.78 (278%) a los tres meses y -0.04 (4%) a -2.18 (218%), mientras que la
actividad de ASA presento una respuesta positiva, en un rango de -0.77 (77%) a -
3.62 (362%). A los seis meses, se observa un efecto negativo en su actividad del
0.57 (57%) al 0.68 (68%).

Los contenidos de PI, afectaron de forma diferente la actividad enzimética del
suelo (Cuadro 13). La USA mostro un efecto positivo en su actividad a los tres y
seis meses en los cinco tratamientos con PI, el mayor efecto (-27.95 y -27.76) se
observo en dosis de 75 492 y 112 142 mg kg’ de HTP. Sin embargo la ASA,
presento un efecto negativo en los tres y seis meses, con valores superiores al
50%.
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Cuadro 13. Indice enziméatico de toxicidad relativa en la rizésfera del pasto
japonesa en suelos con petréleo fresco e intemperizado, a los tres y
seis meses de exposicion.

Concentracion Tres meses Seis meses
T HTP mgkg™s.s. Ureasa  Arilsulfatasa Ureasa  Arilsulfatasa

Petréleo Fresco
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00
2 6,000 -0.68 -1.76 -0.31 0.67
3 10,000 -2.69 -2.30 -0.53 0.67
4 30,000 -2.78 -2.37 -2.06 0.66
5 60,000 -1.19 -0.98 -0.80 0.66
6 90,000 -0.80 -1.01 -0.14 0.66
7 120,000 -0.99 -0.77 -0.04 0.56
8 150,000 -2.21 -1.85 -1.49 0.68
9 180,000 -2.50 -3.62 -2.18 0.67

Petréleo Intemperizado
1 2,607 (testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00
2 14,173 -12.94 0.50 -1.01 0.83
3 28,400 -10.35 0.82 -0.51 0.72
4 50,598 -11.91 0.84 -0.33 0.72
5 75,492 -27.95 0.73 -0.59 0.65
6 112,142 -27.76 0.79 -0.02 0.71

HTP: Hidrocarburos totales de petréleo. Valores IRIAF<0: estimulan a la variable; IRIAF>0: afectan a la variable; IRIAF = 0
no afectan a la variable.

6.4.3.2. Indices enzimaticos de toxicidad absoluto

La actividad enzimética a los tres meses, en base a los indices enzimaticos de
toxicidad absoluta (IETA) indica un efecto positivo en la actividad enzimatica de los
ocho tratamientos con petrdleo fresco (Figura 25; Apéndice, Cuadro 14). Sin
embargo a los seis meses, la actividad enzimatica manifiesta un efecto negativo
en los tratamientos del dos (6 000 mg kg de HTP) al siete (120 000 mg kg™ de
HTP). Sin embargo, dosis de 150 000 y 180 000 mg kg’ de HTP estimulan la
actividad enzimatica en -0.40 (40%) y -0.70 (70%)).
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Figura 25. Indice de impacto enzimatico absoluto de suelos contaminados con
petréleo fresco, a los tres y seis mese. *hidrocarburos de origen
biogénico.

Los IETA de la actividad enzimética en suelos con PI, muestran a los tres meses
un efecto positivo en la actividad enzimética (Figura 26; Apéndice, Cuadro 29), con
la mayor estimulacién (-14.27 y -13.89) en dosis de 60 000 y 90 000 mg kg™ de
HTP. Sin embargo a los seis meses se observa una respuesta negativa en la
actividad enzimatica en dosis de 28 400, 50 598, 75 492 y 112 142 mg kg™ de
HTPI, en un rango de 0.03 a 0.62 (62%). Solo el tratamiento dos (14 173 mg kg™
de HTP) registro una respuesta positiva (1%) en su actividad enzimatica.
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Figura 26. Indice de impacto enzimético absoluto de suelos contaminados con petréleo
intemperizado, a los tres y seis mese. *hidrocarburos de origen biogénico.
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6.5. Degradacion de petrdleo en suelo y rizésfera del pasto japonesa

La descontaminacion (DSC) de hidrocarburos estimulada por el pasto japonesa en
los tratamientos con petréleo fresco e intemperizado, presento diferencias
estadisticas significativas a los tres y seis meses (Tukey <0.05) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Descontaminacién de petroleo fresco e intemperizado en suelo y rizdsfera
del pasto japonesa, a los tres y seis meses.

Tres meses Seis meses

HTP Descontaminacion Descontaminacion
T mgkg* mg kg™ % mg kg™ %

Petrdleo fresco
1 2,607 (Biogénico) 1, 079 42bc 1, 662 64ab
2 6,000 2,810 47bc 5, 220 87a
3 10,000 2,383 24c 8, 583 86a
4 30,000 8, 465 28c 24, 944 83a
5 60,000 19, 610 33c 47,900 80a
6 90,000 53, 839 60a 74, 098 82a
7 120,000 63, 874 53b 75, 440 63ab
8 150,000 100,299 67a 102, 296 68ab
9 180,000 77, 856 43bc 112, 240 62ab

Petréleo

intemperizado
1 2,607 (Biogénico) 1,079 42b 1, 662 64ab
2 14,173 3, 240 77a 12, 214 86a
3 28,400 23, 565 17d 13, 354 47b
4 50,598 37, 949 25¢ 20, 588 56b
5 75,492 61, 545 33b 17,082 37b
6 112,142 75, 492 32b 42,292 42b

HTP: hidrocarburos totales del petréleo

La descontaminacién en suelos con petrdleo freso presento heterogeneidad en
sus valores, a los tres meses el mayor valor de DSC (100 299 mg kg™ de HTPS)
se hallo en el tratamiento ocho (150 000 mg kg™ de HTPF), las ocho dosis de PF
registraron una DSC superior al 20%. A los seis meses, los cinco primeros
tratamientos con PF presentan una DSC alrededor del 80%, el TT, las dosis de
150 000 y 180 000 mg kg™ de HTPF no registraron diferencias estadisticas (Tukey
<0.05). La menor DSC se observo en suelos con 180 000 mg kg™ de HTPF, sin
embargo la degradacién es superior al 50% (Cuadro 13).

En PI la mayor degradacién a los tres (77%) y seis (86%) meses se presento en el
tratamiento dos (14 173 mg kg™ de HTPI) del BIO2 (Cuadro 13), la menor DSC (23

565 mg kg de HTP) se hallo en dosis de 28 400 mg kg™ de HTPI. A los seis
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meses, las dosis de 75 492 y 112 142 mg kg™ de HTPI presentaron el mismo
rango de DSC a los tres y seis meses, en un rango del 30 a 42%.

Aunque la tendencia de los resultados es irregular en tiempos y bioensayos, es
claro que el potencial del pasto japonesa en la fitorremediacion. Rivera-Cruz
Trujillo-Narcia (2004) y Maldona-Chavez et al. (2010) obtuvieron resultados
similares en gramineas con una descontaminacion del 30 hasta el 60%, esto en
funcion de las asociaciones bacterias-hongos y su interaccién con la rizosfera.
Ramirez et al. (2009) explica que condiciones de anegamiento mejora la
biodisponibilidad de los hidrocarburos para los microorganismo la degradacion, al
dispersar los agregados del suelo y mejorar la difusion del contaminante en la fase
acuosa.

6.5.1. Bacterias rizoféricas del pasto japonesa en la degradacion de los
hidrocarburos del petroleo

Se observaron diferencias estadisticas significativas en la densidad BFN, AZP y
AZT a los tres y seis meses (Figura 27), A los tres meses la densidad de BFN y
AZT mantienen un comportamiento irregular con la DSC de los tratamientos con
PF (Figura 27). La densidad de BFN y AZT fue apreciable en los ocho
tratamientos, Sin embargo, AZP manifest6 una relacion inversamente
proporcional al porcentaje de DSC, aunque presento valores bajos en los ocho
tratamientos con PF, en un rango de 21 a 32x10' UFC g* s.s. Las dosis de 150
000 mg kg HTPF logro el porcentaje de DSC mas alto (67%), sin embargo las
densidad bacteriana es baja (32 x10* UFC g* s.s.). La densidad de AZT aunque
irregular, tolera altas dosis de PF y superior al TT (199 x10' UFC g* s.s.).

Resultados similares presento la bacteria del género Alcaligenes. Una mejor DSC
del suelo y adaptacion (Chirino et al., 2010). La relacién entre la DSC y ciertas
bacterias, es mencionada por Pao-Wen (2011) que explican que las bacterias
tienen a degradar o remover los compuestos saturados y parcialmente saturados.
Sin embargo, los hongos prefieren y son responsables de la degradacién de
metabolitos recalcitrantes.
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Figura 27. Relacion entre descontaminacion y la densidad de bacterias de la

rizésfera del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo
fresco a los tres meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).

La DSC en tratamientos con Pl a los tres meses, presento una relacion
directamente proporcional al contenido de hidrocarburo a partir de la dosis de 28
400 mg kg-1 HTPI (Figura 28), el tratamiento dos (14 173 mg kg™ HTPI) aunque
presento la mayor DSC (3 240 mg kg™t HTPI), registro la menor densidad
bacteriana (14x10* UFC g’ s.s.). Se observo la presencia de BFN y AZT en dosis
altas de Pl (75 492 y 112 142 mg kg™ HTP), con densidades de 167 y 417x10*
UFC g* s.s. las bacterias AZT y AZP presentaron una relacién inversamente
proporcional al porcentaje DSC en el suelo.

A los seis meses en PF, la DSC presento los valores mas altos en dosis de 6 000,
10 000, 30 000, 60 000 y 90 000 mg kg™ HTP (Figura 29). Sin embargo la
densidad de bacterias es irregular. El tratamiento dos presento el mayor
porcentaje DSC, un 87% (5 220 mg kg™ HTP), pero con baja densidad en los tres
grupos de bacterias evaluados. Las BFN presentaron una relacion inversamente
proporcional al porcentaje DSC en los tratamientos con PF.

La estimulacion bacteriana en la rizosfera del pasto japonesa y su adaptaciéon a
dosis consecutivas de petrdleo fresco e intemperizado, puede ser atribuido a los
exudados de la rizosfera que incrementa la densidad y tolerancia de bacterias
(Kuiper et al., 2004).
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Relacién entre descontaminacion y la densidad de bacterias de la
rizosfera del pasto japonesa en suelos contaminados con petroleo
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intemperizado, a los tres meses. *hidrocarburos de origen biogenético
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La DSC en los tratamientos con Pl a los seis meses, manifestd una tendencia
inversamente proporcional a la densidad de BFN (Figura 30). El tratamiento dos
(14 173 mg kg™ de HTPI) registro la densidad mas altas de BFN (827 x10* UFC g-
1s.s.) y AZT (1633 x10* UFC g™ s.s.), las dosis de 75 492 y 112 142 mg kg™ de
HTPI presentaron porcentajes de descontaminaciéon del 50%, pero la densidad de
bacteria no tuvo diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05). El grupo
AZT fue el que manejo un mayor nivel de adaptacion a los niveles de PI, con
valores desde 31 hasta 116 x10* UFC g™ s.s.

Las densidades de AZT en la rizosfera del pasto japonesa de suelos
contaminados con petrolero fresco e intemperizado, pueden incrementar la
viabilidad de nutrientes de las plantas huésped, ya que son implicados en la
solubilizacion de P en la rizosfera (Vessey, 2003).
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Figura 30. Relacion entre descontaminacion y la densidad de bacterias de la

rizésfera del pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo

intemperizado, a los seis meses. *hidrocarburos de origen biogenético
(testigo).
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6.5.2. Actividad enziméatica en rizésfera del pasto japonesa en la degradacion
de los hidrocarburos del petroleo

La actividad enzimética y su relacion con la DSC en suelos contaminados con
petrdleo fresco e intemperizado, presento diferencias estadisticas significativas
(Tukey p<0.05).

6.5.2.1. Actividad enzimatica ureasa en la degradacion de los hidrocarburos
petréleo

La actividad enzimatica de USA presento una relacion directamente proporcional a
la DSC a los tres meses (Figura 31) en tratamientos con PF. La relacion entre
DSC y actividad USA presento una tendencia irregular, Las dosis de 10 000 y 30
000 mg kg de HTP estimularon la actividad USA en 1.29 y 1.32 mmol NH; g* h?,
los porcentajes de DSC son bajos, 28 y 33% respectivamente (Figura 31). A los
seis meses (Figura 32), la relacion entre la DSC y la actividad USA es
inversamente proporcional, a excepcion de la dosis de 30 000 y 150 000 mg kg™
de HTP donde la relacion entre la DSC y al actividad enzimatica fue directamente
proporcional. Las enzimas del suelo participan en la DSC a partir de reacciones de
oxidacion, reduccion o hidrolisis. La oxidacion de moléculas organicas
xenobidticas en plantas pueden inducir la actividad enzimatica, en especial las
moléculas con grupos no polares (Lépez-Martinez et al., 2005).

Margesin et al. (2000) observaron resultados similares en la respuesta de la
actividad de USA en suelos contaminados con PF sin vegetacién. Sin embargo, el
incremento de la actividad solo duro las primeras semanas y después disminuyo.
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Figura 31. Relacion entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto
japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco, a los tres
Meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).
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Figura 32. Relacion entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto
japonesa en suelos contaminados con petroleo fresco, a los seis
Meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).
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En el BIO2, la actividad de USA presenta una tendencia directamente proporcional
a la DSC, a los tres (Figura 33) y seis meses (Figura 34). A los tres meses y seis
meses la dosis de 14 173 mg kg™ de HTPI presento el mayor porcentaje de DSC,
con diferente valor en la actividad de USA. Sin embargo las dosis de 75492y 112
142 mg kg™ de HTPI aunque presentan una mayor actividad en USA, la DSC es
baja. A los seis meses, la DSC en los tratamientos con Pl esta por debajo del 60%
con valores irregulares en la actividad USA en los cinco tratamientos. Estos
resultados contradicen a registrado por Gianfreda et al. (2005) en suelos
contaminados con PI, donde la USA presento una baja o nula actividad en relacién
a dosis altas y bajas de HAP.
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Figura 33. Relacion entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto

japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado a los
tres meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).
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Figura 34. Relacion entre descontaminacion y la actividad de la ureasa del pasto
japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado a los
seis meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).

6.5.2.2. Actividad enzimatica arilsulfatasa en la degradacion de petroleo
crudo

Los niveles de DSC en relacion a la actividad de ASA a los tres meses presento
una relacién inversamente proporcional (Figura 35). Sin embargo, la DSC en los
tratamientos con petréleo es irregular en relacion a la actividad de ASA. A los seis
meses (Figura 36), no se observa una tendencia entre la ASA y la DSC en los
tratamientos con PF. La dosis de 6 000, 10 000, 30 000, 60 000, 90 000, 150 000 y
180 000 mg kg' de HTP, aunque no presentan diferencias estadisticas
significativas en la actividad de ASA, la DSC demostr6é diferencias entre
tratamientos.

91



5.00 - C—IASA ——%DCN a a - 75
450 - ab 1
TSI N
T . T b
o b bc b
L 3.00 - 1 1 | 45 O
£ 250 - f c . )
2200 - be ¢ - 30 &
(0]
2 | Nel—T™1
€ 1.50 d c
€1.00 - - 15
0.50 -
0.00 : : : : : ‘ ‘ ‘ 0
N (e} S (&) (&) S S (&) S
<§ S S S S S S § S
o © Q S & S 8 & S

Hidrocarburos totales del petréleo fresco (mg kg™)

Figura 35. Relacion entre descontaminacién y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco a los tres
Meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).
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Figura 36. Relacidén entre descontaminacion y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo fresco a los seis
meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).

La actividad de ASA y su relacion con la DSC a los tres (Figura 37) y seis meses
(Figura 38) presento datos heterogéneos. El tratamiento dos (14 173 mg kg™)
mostro la mayor DSC y actividad enzimatica a los tres meses, sin embargo a los
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seis meses, la actividad de ASA disminuyo a pesar que la DSC persistié en forma
directa al contenido de HTPI.
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Figura 37. Relacion entre descontaminacién y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petrdleo intemperizado a
los tres meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).
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Figura 38. Relacién entre descontaminacion y la actividad de la arilsulfatasa del
pasto japonesa en suelos contaminados con petréleo intemperizado a
los seis meses. *hidrocarburos de origen biogenético (testigo).
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6.5.3. Relacion de la descontaminacion de petréleo con parametros
fisiologicos, microbianos y enzimaticos.

La relacion positiva y negativa del porcentaje de descontaminacion hidrocarburos
del petréleo fresco con factores fisiologicos del pasto japonesa, grupos de
bacterias fijadoras de N de vida libre y actividad enzimatica en la rizosfera, fueron
observados a los tres y seis meses después de establecer el bioensayo (Cuadro
14). La descontaminacion de los suelos con petréleo fresco a los tres meses no
presento relacion con el contenido de HTP inicial, sin embargo a los seis meses
presento una relacion directamente significativa (0.392%).

A los tres meses la descontaminacion de hidrocarburos presento una relacion
positiva, altamente significativa con la actividad enzimética de la ureasa (0.648**)
y significativa con arilsulfatasa (0.415*) (Cuadro 14). Esto posiblemente contribuyo
para el aumento de la degradacion de los hidrocarburos en la rizésfera. Pero a
pesar de existir descontaminacién de hidrocarburos se presento una relacion
inversa con la densidad de bacterias del grupo Azospirillum (-0.335%), el didmetro
de hijuelos (-0.378*) la acumulacién de biomasa radical (-0.508**) y total de pasto
japonesa (-0.337%).

A los seis meses la descontaminacion de hidrocarburos del petréleo fue evidente,
pero se observa relaciones nula o inversa en la mayoria de los parametros con los
que interactia (Cuadro 14), sobresale que la actividad enzimatica de la
arilsulfatasa y el grupo de bacterias fijadoras de N, de vida libre totales presentan
una relacion inversa pero altamente significativa (-0.530** y -0.594**).

La descontaminacion de los suelos con petréleo intemperizado, al igual que el
petréleo fresco presento a los seis meses una relacion inversa altamente
significativa (-0.714**) con el contenido de HTP (Cuadro 15). A los tres meses, no
se encontro relacién alguna de las variables fisiologicas con la descontaminacién
de los suelos; sin embargo las variables microbiologicas presentan efectos
negativos, altamente significativa (-0.715**) en la densidad del grupo Azotobacter
y significativa en Azospirillum (-0.459*). Por el contrario, la enzima arilsulfatasa
manifesto una relacidn positiva con alta significancia (0.407%).

A los seis meses, la descontaminacién de los suelos con petréleo intemperizado
presenta una relacion negativa altamente significativa (-0.889**) con respecto al
contenido de HTP (Cuadro 15). Las variables fisiolégicas namero de hijuelos (-
0.768**), diametro de hijuelos (-0.714**), biomasa radical (-0.678**), biomasa foliar
(-0.683**) y biomasa total (-0.754**) muestran un efecto negativo altamente
significativo con la descontaminacion. Por el contrario la longitud de estolones

presenta una relacion positiva significativa (0.434%).
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Las variables microbianas de

los grupos Azotobacter y Azospirillum no

manifestaron relacion alguna (Cuadro 15). En contraste la densidad de bacterias
fijadoras de N, totales registro una relacion positiva significativa (0.514*). La
actividad enzimatica de los suelos, soOlo la enzima ureasa tuvo una relaciéon

positiva (0.420*) con la descontaminacion de los suelos con petréleo fresco.

Cuadro 15. Correlacion del porcentaje de descontaminacion y las variables
fisioldgicas, microbianas y enzimaticas en suelos con petréleo fresco,

a los tres y seis meses.

%DSC_LE NH DH BSR BSF BST BFEN AZT AZP USA ASA
Tres meses
HTP -.264 -.360* .167 -.320 .017 -.582* -.478* -304 -.144 .342* 287 .358*
%DSC 1 -.254  -.073 -.387* -508** -119 -.371* -.002 -.125 -.335% .648** .415*
LE 1 -.143 .349* 151 .569**  556** -.090 142 -.008 -.247 -.356*
NH 1 -.221 .241 .050 170 -.058 116 .327 .207 .046
DH 1 .293 431** 517 .000 -.277 -.316  -.504* -.295
BSR 1 .021 551%* 013 192 -.011 -.270 =177
BSF 1 .846** 014 .054 .059 -332* -367*
BST 1 .018 147 .055 -.421* -401*
BFN 1 .016 -.152  -.390* -541*
AZT 1 .148 .075 132
AZP 1 .021 -.095
USA 1 . 793**
ASA 1
Seis meses
HTP .392*  -.009 .036 -.133 .130 -.106 .024 -.719** -608** -305 .378* -.353*
%DSC 1 .563** -564** 258 -.215 .348* 134 =594* - 201 144 =530 .025
LE 1 -.560** .264 -.332* 170 -.165 -.543* 517* 258 -.544**  705**
NH 1 .000 .219 -.064 .158 .178 -.264 -.334*  .653** -.371*
DH 1 -.231 .393* .163 =177 -.007 .097 .283 .103
BSR 1 -512*  494** 153 -.033 =277  .284 -.430**
BSF 1 494*  -.082 -.312 191 -.368* .188
BST 1 .073 -.349* -090 -.084 -.244
BEN 1 .190 142 -.105 -.184
AZT 1 .359*  -.260 617+
AZP 1 -.494* 287
USA 1 -.364*
ASA 1

HTP: hidrocarburos totales del petréleo; %DSC: porcentaje de descontaminacion; LE: longitud de estolones; NH: nimero de hijuelos; DH: didmetro de hijuelos; BSR: biomasa seca
radical; BSF: biomasa seca foliar; BST: biomasa seca total; AZT: densidad de bacterias del grupo Azotobacter; AZP: densidad de bacterias del grupo Azospirillum; USA: actividad
enzimatica ureasa y ASA: Actividad enzimatica arilsulfatasa.

Cuadro 16. Correlacion del porcentaje de descontaminacion y las variables
fisiologicas, microbianas y enzimaticas en suelos con petréleo
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intemperizado, a los tres y seis meses.

%DSC _LE NH DH BSR BSF BST BFN AZT AZP USA ASA
Tres meses
HTPI -.293 - 729* - 611 -716% -228 -.349 -.324 -130 .250 -.458* .885** - 592**
%DSC 1 .097 -.038 .188 .348 .064 .205 -.213  E715%* :-459*% -.059 407*
LE 1 .481* 221 -.219 -.128 -.183 522* 112 .366 - 794%  842*%*
NH 1 .513* 468* 574*  576** -015 .174 .748* -576** .380
DH 1 .602**  560** .632** -101 -.352 425*  -.470* .087
BSR 1 .676*  936** -.446* -.142 .542*  -166 -.140
BSF 1 .892* - 437 -.414* 170 -.028 -.151
BST 1 -.285 .414* -.482* -.116 -.158
BFN 1 449* .234 -.029 -.124
AZT 1 -.064 -509* .130
AZP 1 -.124 .379
USA 1 -.595**
ASA 1
Seis meses
HTPI = 714*  -889* .847**  .844*  915**  714**  909** .033 .729** 057 -.035 -.412*
%DSC 1 434* - 768* - 714** -678** -683** -754** 514* -316 -.326  1420* .056
LE 1 -.688* -692** -799* -591* -777** -070 -544** 171 -.318 570**
NH 1 .795**  820** 711*  .851** -140 .594** 318 -.135 -.057
DH 1 778 588 763* -206 .511* 221 -.194 -.294
BSR 1 .628**  913* 022 .692**  -009 -.144 -.341
BSF 1 .890*  -185 .474* .279 .055 .064
BST 1 -.084 .653** 141 -.056 -.166
BEN 1 .604*  -311 .161 -.124
AZT 1 101 -.144 -.147
AZP 1 -.313 707
USA 1 -.236
ASA 1

HTP: hidrocarburos totales del petréleo; %DSC: porcentaje de descontaminacion; LE: longitud de estolones; NH: nimero de hijuelos; DH: didmetro de hijuelos; BSR: biomasa seca
radical; BSF: biomasa seca foliar; BST: biomasa seca total; AZT: densidad de bacterias del grupo Azotobacter; AZP: densidad de bacterias del grupo Azospirillum; USA: actividad

enzimatica ureasa y ASA: Actividad enzimatica arilsulfatasa.
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6.6. Los sulfatos, bacterias sulfato reductoras y actividad enzimatica en
suelos contaminados con petrdoleo fresco e intemperizado

6.6.1. Los sulfatos y su respuesta en suelos contaminados con petréleo
fresco e intemperizado

Los contenidos de sulfatos (S-SO,) presenta diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos (Tukey, p<0.05) por efectos del petrdleo fresco (Apéndices,
Cuadro 8) e intemperizado (Apéndices, Cuadro 23), a los tres y seis meses
(Cuadro 17).

Cuadro 17. Contenidos de sulfatos en suelos contaminados con petroleo fresco e
intemperizado a los tres y seis meses.
<

Tres meses Seis meses

HTP 5-50,
T mg kg™ mg kg’

Petréleo fresco
1 2,607 (testigo) 45+3a 45+3d
2 6,000 23+3cd 70+2bc
3 10,000 31+6b 95+2a
4 30,000 32+3b 78+5b
5 60,000 11+1d 64+9c
6 90,000 47+6a 75+7bc
7 120,000 6+3d 45+3d
8 150,000 21+1cd 68+5bc
9 180,000 8+1d 63+7cC

Petréleo intemperizado
1 2,607 (testigo) 45+3b 45+3d
2 14,173 19+2c 35+9d
3 28,400 28+8c 82+4c
4 50,598 112+7a 179+7a
5 75,492 126+6a 144+9b
6 112,142 115+7a 158+3b

TValores con diferentes letras por columna y por tipo de petréleos son estadisticamente diferentes (Tukey,
p<0.05); HTP: hidrocarburos totales de petréleo;S-SO,: sulfatos.

A los tres meses el contenido de sulfatos en los tratamientos con PF, presento una
relacion significativa (-0.385*) de forma inversamente proporcional con el contenido
de HTP (Cuadro 18). El valor medio mayor (47 mg kg™ de S-SO,) se halla en el
tratamiento seis (90 000 mg kg* de HTP) sin diferencias estadisticas con el TT
mientras que los tratamientos cinco (60 000 mg kg™ de HTP), siete (120 000 mg kg’
! de HTP) y nueve (180 000 mg kg™ de HTP) presentaron los valores medios mas
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bajos (11, 6 y 8 mg kg’ de S-SO,). A los seis meses por el contrario, no se
encontrd relacion con el contenido de HTP en los tratamientos, el valor medio
mayor (96 mg kg™ de S-SO,) se registro en el TT, sin embargo la dosis de 10 000
mg kg™ de HTP no presento diferencias estadisticas significativas con el TT (95 mg
kg’ de S-SO,). Valor medio menor se registro (45 mg kgt de S-SO,) en el
tratamiento siete (Cuadro 17).

Cuadro 18. Caorrelacion del contenido sulfatos con bacterias reductoras de sulfatos y
arilsulfatasa en suelos contaminados con petroleo fresco, a los tres y seis

meses.
HTP S-S0, ASA BRST DSV
Tres meses
HTP 1 -.385* .358*
S-S0, 1 -.489**
ASA 1
Seis meses
HTP 1 -.091 -.353* .584** .381*
S-S0, 1 .506** -.183 .064
ASA 1 -.195 -.266
BRST 1 673*
DSV 1

**Correlacién altamente significativa (p<0.01)

*Correlacion significativa (p<0.05)
HTP: hidrocarburos totales del petréleo; S-SO,: sulfatos; ASA: arilsulfatasa; BRST: bacterias sulfato reductoras totales y

DSV: bacterias del grupo Desulfuvibrio.

En suelos contaminados con PI, el contenido de sulfatos presento una relacién
inversamente proporcional al contenido de HTP a los tres (-0.533**) y seis meses
(-0.616**), con alta significancia (Cuadro 19). El contenido de sulfatos se
incremento a partir del tratamiento cuatro (50 598 mg kg™ de HTP) en adelante, a
los tres y seis meses. El valor medio mayor (126 mg kg™ de S-SO,) a los tres
meses se registro en suelos con dosis de 75 492 mg kg™ de HTPI, un 280%
menos que el TT. Las dosis de 14 173 y 28 400 mg kg™ de HTPI presentan los
valores medios menores un 57 y 37% menos que el TT (Cuadro 17). El
comportamiento de los contenidos de sulfatos se repitié a los seis meses, el valor
medio mayor (179 mg kg™ de S-SO,) se registré en el tratamiento cuatro.

Es probable que este incremento de sulfatos a los seis meses sea a causa de la
baja actividad enzimatica de la arilsulfatasa (ASA). Ferreriro (2006) explica que la
ASA facilita el suministro de iones sulfato a plantas y microorganismo, asi como
la degradacion de ciertos compuesto xenobidtico. De este modo se aumenta el
contenido de sulfatos que limita la diversidad vegetal y la productiva agricola
(Gomez et al., 2005).
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Cuadro 19. Correlacion del contenido sulfatos con bacterias reductoras de sulfatos y
arilsulfatasa en suelos contaminados con petréleo intemperizado, a los tres
y seis meses.

HTP S-S0, ASA BRST DSV
Tres meses
HTP 1 -.533** -.355
S-S0, 1 -.426*
ASA 1
Seis meses
HTP 1 -.616** -.689** .168 -.208
S-SO* 1 -.004 -.261 301
ASA 1 .258 101
BRST 1 351
DSV 1

**Correlacién altamente significativa (p<0.01)

*Correlacion significativa (p<0.05)

HTP: hidrocarburos totales del petréleo; S-SO,: sulfatos; ASA: arilsulfatasa; BRST: bacterias sulfato reductoras totales y
DSV: bacterias del grupo Desulfuvibrio.
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6.6.2. Relacion de contenidos de sulfatos con la densidad de bacterias
sulfato reductoras y la enzima arilsulfatasa en suelos contaminados
con petroleo fresco e intemperizado

La densidad de bacterias sulfato reductoras totales (BRST) y grupo Desulfubrivio a
los seis meses presentaron diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (Tukey, p<0.05). Con una estimulacion irregular entre los contenidos
de hidrocarburos sin una tendencia convencional de dosis respuesta, a los tres
(Apéndice, Cuadro 6 y 21) y seis meses (Apéndice, Cuadro 12y 27).
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Figura39. La relacion de sulfatos y bacterias sulfato reductoras totales en

suelos contaminados con petréleo fresco a los seis meses.
*hidrocarburos de origen biogénico (testigo).

Los contenidos de sulfatos y su relaciébn con la densidad de BRST y DSV
manifiestan un incremento irregular a los seis meses (Figura 39 y 40). Por el
contrario el contenido de HTP en los suelos presento una relacion positiva
(0.584**) altamente significativa en BSRT vy significativa (0.381*) en DVS (Cuadro
19).

En suelos con petréleo fresco los seis primeros tratamientos con petréleo no
presentaron diferencias estadisticas significativas con respecto el TT (Tukey,
p<0.05), La densidad de BRST se registro en dosis de 150 000 y 180 000 mg kg™
de HTP con valores medios de 2,025y 4,175x10> NMP mL™ respectivamente. La
densidad del grupo DSV manifesté un incremento irregular, el valor medio mayor

se cuantifico (4,167x10> NMP mL™) en dosis de 150 000 mg kg de HTP, Los
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tratamientos, mientras que el valor medio menor (558x10° NMP mL™) se observo
en dosis de 120 000 mg kg™* de HTP. Se hallo una relacion directamente
proporcional con alta significancia (0.673**) entre las densidad de BRST y DSV
(Cuadro 18).
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Figura 40. La relacion de sulfatos y bacterias del grupo Desulfuvibrio en suelos
contaminados con petréleo fresco a los seis meses. *hidrocarburos de
origen biogénico (testigo).

El incremento en las poblaciones de BRST y DSV en suelos con PFy PI, se debe
al contenido de sulfatos en el suelo. Sacaca et al. (2009) explican que las BRST
en drenajes mineros utilizan el sulfato como sustrato y lo reducen a sulfuro de
hidrogeno. Asi mismo, las condiciones de anegamiento y los contenidos elevados
de materia organica benefician la adaptacion y proliferacion de las bacterias
sulfato reductoras (Holguin et al., 2011), sin embargo la competencia por el
sustrato con los microorganismo metanogénicos u otras especies puede dificultar
su distribucion en el suelo (Gallego-Garcia et al., 2010).

Al contrario del efecto observado en PF en relacion a la densidad de BRST y DSV,
en Pl no se manifiesta relacion alguna con el contenido de HTP o sulfatos, a los
seis meses (Cuadro 19). La densidad de BRST (680x10° NMP mL™Y) y DSV
(2,567x10%> NMP mL™) presentan el valor medio mayor en dosis de 50 598 mg kg™
de HTPI, sin embargo el comportamiento es irregular en las cinco dosis de
petréleo restantes (Cuadro 41 y 42). Las dosis altas de Pl (75 492 y 112 143 mg
kg™t de HTPI) registran las densidad medias menores de BRST, un 85% menos
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que el TT. Por el contrario, las densidad de DSV obtuvieron los valores medios
méas bajos en las dosis de 14 173 y 28 400 mg kg™ de HTPI, en un 26 y 71%
menos que el TT respectivamente. No se presento una relacion entre la densidad
de BRST y DSV como en el PF (Cuadro 19).
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Figura 41. La relacion de sulfatos y bacterias sulfato reductoras totales en suelos

contaminados con petréleo intemperizado a los seis meses. *hidrocarburos
de origen biogénico (testigo).
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Figura 42. La relacion de sulfatos y bacterias del grupo Desulfuvibrio en suelos

contaminados con petréleo fresco a los seis meses. *hidrocarburos de
origen biogénico (testigo).
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6.6.3. La relacién de sulfatos y la actividad enzimatica en suelos
contaminados con petroleo fresco e intemperizado

La actividad enzimética ASA presento una relacidon significativa con el contenido
de HTPF positiva a los tres (0.358*) y negativa a los seis meses (-0.353*) (Cuadro
18). Por el contrario, en los tratamientos con petréleo fresco la ASA presento una
relacion altamente significativa con el contenido de sulfatos, a los tres meses fue
inversamente proporcional (-0.498**) y directamente proporcional a los seis meses
(0.506**) (Figura 43 y 44). El incremento de la ASA en los tratamientos con PF,
nos indica que a pesar de los elevados contenidos de sulfatos a los tres meses, la
enzima no se ve inhibe por los contenidos de HTP. Sin embargo a los seis meses
la actividad de ASA disminuye.
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Figura 43. Relacion de sulfatos y la actividad enzimatica de arilsulfatasa en suelos con
petréleo fresco, a los tres meses. *hidrocarburos de origen biogénico (testigo).
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Figura 44. Relacion de sulfatos y la actividad enzimatica de arilsulfatasa en suelos con
petréleo fresco, a los seis meses. *hidrocarburos de origen biogénico (testigo).

Al contrario del PF, la actividad enzimatica ASA en Pl so6lo presento un efecto
negativo (-.698**) con altamente significativo en relacién al contenido de HTP a los
seis meses (Cuadro 19). Por el contrario la ASA presento una respuesta
inversamente proporcional significativa (-.426*) con el contenido de sulfatos en los
suelos, soélo a los tres meses (Figura 45 y 46).
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Figura 45. Relacion de sulfatos y la actividad enzimatica de arilsulfatasa en suelos con
petroleo intemperizado, a los tres meses. *hidrocarburos de origen biogénico
(testigo).
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Figura 46. Relacion de sulfatos y la actividad enzimatica de arilsulfatasa en suelos con
petréleo intemperizado a los seis meses. *hidrocarburos de origen biogénico
(testigo).
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SECCION VII. CONCLUSIONES
7.1. Conclusion general

El crecimiento y produccion del pasto japonesa, la densidad de bacterias, y la
actividad enzimatica en las diferentes dosis de los petroleos fresco e
intemperizado en el Gleysol permitieron a los tres y seis meses seleccionar
pardmetros biolégicos y bioquimicos de ecotoxicidad, corroborar la
descontaminacion de los suelos a través de la fitorremediacion de hidrocarburos
totales del petrdleo y demostrar a nivel de microcosmo la existencia y relacion de
los sulfatos solubles con los tipos de petréleo, las bacterias sulfatos reductoras y la
actividad enzimética de la arilsulfatasa.

7.2. Conclusiones particulares

1. Las diferentes dosis y los petroleos; fresco e intemperizado en el Gleysol a los
tres y seis meses estimularon positivamente cinco de seis parametros
evaluados del crecimiento y produccion del pasto japonesa (Numero y diametro
de hijuelos, biomasa raiz, foliar y total), un parametro a los seis meses de dos
actividades enzimaticas (ureasa), y la disminucion a los seis meses de dos de
cinco parametros microbiolégicos (Azospirillum y Azotobacter).

2. La ecotoxicidad del petréleo fresco e intemperizado fue demostrada a los seis
meses, debido a que los indices de toxicidad alcanzados fueron mayores a
cero, estos indices son; los relativos de fitotoxicidad obtenidos de la longitud de
estolones del pasto japonesa, los indices bacterianos de toxicidad basados en
la densidad de los grupos Azospirillum y Azotobacter y los indices bioquimicos
obtenidos con la actividad enzimética de la arilsulfatasa.

3. La descontaminacion evaluada a través del porcentaje de degradacion de
hidrocarburos totales del petréleo en el Gleysol con diferentes dosis y dos tipos
de petroleos se presento a los tres y seis meses, en ambos petréleo la mayor
degradacion se obtuvo en dosis menores de hidrocarburos totales del petroleo.
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4. El porcentaje de degradacion de los hidrocarburos totales del petréleo fresco e
intemperizado a los tres meses Unicamente presenta relacion negativa pero
altamente significativa con el grupo Azospirillum, y Azotobacter; relacion
positiva con la actividad enzimética arilsulfatasa. A los seis meses el pasto
japonesa demuestra su potencial como planta fitorremediadora debido a la
relacion altamente significativa y positiva del porcentaje de degradacion con el
crecimiento (LE) y produccion de biomasa (BSF)

5. Los sulfatos solubles en el suelo a los tres y seis meses al parecer son
incorporados al suelo por la presencia de petroleo fresco e intemperizado,
debido a que sus contenidos aumentan conforme aumentan los hidrocarburos
totales del petroleo en el suelo. Este comportamiento es evidente en mayor
magnitud en suelo con petréleo intemperizado.
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SECCION VIIIl. APENDICES

8.1. Analisis de varianza de la respuesta de las variables fisioldgicas,
microbianas
contaminados con petroleo fresco

y bioquimicas

del pasto

japonesa

en

suelos

Cuadro 1. Analisis de varianza de la longitud de estolones del pasto japonesa en

suelos con petrdleo fresco, durante seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Mes 1

Tratamiento 8 13417.000 1677.125 20.471 .000
Error 27 2212.00 81.926

Total 35 15629.00

R cuadrada  0.858

Mes 2

Tratamiento 8 15480.056 14435.007 13.168 .000
Error 27 29598.250 096.231

Total 35 145078.306

R cuadrada 0.106

Mes 3

Tratamiento 8 116048.500 14506.063 7.874 .000
Error 27 49738.250 1842.157

Total 35 65786.750

R cuadrada 1.764

Mes 4

Tratamiento 8 46730.222 5841.278 13.699 .000
Error 27 11512.750 426.398

Total 35 58242.972

R cuadrada  0.802

Mes 5

Tratamiento 8 56647.389 7080.924 2.199 .060
Error 27 86957.500 3222.648

Total 35 143604.889

R cuadrada 0.394

Mes 6

Tratamiento 8 206505.500 25813.188 7.555 .000
Error 27 92249.250 3416.639

Total 35 298754.750

R cuadrada 0.691
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Cuadro 2. Andlisis de varianza de numero de hijuelos del pasto japonesa en
suelos con petrdleo fresco, durante seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F

variacion libertad cuadrados medio

Mes 1

Tratamiento 8 213.500 26.688 4.153 .002

Error 27 173.500 6.426

Total 35 387.000

R cuadrada  0.552

Mes 2

Tratamiento 8 373.722 46.715 5.402 .000

Error 27 233.500 8.648

Total 35 607.222

R cuadrada 0.615

Mes 3

Tratamiento 8 490.389 61.299 5.382 .000

Error 27 307.500 11.389

Total 35 797.889

R cuadrada 0.614

Mes 4

Tratamiento 8 872.500 109.063 7.826 .000

Error 27 376.250 13.935

Total 35 1248.750

R cuadrada  0.698

Mes 5

Tratamiento 8 1016.222 127.028 9.422 .000

Error 27 364.000 13.481

Total 35 1380.222

R cuadrada 0.736

Mes 6

Tratamiento 8 1025.556 128.194 12.406 .000

Error 27 279.000 10.333

Total 35 1304.556

R cuadrada 0.786
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Cuadro 3. Analisis de varianza de diametro de hijuelos, biomasa seca radical,
foliar y total del pasto japonesa en suelos con petréleo fresco a los
tres meses.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrado F P>F
libertad cuadrados medio calculada

Diametro de hijuelos

Tratamiento 8 1.875 234 9.193 .000

Error 27 .688 .025

Total 35 2.564

R cuadrada 0.731

Biomasa seca radical

Tratamiento 8 97.981 12.248 3.459 .007

Error 27 95.611 3.541

Total 35 193.592

R cuadrada 0.506

Biomasa seca foliar

Tratamiento 8 220.711 27.589 4.347 .002

Error 27 171.377 6.347

Total 35 392.088

R cuadrada

Biomasa seca total

Tratamiento 8 383.558 47.945 6.628 .000

Error 27 195.314 7.234

Total 35 578.871

R cuadrada 0.563
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Cuadro 4. Analisis de varianza diametro de hijuelos, biomasa seca radical, foliar
pasto japonesa en suelos con petréleo fresco a los seis

y total del

meses.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrado F P>F
libertad cuadrados medio calculada

Diametro de hijuelos

Tratamiento 8 2.921 .365 1.850 JA11

Error 27 5.329 197

Total 35 8.250

R cuadrada 0.354

Biomasa seca radical

Tratamiento 8 994.044 124.255 5.003 .001

Error 27 670.613 24.838

Total 35 1664.656

R cuadrada 0.597

Biomasa seca foliar

Tratamiento 8 1158.166 144.771 7.660 .000

Error 27 510.318 18.901

Total 35 1668.483

R cuadrada 0.694

Biomasa seca total

Tratamiento 8 596.970 74.621 1.959 .092

Error 27 1028.578  38.095

Total 35 1625.548

R cuadrada 0.367
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Cuadro 5. Anadlisis de varianza de las densidades de bacterias fijadoras de
nitrégeno de vida libre (BFN), Azotobacter y Azospirillum en la
rizosfera del pasto japonesa en suelos con petroleo fresco a los tres y

seis meses.
Fuentes de Grados Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion de cuadrados medio

libertad

Tres meses
BFN .000
Tratamiento 8 4923.506 615.438 6.759
Error 27 2458.333 91.049
Total 35 7381.840
R cuadrada 0.667
Azotobacter
Tratamiento 8 103410.789 12926.349 37.942 .000
Error 27 9198.487 340.685
Total 35 112609.276
R cuadrada 0.918
Azospirillum
Tratamiento 8 59.778 7.472 6.651 .000
Error 27 30.333 1.123
Total 35 90.111
R cuadrada 0.663
Seis meses
BFN
Tratamiento 8 23939842.078 2992480.260 1934.873 .000
Error 27 41758.283 1546.603
Total 35 23981600.361
R cuadrada 0.998
Azotobacter
Tratamiento 8 9417084.338 1177135.542 546.843 .000
Error 27 58120.293 2152.603
Total 35 9475204.631
R cuadrada 0.993
Azospirillum
Tratamiento 8 184160.968 23020.121 45,789 .000
Error 27 13574.123 502.745
Total 35 197735.092
R cuadrada 0.931
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Cuadro 6. Analisis de varianza de las densidades de bacterias sulfato reductoras
y Desulfuvibrio en suelos con petroleo fresco a los seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado medio F P>F
variacion libertad cuadrados calculada

BRS

Tratamiento 8 545759500000.000 68219937500.000 14.462 .000
Error 27 127361730000.000 4717101111.111

Total 35 673121230000.000

R cuadrada 0.810
Desulfuvibrio

Tratamiento 8 423191745541.838 52898968192.730 8.780 .000
Error 27 162678759259.259 6025139231.824
Total 35 585870504801.097

R cuadrada 0.722

BRS: bacterias sulfato reductoras

Cuadro 7.  Analisis de varianza de la actividad enzimatica ureasa y arilsulfatasa
de suelos con petrdleo fresco a los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de  Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tres meses

Ureasa

Tratamiento 8 4.086 511 57.421 .000
Error 27 .240 .009

Total 35 4.327

R cuadrada 0.944

Arilsulfatasa

Tratamiento 8 28.383 3.548 21.231 .000
Error 27 4512 167

Total 35 32.895

R cuadrada 0.862

Seis meses

Ureasa

Tratamiento 8 1263.506 157.938 18.659 .000
Error 27 228.543 8.465

Total 35 1492.049

R cuadrada 0.847

Arilsulfatasa

Tratamiento 8 .035 .004 59.628 .000
Error 27 .002 .000

Total 35 .037

R cuadrada 0.946
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Cuadro 8. Analisis de varianza del contenido de sulfatos en suelos con petréleo
fresco a los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F P>F
variacion libertad cuadrados medio calculada

Tres meses

Tratamiento 8 7289.418 911.177 68.274 .000
Error 27 360.337 13.346

Total 35 7649.755

R cuadrada 0.952

Seis meses

Tratamiento 8 8229.929 1028.741 33.829 .000
Error 27 821.063 30.410

Total 35 9050.991

R cuadrada 0.910

Cuadro 9. Andlisis de varianza de los indices relativos de impacto ambiental
fisiologicos de pasto japonesa en suelos con petréleo fresco a los tres

meses.

Fuentes de variacion

Grados de Sumade Cuadrado F calculada P>F

libertad cuadrados medio
Longitud de estolones
Tratamiento 8 151 .019 2.151 0.065
Error 27 237 .009
Total 35 .388
R cuadrada 0.389
Numero de hijuelos
Tratamiento 8 2.340 .293 4,986 .001
Error 27 1.584 .059
Total 35 3.925
R cuadrada 0.596
Diametro de hijuelos
Tratamiento 8 .308 .038 9.092 .000
Error 27 114 .004
Total 35 422
R cuadrada 0.729
Biomasa secaradical
Tratamiento 8 2.319 .290 3.650 .005
Error 27 2.145 .079
Total 35 4.464
R cuadrada 0.519
Biomasa seca foliar
Tratamiento 8 527 .066 4.433 .002
Error 27 401 .015
Total 35 .929
R cuadrada 0.567
Biomasa seca total
Tratamiento 8 529 .066 6.891 .000
Error 27 .259 .010
Total 35 787
R cuadrada 0.672
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Cuadro 10. Analisis de varianza de los indices relativos de impacto ambiental
fisiologicos de pasto japonesa en suelos con petroleo fresco a los seis

meses.

Fuentes de variacién

Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F

libertad cuadrados medio
Longitud de estolones
Tratamiento 8 .288 .036 346.717 .000
Error 27 .003 .000
Total 35 .290
R cuadrada 0.993
Numero de hijuelos
Tratamiento 8 1.275 .159 5.295 .000
Error 27 .813 .030
Total 35 2.088
R cuadrada 0.611
Diametro de hijuelos
Tratamiento 8 872 .109 1.845 112
Error 27 1.595 .059
Total 35 2.466
R cuadrada 0.353
Biomasa seca radical
Tratamiento 8 7.260 .907 5.151 .001
Error 27 4.757 176
Total 35 12.016
R cuadrada 0.604
Biomasa seca foliar
Tratamiento 8 .648 .081 9.551 .000
Error 27 .229 .008
Total 35 877
R cuadrada 0.738
Biomasa seca total
Tratamiento 8 .207 .026 2.433 .040
Error 27 .287 .011
Total 35 494
R cuadrada 0.419
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Cuadro 11. Analisis de varianza de los indices de relativos de impacto ambiental
de las densidades de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre
(BFN), Azotobacter y Azospirillum en suelos con petréleo fresco a los
tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tres meses

BFN

Tratamiento 8 4.812 .601 9.169 .000
Error 27 1.771 .066

Total 35 6.583

R cuadrada 0.635

Azotobacter

Tratamiento 8 3.353 419 13893.746  .000
Error 27 .001 .000

Total 35 3.354

R cuadrada 0.999

Azospirillum

Tratamiento 8 5.393 .674 6.803 .000
Error 27 2.675 .099

Total 35 8.068

R cuadrada 0.668

Seis meses

BFN

Tratamiento 8 111.677 13.960 2306.547 .000
Error 27 .163 .006

Total 35 111.840

R cuadrada 0.998

Azotobacter

Tratamiento 8 4.657 .582 566.354 .000
Error 27 .028 .001

Total 35 4.685

R cuadrada 0.994

Azospirillum

Tratamiento 8 6.298 787 98.299 .000
Error 27 216 .008

Total 35 6.514

R cuadrada 0.967
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Cuadro 12. Analisis de varianza de los indices de relativos de impacto ambiental
de las densidades de bacterias sulfato reductoras y Desulfuvibrio en
suelos con petréleo fresco a los seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F P>F
variacion libertad cuadrados medio calculada

BRS

Tratamiento 8 291.762 36.470 14.540 .000
Error 27 67.722 2.508

Total 35 359.485

R cuadrada 0.812

Desulfuvibrio

Tratamiento 8 66.263 8.283 8.801 .000
Error 27 25.410 941

Total 35 91.673

R cuadrada 0.723

BRS: bacterias sulfato reductoras

Cuadro 13. Analisis de varianza de los indices relativos de impacto ambiental de
la actividad enzimatica ureasa y arilsulfatasa de suelos con petréleo
fresco a los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tres meses

Ureasa

Tratamiento 8 33.177 4.147 59.359 .000
Error 27 1.886 .070

Total 35 35.063

R cuadrada 0.946

Arilsulfatasa

Tratamiento 8 36.969 4.621 22.428 .000
Error 27 5.563 .206

Total 35 42.533

R cuadrada 0.869

Seis meses

Ureasa

Tratamiento 8 26.053 3.257 18.880 .000
Error 27 4.657 A72

Total 35 30.710

R cuadrada 0.848

Arilsulfatasa

Tratamiento 8 1.555 .194 78.601 .000
Error 27 .067 .002

Total 35 1.622

R cuadrada 0.959
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Cuadro 14. Analisis de varianza de los indices absolutos de impacto ambiental:
fisiologico (IAIAF), microbiano (IAIAM) y Enzimatico (IAIAB) de
petroleo fresco a los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F P>F
variacion libertad cuadrados medio calculada

Tres meses

IAIAF

Tratamiento 8 .397 .050 8.971 .000
Error 27 .149 .006

Total 35 .546

R cuadrada 0.728

IAIAM

Tratamiento 8 1.210 151 12.557 .000
Error 27 .325 .012

Total 35 1.535

R cuadrada 0.789

IAIAB

Tratamiento 8 32.134 4.017 41.209 .000
Error 27 2.632 .097

Total 35 34.766

R cuadrada 0.924

Seis meses

IAIAF

Tratamiento 8 .198 .025 2.349 .046
Error 27 .285 .011

Total 35 484

R cuadrada 0.409

IAIAM

Tratamiento 8 15.928 1.991 1421.541 .000
Error 27 .038 .001

Total 35 15.966

R cuadrada 0.998

IAIAB

Tratamiento 8 5.638 .705 16.300 .000
Error 27 1.167 .043

Total 35 6.805

R cuadrada 0.829
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8.2. Analisis de varianza de la respuesta de las variables fisiologicas,
microbianas
contaminados con petréleo intemperizado

y bioquimicas

del pasto

japonesa

en

suelos

Cuadro 16. Andlisis de varianza de la longitud de estolones del pasto japonesa en

suelos con petroleo intemperizado, durante seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Mes 1

Tratamiento 5 358.929 59.821 .996 454
Error 18 1261.750 60.083

Total 23 1620.679

R cuadrada  0.221

Mes 2

Tratamiento 5 57377.357 9562.893 57.928 .000
Error 18 3466.750 165.083

Total 23 60844.107

R cuadrada  0.943

Mes 3

Tratamiento 5 132996.714 22166.119 10.162 .000
Error 18 45806.250 2181.250

Total 23 178802.964

R cuadrada  0.743

Mes 4

Tratamiento 5 142510.929 23751.821 7.010 .000
Error 18 71155.500 3388.357

Total 23 213666.429

R cuadrada  0.667

Mes 5

Tratamiento 5 67800.714 11300.119 1.675 A77
Error 18 141646.250 6745.060

Total 23 209446.964

R cuadrada  0.324

Mes 6

Tratamiento 5 59225.214 9870.869 1.614 193
Error 18 128394.500 6114.024

Total 23 187619.714

R cuadrada 0.316
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Cuadro 17. Andlisis de varianza de numero de hijuelos del pasto japonesa en

suelos con petroleo intemperizado, durante seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Mes 1

Tratamiento 5 163.375 32.675 6.111 .002
Error 18 96.250 5.347

Total 23 259.625

R cuadrada 0.629

Mes 2

Tratamiento 5 256.875 51.375 5.937 .002
Error 18 155.750 8.653

Total 23 412.625

R cuadrada 0.622

Mes 3

Tratamiento 5 735.333 147.067 23.636 .000
Error 18 112.000 6.222

Total 23 847.333

R cuadrada  0.867

Mes 4

Tratamiento 5 2088.708 417.742 47.217 .000
Error 18 159.250 8.847

Total 23 2247.958

R cuadrada  0.929

Mes 5

Tratamiento 5 2178.833 435.767 29.655 .000
Error 18 264.500 14.694

Total 23 2443.333

R cuadrada 0.891

Mes 6

Tratamiento 5 2644.833 528.967 66.583 .000
Error 18 143.000 7.944

Total 23 2787.833

R cuadrada 0945

Cuadro 18. Andlisis de varianza de numero y didametro de hijuelos, biomasa seca
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radical, foliar y total, y el indice de biomasa radical/foliar del pasto
japonesa en suelos con petroleo intemperizado a los tres meses.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrado F P>F
libertad cuadrados medio calculada

Diametro de hijuelos

Tratamiento 5 2.439 .488 12.189 .000

Error 18 .720 .040

Total 23 3.159

R cuadrada 0.772

Biomasa seca radical

Tratamiento 5 307.055 61.411 4773 .006

Error 18 231.570 12.865

Total 23 538.625

R cuadrada 0.570

Biomasa seca foliar

Tratamiento 5 665.682 133.136 10.895 .000

Error 18 219.958 12.220

Total 23 885.640

R cuadrada 0.751

Biomasa seca total

Tratamiento 5 1781.938 356.388 11.129 .000

Error 18 576.400 32.022

Total 23 2358.338

R cuadrada 0.756

Cuadro 19. Analisis de varianza de numero y diametro de hijuelos, biomasa seca
radical, foliar y total, y el indice de biomasa radical/foliar del pasto
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japonesa en suelos con petrdleo intemperizado a los seis meses.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrado F P>F
libertad cuadrados medio calculada

Diametro de hijuelos

Tratamiento 5 .485 .097 22.136 .000

Error 18 .079 .004

Total 23 .564

R cuadrada 0.859

Biomasa seca radical

Tratamiento 5 1702.933  340.587 18.925 .000

Error 18 323.945 17.997

Total 23 2026.878

R cuadrada 0.840

Biomasa seca foliar

Tratamiento 5 1191.617 238.323 10.068 .000

Error 18 426.093 23.672

Total 23 1617.710

R cuadrada 0.736

Biomasa seca total

Tratamiento 5 5281.749 1056.350 29.910 .000

Error 18 635.708 35.317

Total 23 5917.456

R cuadrada 0.892

indice de biomasa
Radical/Foliar

Tratamiento 5 .395 .079 5.349 .003
Error 18 .266 .015

Total 23 .661

R cuadrada 0.598

Cuadro 20. Analisis de varianza de las densidades de bacterias fijadoras de
nitrogeno de vida libre (BFN), Azotobacter y Azospirillum en la
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rizosfera del pasto japonesa en suelos con petroleo intemperizado a
los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tres meses

BFN

Tratamiento 5 4408.678 881.736 20.950 .000
Error 18 757.571 42.087

Total 23 5166.249

R cuadrada 0.853

Azotobacter

Tratamiento 5 1391.468 278.294 8.404 .000
Error 18 596.083 33.116

Total 23 1987.551

R cuadrada 0.700

Azospirillum

Tratamiento 5 85.926 17.185 116.000 .000
Error 18 2.667 .148

Total 23 88.593

R cuadrada 0.969

Seis meses

BFN

Tratamiento 5 1775472.484 355094.497 204.999 .000
Error 18 31179.143 1732.175

Total 23 1806651.627

R cuadrada 0.983

Azotobacter

Tratamiento 5 319036639.864 63807327.973 159.838 .000
Error 18 7185606.320 399200.351

Total 23 326222246.184

R cuadrada 0.978

Azospirillum

Tratamiento 5 44246.650 8849.330 17.772 .000
Error 18 8962.697 497.928

Total 23 53209.346

R cuadrada 0.831

BFN: bacterias fijadoras de nitrdgeno de vida libre.

Cuadro 21. Andlisis de varianza de las densidades de bacterias sulfato reductoras y
Desulfuvibrio en suelos con petréleo intemperizado a los seis meses.

123



Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado medio F P>F

variacion libertad cuadrados calculada

BRS

Tratamiento 5 10456885000.000 2091377000.000 8.601 .000
Error 18 4376955000.000 243164166.667

Total 23 14833840000.000

R cuadrada 0.705
Desulfuvibrio

Tratamiento 5 185938757638.889 37187751527.778 13.571 .000
Error 18 49322844166.667 2740158009.259
Total 23 235261601805.556

R cuadrada 0.790

BRS: bacterias sulfato reductoras

Cuadro 22. Andlisis de varianza de la actividad enzimatica ureasa y arilsulfatasa
de suelos con petrdleo intemperizado a los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tres meses

Ureasa

Tratamiento 5 291.095 58.219 114.528 .000
Error 18 9.150 .508

Total 23 300.245

R cuadrada 0.969

Arilsulfatasa

Tratamiento 5 1.627 325 22.436 .000
Error 18 .261 .015

Total 23 1.888

R cuadrada 0.861

Seis meses

Ureasa

Tratamiento 5 47.443 9.489 7.105 .001
Error 18 24.038 1.335

Total 23 71.481

R cuadrada 0.664

Arilsulfatasa

Tratamiento 5 .041 .008 95.282 .000
Error 18 .002 .000

Total 23 .043

R cuadrada 0.95

Cuadro 23. Andlisis de varianza del contenido de sulfatos de suelos con petroleo
intemperizado a los tres y seis meses.
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Fuentes de Gradosde Sumade Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tres meses

Tratamiento 5 46698.582 9339.716 136.153 .000
Error 18 1234.753 68.597

Total 23 47933.335

R cuadrada 0.974

Seis meses

Tratamiento 5 58138.568 11627.714 48.320 .000
Error 18 4331.522 240.640

Total 23 62470.090

R cuadrada 0.930

Cuadro 24. Analisis de varianza de los indices relativos de impacto ambiental
fisioldgicos de pasto japonesa en suelos con petroleo intemperizado a
los tres meses.

Fuentes de variacién Grados de Sumade Cuadrado Fcalculada P>F

libertad cuadrados medio
Longitud de estolones
Tratamiento 5 1.243 .249 879.238 .000
Error 18 .005 .000
Total 23 1.248
R cuadrada 0.996
Numero de hijuelos
Tratamiento 5 .879 176 10.689 .000
Error 18 .296 .016
Total 23 1.175
R cuadrada 0.748
Diametro de hijuelos
Tratamiento 5 .390 .078 12.245 .000
Error 18 115 .006
Total 23 .505
R cuadrada 0.773
Biomasa seca radical
Tratamiento 5 7.269 1.454 4.880 .005
Error 18 5.362 .298
Total 23 12.631
R cuadrada 0.576
Biomasa seca foliar
Tratamiento 5 1.581 .316 11.091 .000
Error 18 513 .029
Total 23 2.095
R cuadrada 0.755
Biomasa seca total
Tratamiento 5 2.441 .488 11.260 .000
Error 18 .780 .043
Total 23 3.221
R cuadrada 0.758

Cuadro 25. Analisis de varianza de los indices relativos de impacto ambiental
fisiologicos de pasto japonesa en suelos con petroleo intemperizado a
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los seis meses.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrado Fcalculada P>F
libertad cuadrados medio

Longitud de estolones

Tratamiento 5 537 107 571.736 .000

Error 18 .003 .000

Total 23 541

R cuadrada 0.993

Numero de hijuelos

Tratamiento 5 4.189 .838 21.396 .000

Error 18 .705 .039

Total 23 4.894

R cuadrada 0.856

Diametro de hijuelos

Tratamiento 5 .158 .032 1.227 .337

Error 18 463 .026

Total 23 .621

R cuadrada 0.254

Biomasa seca radical

Tratamiento 5 12.440 2.488 20.134 .000

Error 18 2.224 124

Total 23 14.664

R cuadrada 0.848

Biomasa seca foliar

Tratamiento 5 677 135 13.226 .000

Error 18 .184 .010

Total 23 .861

R cuadrada 0.786

Biomasa seca total

Tratamiento 5 2.140 428 45.516 .000

Error 18 .169 .009

Total 23 2.310

R cuadrada 0.926
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Cuadro 26. Analisis de varianza de los indices de relativos de impacto ambiental de
las densidades de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre (BFN),
Azotobacter y Azospirillum en suelos con petréleo intemperizado a los
tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F calculada P>F
variacion libertad cuadrados medio

Tres meses

BFN

Tratamiento 5 4.495 .899 137.722 .000
Error 18 17 .007

Total 23 4.612

R cuadrada 0.974

Azotobacter

Tratamiento 5 1.204 241 11.435 .000
Error 18 379 .021

Total 23 1.583

R cuadrada 0.760

Azospirillum

Tratamiento 5 9.259 1.852 150.000 .000
Error 18 222 .012

Total 23 9.481

R cuadrada 0.976

Seis meses

BFN

Tratamiento 5 8.282 1.656 261.414 .000
Error 18 114 .006

Total 23 8.396

R cuadrada 0.986

Azotobacter

Tratamiento 5 157.776 31.555 159.882 .000
Error 18 3.553 197

Total 23 161.329

R cuadrada 0.978

Azospirillum

Tratamiento 5 1.513 .303 93.065 .000
Error 18 .059 .003

Total 23 1.572

R cuadrada 0.962

BFN: bacterias fijadoras de nitrdgeno de vida libre.

Cuadro 27. Analisis de varianza de los indices de relativos de impacto ambiental

127



de las densidades de bacterias sulfato reductoras y Desulfuvibrio en
suelos con petrdleo intemperizado a los seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F P>F
variacion libertad cuadrados medio calculada

BRS

Tratamiento 5 5.590 1.118 10.190 .000
Error 18 1.975 110

Total 23 7.565

R cuadrada 0.739

Desulfuvibrio

Tratamiento 5 22.694 4,539 13.588 .000
Error 18 6.013 334

Total 23 28.707

R cuadrada 0.791

BRS: bacterias sulfato reductoras

Cuadro 28. Andlisis de varianza de los indices relativos de impacto ambiental de
la actividad enzimética ureasa y arilsulfatasa de suelos con petréleo
intemperizado a los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F P>F
variacion libertad cuadrados medio calculada

Tres meses

Ureasa

Tratamiento 5 2.091 418 600.398 .000
Error 18 .013 .001

Total 23 2.104

R cuadrada 0.994

Arilsulfatasa

Tratamiento 5 2.121 424 271.806 .000
Error 18 .028 .002

Total 23 2.149

R cuadrada 0.987

Seis meses

Ureasa

Tratamiento 5 5.649 1.130 7.127 .001
Error 18 2.854 .159

Total 23 8.502

R cuadrada 0.664

Arilsulfatasa

Tratamiento 5 1.819 .364 133.939 .000
Error 18 .049 .003

Total 23 1.868

R cuadrada 0.974
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Cuadro 29. Andlisis de varianza de los indices absolutos de impacto ambiental:
fisiologico (IAIAF), microbiano (IAIAM) y Enzimatico (IAIAB) de

petréleo intemperizado a los tres y seis meses.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F P>F
variacion libertad cuadrados medio calculada

Tres meses

IAIAF

Tratamiento 5 1.163 .233 9.846 .000
Error 18 425 .024

Total 23 1.589

R cuadrada 0.731

IAIAM

Tratamiento 5 1.986 .397 61.466 .000
Error 18 116 .006

Total 23 2.103

R cuadrada 0.944

IAIAB

Tratamiento 5 1.965 .393 675.366 .000
Error 18 .010 .001

Total 23 1.976

R cuadrada 0.994

Seis meses

IAIAF

Tratamiento 5 1.550 310 43.681 .000
Error 18 .128 .007

Total 23 1.677

R cuadrada 0.924

IAIAM

Tratamiento 5 23.660 4,732 189.415 .000
Error 18 .450 .025

Total 23 24.110

R cuadrada 0.981

IAIAB

Tratamiento 5 1.398 .280 7.055 .001
Error 18 713 .040

Total 23 2.111

R cuadrada 0.662
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