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La presente tesis titulada “Microorganismos degradadores de hidrocarburos del
petroleo aislados de la rizosfera de manglar del estado de Campeche y su potencial en
la biorremediacion”, form6 parte del proyecto SEP-CONACYT 79456: “Simbiosis
tripartita Rhizobium - Leguminosa - Micorriza arbuscular y su respuesta a los hidrocarburos

del petrdleo”.



MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE HIDROCARBUROS DEL
PETROLEO AISLADOS DE LA RIZOSFERA DE MANGLAR DEL ESTADO DE
CAMPECHE Y SU POTENCIAL EN LA BIORREMEDIACION
Miguel Angel Ramirez Elias, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2014,

Este estudio identifico y selecciond bacterias hidrocarbonoclastas del petroleo y diésel
aisladas de la rizésfera de cuatro especies de manglar del estado de Campeche y evaluo su
potencial en la biorremediacion. Este trabajo se dividié en tres fases experimentales. La
primera fase describe la identificacion de grupos funcionales microbianos cultivables con
potencial biotecnoldgico aislados de la rizésfera de mangle rojo, mangle blanco, mangle
negro y mangle botoncillo de la Laguna de Términos del estado de Campeche. La segunda
fase selecciond e identifico las mejores bacterias hidrocarbonoclastas del petroleo y diésel
correspondiendo al género Pseudomonas y Rhodococcus respectivamente, aisladas de la
rizosfera de mangle blanco. La tercera fase describe el efecto de la inoculacion de
consorcios bacterianos hidrocarbonoclastas del petréleo y diésel en plantulas de Lolium
perenne en combinacién con tres fuentes de nitrégeno (urea, nitrato de amonio y sulfato de
amonio) y un testigo sin nitrégeno durante la fitorremediacion de suelo contaminado con
petroleo crudo o diésel. La aplicacion de nitrato de amonio y urea en combinacion con el
consorcio bacteriano generaron mayor biomasa seca, altura de plantulas y longitud de raiz
de L. perenne principalmente en plantulas sin contaminar, o en presencia de diesel. El
consorcio bacteriano aplicado en la fitorremediacion de suelo con diésel fue mas eficiente
en la degradacion del contaminante (85.2%) en comparacion con la fitorremediacion de
petréleo crudo (73.6%).

Palabras clave: Biorremediacion, Hidrocarburos del petrdleo, Manglares, Campeche.



PETROLEUM-DEGRADING MICROORGANISMS ISOLATED FROM THE
RHIZOSPHERE OF MANGROVES OF CAMPECHE STATE, AND THEIR
POTENTIAL ON BIOREMEDIATION

Miguel Angel Ramirez Elias, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2014,
This study identified and selected petroleum- or diesel-hydrocarbonoclastic bacteria
isolated from the rhizosphere of four species of mangroves of the Campeche state, and
evaluated their potential on bioremediation. Thus, this study was divided in three
experimental stages. First stage describes the identification of functional culturable
microbial groups with biotechnological purposes isolated from red, white, black ort button
mangroves of the Terminos Lagoon, Campeche state. Second stage selected and identified
the most prominent petroleum- or diesel-hydrocarbonoclastic bacteria which corresponded
to Pseudomonas or Rhodococcus, respectively, both isolated from white mangrove
rhizosphere. Third stage describes the effect of inoculating a consortium of either
petroleum- or diesel-hydrocarbonoclastic bacteria on Lolium perenne plants in combination
of three nitrogen sources (urea, ammonium nitrate or ammonium sulfate) or without
nitrogen during the phytoremediation of soil contaminated with crude oil or diesel.
Combining ammonium nitrate or urea with the bacterial consortia increased the dry mass,
height and root length of L. perenne at non-contaminated or contaminated soil with diesel.
Bacterial consortium improved the phytoremediation performance of diesel contaminated
soil (85.2%) when compared to phytoremediation of crude oil (73.6%).

Key words: Bioremediation, petroleum hydrocarbons, mangroves, Campeche.
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Fisher, a = 0.05). n = 3. Barras con diferentes letras en cada gréfico,
indican diferencias significativas. Abreviaturas: MARR, Mangle
Rojo; MARW, Mangle Blanco;, MARBK, Mangle Negro, MARB,;
Mangle Botoncillo.

Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en
la rizésfera de mangle rojo del estado de Campeche. EI nimero de
acceso NR 102878 de Nanoarchaeum equitans, fue asignado como
grupo externo. El arbol filogenético se realizd por el método de
maxima parsimonia con un analisis de bootstrap con 1000
repeticiones. La barra indica 50 substituciones por sitio.

Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en
la rizésfera de mangle blanco del estado de Campeche. EI niUmero
de acceso NR 102878 de Nanoarchaeum equitans, fue asignado
como grupo externo. El arbol filogenético se realizé por el método
de maxima parsimonia con un andlisis de bootstrap con 1000
repeticiones. La barra indica 50 substituciones por sitio.

Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en
la rizésfera de mangle negro del estado de Campeche. EI nimero de
acceso NR 102878 de Nanoarchaeum equitans, fue asignado como
grupo externo. El arbol filogenético se realizd por el método de
maxima parsimonia con un analisis de bootstrap con 1000
repeticiones. La barra indica 50 substituciones por sitio.

Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en
la rizosfera de mangle botoncillo del estado de Campeche. El
numero de acceso NR 102878 de Nanoarchaeum equitans, fue
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Figura 4.16

Figura 5.1

Figura 5.2

Figura 5.3

Figura 5.4

Figura 5.5

Figura 5.6

Figura 5.7

asignado como grupo externo. El &rbol filogenético se realizo por el
método de maxima parsimonia con un analisis de bootstrap con
1000 repeticiones. La barra indica 50 substituciones por sitio.

Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en
la rizosfera de cuatro especies mangle del estado de Campeche. El
numero de acceso NR 102878 de Nanoarchaeum equitans, fue
asignado como grupo externo. El &rbol filogenético se realizo por el
método de maxima parsimonia con un analisis de bootstrap con
1000 repeticiones. La barra indica 50 substituciones por sitio. Las
10 mejores cepas hidrocarbonoclastas, se indican entre paréntesis.
Valores de pH del suelo por efecto de petréleo crudo (5,000 mg kg
1) al inicio(dia 1) y final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion
utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y bioaumentacion.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar;
CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petroleo; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 5P) Pasto con Petroleo.

Valores de pH del suelo por efecto de diésel (10,000 mg kg™) al
inicio(dia 1) y final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion
utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y bioaumentacion.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar;
CLp 10D) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 10D) Pasto con diésel.

Conductividad eléctrica del suelo por efecto de petrdleo crudo
(5,000 mg kg™) al inicio(dfa 1) y final (dia 50) del ensayo de
fitorremediacion utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y
bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con
Pasto sin contaminar; CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con
petrdleo; Lp) Pasto sin contaminar; Lp 5P) Pasto con Petroleo.
Conductividad eléctrica del suelo por efecto de diésel (10,000 mg
kg?) al inicio y final del ensayo de fitorremediacion utilizando
Lolium perenne con bioestimulacion y bioaumentacion.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar;
CLp 10D) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 10D) Pasto con diésel.

Materia organica del suelo por efecto de petrdleo crudo (5,000 mg
kg™) al inicio(dfa 1) y final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion
utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y bioaumentacion.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar;
CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petroleo; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 5P) Pasto con Petréleo.

Materia organica del suelo por efecto de diésel (10,000 mg kg™) al
inicio y final del ensayo de fitorremediacién utilizando Lolium
perenne con bioestimulacion y bioaumentacion. Abreviaturas: CLp)
Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar; CLp 10D)
Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 10D) Pasto con diésel.

Carbon organico total del suelo por efecto de petroleo crudo (5,000
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Figura 5.8

Figura 5.9

Figura5.10

Figura5.11

Figura 5.12

Figura 5.13

mg kg?) al inicio(dia 1) y final (dia 50) del ensayo de
fitorremediacion utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y
bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con
Pasto sin contaminar; CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con
petréleo; Lp) Pasto sin contaminar; Lp 5P) Pasto con Petréleo.
Carbon organico total del suelo por efecto de diésel (10,000 mg kg
1y al inicio y final del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium
perenne con bioestimulacion y bioaumentacion. Abreviaturas: CLp)
Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar; CLp 10D)
Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 10D) Pasto con diésel.

Altura de plantula (A) y longitud de raiz (B) a 50 dias del ensayo de
fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo (5,000
mg kg') utilizando Lolium perenne con bioestimulacién y
bioaumentacion. Promedio + Error Estandar. Letras similares sobre
las barras no son estadisticamente diferentes (LSD, 0=0.05). n=3.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar;
CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petroleo; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 5P) Pasto con diésel.

Altura de plantula (A) y longitud de raiz (B) a 50 dias del ensayo de
fitorremediacion de suelo contaminado con diésel (10,000 mg kg™)
utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y bioaumentacion.
Promedio + Error Estdndar. Letras similares sobre las barras no son
estadisticamente diferentes (LSD, 0=0.05). n=3. Abreviaturas: CLp)
Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar; CLp 10D)
Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 10D) Pasto con diésel.

Biomasa seca total cuantificadas a 50 dias del ensayo de
fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo (5,000
mg kg') utilizando Lolium perenne con bioestimulacién y
bioaumentacion. Promedio + Error Estandar. Letras similares sobre
las barras no son estadisticamente diferentes (LSD, 0=0.05). n=3.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar;
CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petroleo; Lp) Pasto sin
contaminar; Lp 5P) Pasto con diésel.

Biomasa seca total a 50 dias del ensayo de fitorremediacion de suelo
contaminado con diésel (10,000 mg kg™) utilizando Lolium perenne
con bioestimulacion y bioaumentacion. Promedio + Error Estandar.
Letras similares sobre las barras no son estadisticamente diferentes
(LSD, 0=0.05). n=3. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con
Pasto sin contaminar; CLp 10D) Consorcio bacteriano con Pasto
con diésel; Lp) Pasto sin contaminar; Lp 10D) Pasto con diésel.
Poblacion de bacterias totales cuantificadas a 50 dias del ensayo de
fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo (5,000
mg kg?) utilizando Lolium perenne con bioestimulacién y
bioaumentacion. Promedio + Error Estandar. Letras similares sobre
las barras no son estadisticamente diferentes (LSD, 0=0.05). n=3.
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Figura 5.14

Figura5.15

Figura5.16

Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto con petréleo; C)
Consorcio bacteriano con petroleo; Lp) Pasto con petroleo.
Poblacion de bacterias totales cuantificadas a 50 dias del ensayo de
fitorremediacion de suelo contaminado con diésel (10,000 mg kg™)
utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y bioaumentacion.
Promedio + Error Estandar. Letras similares sobre las barras no son
estadisticamente diferentes (LSD, 0=0.05). n=3. Abreviaturas: CLp)
Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; C) Consorcio bacteriano
con diésel; Lp) Pasto con diésel.

Porcentaje de degradacion de hidrocarburos evaluado a 50 dias del
ensayo de fitorremediacion de suelo contaminado con petroleo
crudo (5,000 mg kg?) utilizando Lolium perenne con
bioestimulacion y bioaumentacion. Promedio + Error Estandar.
Letras similares sobre las barras no son estadisticamente diferentes
(LSD, a = 0.05). n=3. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con
Pasto con petroleo; C) Consorcio sin Pasto con petroleo; Lp) Pasto
con petréleo.

Porcentaje de degradacion de hidrocarburos evaluado a 50 dias del
ensayo de fitorremediacion de suelo contaminado con diésel (10,000
mg kg') utilizando Lolium perenne con bioestimulacién y
bioaumentacion. Promedio + Error Estandar. Letras similares sobre
las barras no son estadisticamente diferentes (LSD, a = 0.05). n=3.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; C)
Consorcio sin Pasto con diésel; Lp) Pasto con diésel.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

1.1 INTRODUCCION

El Golfo de México es una de las regiones petroleras més grandes del mundo y la
Sonda de Campeche concentra mas del 95% de las reservas de hidrocarburos, asi como la
produccion total de gas y petréleo de México (Guzméan-Vega y Mello, 1999; Ponce-Vélez y
Botello, 2005; PEMEX, 2013). La contaminacién marina por petréleo y sus derivados en
costas mexicanas es el problema de mayor importancia ecoldgica y ambiental en la
actualidad, debido a la intensa actividad de transporte de petréleo, descargas, lavado de
buque-tanques, perforacion y explotacion de pozos petroleros, lo cual también representa
un problema grave para la salud humana, ya que varios de sus componentes son
carcinogénicos, recalcitrantes y bioacumulables (Cerniglia, 1992; Tolosa et al., 2003).

La Laguna de Términos es un ecosistema lagunar estuarino que se localiza frente a
la Sonda de Campeche cerca de la zona de plataformas petroleras marinas, a sélo 80 km de
distancia de la estructura de extraccion mas cercana de Petroleos Mexicanos. Celis et al.
(1987) reportaron que el promedio de hidrocarburos dispersos en agua de la laguna de
Términos fue de 49 pg L™, con un méximo de 319 pg L™, concentraciones que rebasan el
criterio de calidad (10 pg L™) establecido por la UNESCO. A partir del derrame del pozo
Ixtoc-1 en 1979, la regidn estudiada con mayor interés ha sido la Sonda de Campeche
debido a la gran actividad petrolera. Botello et al. (1987) concluyeron que la composicién
organica en sedimentos oceanicos previa al derrame, correspondia a detritus vegetal
terrestre y marino como manglares y fitoplancton. Y despues del derrame habia presencia

de hidrocarburos aromaticos, considerando el tiempo de depdsito de estos compuestos, es

1



probable que después del evento aun existan hidrocarburos antropogénicos y la presencia
de compuestos aromaticos policiclicos de riesgo ambiental como el benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno y criseno (Botello et al., 1991).

Lo anterior justifica la condicion de riesgo en la que se encuentran estos tesoros
ecoldgicos como son los ecosistemas de manglar al ser impactados negativamente por la
industria petrolera en zonas costeras en el Golfo de México. La rizosfera de los manglares
puede filtrar y acumular contaminantes organicos como el petréleo (Kathiresan y Bingham,
2001); sin embargo, no se cuenta con suficientes trabajos de investigacion de acerca de la
microbiologia rizosférica y contaminacion de manglares por derrames de hidrocarburos del
petroleo en la laguna de Términos.

Por lo anterior, el objetivo general del presente trabajo consistié en caracterizar
microbioldgicamente la rizosfera de las cuatro especies de mangle que predominan en torno
a la laguna de Términos del estado de Campeche, para determinar su aplicacion potencial

en la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos del petroleo.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Caracterizar microbioldgicamente la rizosfera de mangle rojo (Rhizophora mangle),
mangle negro (Avicennia germinans), mangle blanco (Laguncularia racemosa) y mangle
botoncillo (Conacarpus erectus) del estado de Campeche, para determinar su potencial
biotecnoldgico en la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos del

petroleo.

1.2.2 Objetivos especificos:

e Caracterizar quimica y microbiol6gicamente el suelo rizosférico de las cuatro
especies de mangle predominantes en el estado de Campeche durante la temporada
de lluvias y secas.

e Aislar y cuantificar bacterias, hongos, actinomicetos y microorganismos fijadores
de nitrogeno, solubilizadores de fosfatos, celuloliticos, amiloliticos, lipoliticos,
pectinoliticos y proteoliticos de la rizésfera de las cuatro especies de mangle
predominantes en el estado de Campeche.

e Seleccionar cualitativa y cuantitativamente microorganismos rizosféricos
hidrocarbonoclastas de cuatro especies de mangle del estado de Campeche con
capacidad para tolerar y degradar hidrocarburos del petroleo.

e Evaluar el porcentaje de degradacion de hidrocarburos del petroleo en la
biorremediacion de suelos contaminados, utilizando el método adecuado de

extraccion y cuantificacion por CG-MS (Cromatografia de Gases-Masas).



e Evaluar el potencial de degradacion de microorganismos rizosféricos
hidrocarbonoclastas aislados y seleccionados de cuatro especies de mangle
aplicando bioestimulacion y bioaumentacion en la biorremediacion de suelos

contaminados con hidrocarburos del petréleo.

1.3 HIPOTESIS

1.3.1 Hipotesis general

Los microorganismos rizosféricos caracterizados de mangle rojo (Rhizophora
mangle), mangle negro (Avicennia germinans), mangle blanco (Laguncularia racemosa) y
mangle botoncillo (Conacarpus erectus) del estado de Campeche, tienen el potencial para

utilizarse en la biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos del petréleo.

1.3.2 Hipotesis especificas:

e Las poblaciones microbianas correlacionan significativamente con los parametros
quimicos del suelo rizosférico de las cuatro especies de mangle predominantes en
el estado de Campeche durante la temporada de lluvias y secas.

e El aislamiento y cuantificacion de microorganismos cultivables de la rizdsfera del
manglar del estado de Campeche, son importantes para definir su potencial de uso
en sistemas biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos del

petréleo.



Los microorganismos rizosféricos hidrocarbonoclastas seleccionados y aislados de
cuatro especies de mangle del estado de Campeche, tienen capacidad para tolerar y
degradar hidrocarburos del petréleo.

La cuantificacion del porcentaje de degradacion de hidrocarburos del petréleo en la
biorremediacion de suelos contaminados, depende de la correcta seleccion del
método de extraccion y del método de cuantificacion cromatogréafico.

La degradacion de hidrocarburos del petréleo se incrementa con el uso combinado
de microorganismos hidrocarbonoclastas aislados del manglar, y aplicando

métodos bioestimulacion y bioaumentacion.



CAPITULO Il
CONTAMINACION POR DERRAMES DE PETROLEO Y POTENCIAL DE LOS
ECOSISTEMAS DE MANGLAR EN LA BIORREMEDIACION DE

HIDROCARBUROS DEL PETROLEO

2.1 GENERALIDADES DEL PETROLEO
2.1.1 Definicién y caracteristicas fisicoquimicas del petroleo

El petroleo es un compuesto quimico formado por carbono (80-87%), hidrogeno
(10-15%), azufre (0-10%), nitrégeno (0-1%) y oxigeno (0-5%), ademéas de pequefias
concentraciones de metales como aluminio, cobre, hierro, niquel y vanadio (Ponce-Velez y
Botello, 2005). El petréleo crudo esta constituido por 17,000 componentes organicos, cada
uno con su propia volatilidad (tales como los compuestos organicos voléatiles (VOCs), y
Benceno-Tolueno-Etilbenceno-Xileno (BTEX), densidad, solubilidad en agua y diferentes
niveles de toxicidad para la biota marina y los humanos (Baars, 2002; Bjorlikke, 2011;
Ryerson et al., 2012).

El petroleo crudo posee tres estados de la materia (solido, liquido y gas), segun su
composicion, presion, volumen y temperatura a la que se encuentra, y su color varia entre
ambar y negro. En estado gaseoso es inodoro, incoloro e insipido; la densidad es menor que
la del agua y su peso especifico varia entre 0.75 y 1.01 g mL™. En estado liquido su
densidad y peso especifico es mayor que la del agua, su viscosidad se expresa en grados
API (10 centipoise a 37.8 °C) (PEMEX, 1998). La industria de hidrocarburos liquidos,
clasifica al petréleo crudo, de acuerdo con su densidad API (Instituto Americano del
Petroleo) con lo que se diferencia la calidad del crudo (Tabla 2.1). Las propiedades fisico-

quimicas de los principales hidrocarburos del petréleo se describen a continuacion:



Tabla 2.1. Clasificacién de hidrocarburos en funciéon de su densidad API.

Petrdleo crudo Densidad Densidad
(gcm™) grados API
Extrapesado >1.0 10
Pesado 1.0-0.92 10.0-22.3
Mediano 0.92-0.87 22.3-31.1
Ligero 0.87-0.83 31.1-39.0
Superligero <0.83 >39.0

Instituto Mexicano del Petrdleo, 2013.

Alcanos

En la Tabla 2.2 se enlistan las principales propiedades fisicas de los alcanos y
cicloalcanos (Figura 2.1). Es notable que los puntos de ebullicion y fusion, se incrementan
a medida que aumentan los 4&tomos de carbono en la molécula de éstos. Excepto por
aquellos mas sencillos, el punto de ebullicion se incrementa de 20 a 30°C por cada atomo
de carbono que se agrega a la cadena y este aumento se mantiene no sélo para los alcanos
sino también para sus series homologas. Por otro lado, el incremento en su punto de fusién
no es tan regular, ya que las fuerzas intramoleculares en un cristal no dependen solamente
de las moléculas sino también de qué tanto se acoplen éstas a la periodicidad espacial de los
cristales (Morrison y Boyd, 1973).

Los primeros cuatro n-alcanos son gases (metano, etano, propano y butano), los 13
siguientes (Cs al Cy7) son liquidos, y todos aquellos con 18 o més atomos en su molécula

son solidos. Ademas, son solubles en solventes no polares como el benceno, éter y



cloroformo e insolubles en agua y otros disolventes con alta polaridad, y también acttan
como disolventes de compuestos de baja polaridad. La densidad de alcanos se incrementa
con el tamafio de la molécula, pero tiende a mantenerse en un nivel de 0.8 g mL™ siendo
por lo tanto, menos densos que el agua (Botello, 1996).

Hidrocarburos Aromaticos (HA)

Estos compuestos tienen por lo menos, un anillo de seis &tomos de carbono, el cual
presenta a su vez un sistema continuo de dobles enlaces conjugados. Las reacciones
caracteristicas de un hidrocarburo aromatico son del tipo de substitucién electrofilica
(ibnicas), lo que marca un contraste con las reacciones de adicion electrofilica de los
alquenos (Morrison y Boyd, 1973).

El més conocido y mejor estudiado de los HA es el benceno, al cual se le considera
como la base de los miembros de la familia de compuestos aromaticos. Todos los HA son
liquidos o s6lidos a temperatura ambiente y sus puntos de ebullicion estan cercanos a los de
los cicloalcanos correspondientes. Los HA son poco polares o no polares. Los enlaces
polares de otras moléculas pueden tener una débil atraccion hacia los electrones de los
anillos aromaticos; por este motivo, algunos compuestos que no se disuelven en los alcanos
son facilmente solubles en los HA, por lo que son utilizadas como disolventes. En la Tabla
2.3 se anotan las principales propiedades fisicas de algunos compuestos aromaticos
(Botello, 1996).

La unién de dos anillos bencénicos produce hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) como el naftaleno (2 anillos), antraceno y fenantreno (3 anillos), pireno (4 anillos) y
benzopireno (5 anillos). Algunos de estos compuestos se han investigado extensivamente
con relacion a sus propiedades cancerigenas como es el caso de 3-4 benzopireno (Figura

2.1).



Tabla 2.2. Propiedades fisicoguimicas de los principales alcanos y cicloalcanos

Nombre Férmula Punto de Punto de Densidad
Fusion (°C)  Ebullicion (°C)
gmL*
Alcanos
Metano CH, -183 -162 -
Etano CH; CH; -172 -88.5 -
Propano CH; CH, CH3 -187 -42 -
n-Butano CH; (CH,) , CH3 -138 0 -
n-Pentano CH; (CH,) 3 CH; -130 36 0.626
n-Hexano CHs (CH,) 4 CH3 -95 69 0.659
n-Decano CHj; (CH,) g CH3 -30 174 0.73
n-Undecano CH; (CH,) g CH3 -26 196 0.74
n-Dodecano CHs (CH,) 10 CH3 -10 216 0.749
n-Hexadecano CHs (CH,) 14 CH3 18 280 0.775
n-Eicosano CHj; (CH,)1g CH3 36 - -
Cicloalcanos
Isobutano (CH3),CHCHjs -159 -12 -
Isopentano (CH3) ,CHCH, CH4 -160 28 0.62
Isohexano (CH3) ,CH(CH,),CH,4 -154 60 0.654
3-metilpentano (CH3) ,CH(CH3)CH,CHj4 -118 63 0.676
2,2-Dimetilbutano  (CH3) 3CCH,CHj; -98 50 0.649
2,3-Dimetilbutano  (CH3),CHCH(CH3), -129 58 0.668

Botello, 1996.



Alcanos alifaticos Cicloalcanos Hidrocarburos

aromaticos
CH3CH,CHoCH,CH,CH CHe=—1h
CH,
Hexano
Ciclopropano Benceno
(s Gha

CH3CHCH,CHCH,CH,CH3, O
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5-isopropil-2,2-metiloctano Benzopireno

Figura. 2.1. Estructura quimica de los principales grupos de hidrocarburos
del petréleo (Botello, 1996).

Tabla 2.3. Propiedades fisicoquimicas de algunos compuestos aromaticos.

Nombre Foérmula Punto de Punto de Ebullicién Densidad (20°C)
Fusion (°C) (°C) gmL™
Benceno CH¢CHg 55 80 0.874
Tolueno CHgH5 CH3 -95 111 0.862
Etilbenceno C¢Hs CH, CH; -95 136 0.863
Propilbenceno CgHs CH, CH, CH4 -100 1259 0.858
Isopropilbenceno (CH3),CHCgHs -96 152 0.858
o-Xileno 0-(CH3), CeH, -25 144 0.876
m-Xileno m-(CH3), CeHy -48 139 0.86
p-Xileno p-(CH3), CgH, 13 138 0.857
1,2,3 Trimetilbenceno 1,2,3-0-(CH3 )3 C¢ Hs -25 176 0.89
Bifenilo CeHs Cg Hs -69 253 -
Naftaleno CyoHs 80 218 0.975
Botello, 1996.
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Los hidrocarburos, medidos principalmente como hidrocarburos totales de petréleo
(HTP), constituyen la mayoria de los componentes del petréleo crudo y estan conformados
por cientos de componentes individuales. Los HAP son uno de los componentes de los HTP
y son motivo de preocupacion porque algunos son cancerigenos y pueden ser toxicos para
el ambiente (Bojes y Pope, 2007). Los HAP también tienen estructuras estables que
Unicamente les permiten persistir en el ambiente mucho tiempo después que otros
componentes se han degradado en los campos petroleros o en sitios contaminados. La
Agencia de Proteccion Ambiental de los EE.UU. (USEPA) ha clasificado a 16 HAP como
principales contaminantes con base en su toxicidad, exposicion, frecuencia y persistencia

en los sitios de desechos peligrosos y campos petroleros (ATSDR, 2005) (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Propiedades fisicoquimicas de 16 contaminantes prioritarios de hidrocarburos
aromaticos policiclicos de la USEPA de Estados Unidos (ATSDR, 2005)

HAP’s Estructura Peso Solubilidad  Presion de vapor
) molecular  (mgL™*) (mm Hg)
(ndmero de anillos) (g mol™? )
Naftaleno 2 128.17 31 8.89E—02
Acenaftaleno 3 154.21 3.8 3.75e—03
Acenaftileno 3 152.2 16.1 2.90E—02
antraceno 3 178.23 0.045 2.55E—05
Fenantreno 3 178.23 1.1 6.80E—04
Fluoreno 3 166.22 1.9 3.24E—03
Fluorateno 4 202.26 0.26 8.13E—06
Benzoantraceno 4 228.29 0.011 1.54E—07
Criseno 4 228.29 0.0015 7.80E—09
Pireno 4 202.26 0.132 4.25E—06
Benzo(a)pireno 5 252.32 0.0038 4.89E—09
Benzo(b)fluorantreno 5 252.32 0.0015 8.06E—08
Benzo(k)fluorantreno 5 252,32 0.0008 9.59E—11
Dibenzo(a,h)antraceno 6 278.35 0.0005 2.10E—11
Benzo(g, h, i)perileno 6 276.34 0.00026 1.00E—10
Indeno (1, 2, 3-cd) 6 276.34 0.062 1.40E—10

& Los HAP en letra cursiva, la USEPA los clasifica como probables carcindgenos en humanos.
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2.1.2 Clasificacion de los hidrocarburos del petroleo

Los hidrocarburos que componen al petréleo crudo se presentan en la Figura 2.2, e
incluyen hidrocarburos saturados (alcanos y cicloalcanos), insaturados (aromaticos), y
polares (asfaltenos y resinas). Agnello (2000) sefiala que los hidrocarburos presentes en el
petroleo crudo recién extraido de un pozo petrolero, poseen cuatro fracciones:
hidrocarburos  saturados, hidrocarburos aromaticos, hidrocarburos nafténicos, e
hidrocarburos parafinicos.

Hidrocarburos saturados (C,Hzn+2)

Los hidrocarburos saturados son alcanos lineales y ramificados (parafinas) y
cicloalcanos (naftenos). Los primeros cuatro n-alcanos son gases (metano, etano, propano y
butano), los treces siguientes son liquidos y tienen en su estructura quimica de 5 a 17
carbonos, los n-alcanos con méas de 18 atomos de carbono en su estructura molecular son
solidos. Estos hidrocarburos son solubles en disolventes no polares como el éter y
cloroformo; insolubles en agua y en otros disolventes con alta polaridad y actdan también
como disolventes de compuestos de baja polaridad (Agnello, 2000).

Los VOCs como hexano, heptano, octano, nonano, benceno, tolueno, etilbenceno, y
xileno son conocidos por abarcar aproximadamente el 15% del petréleo crudo. Este
subconjunto de componentes de bajo peso molecular tiene comparativamente una alta

solubilidad en agua (Nelson-Smith, 1972; USGS, 2011).
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Figura. 2.2. Hidrocarburos del petroleo crudo (Rivera-Cruz, 2001).

COOH

Hidrocarburos arométicos (CnHzn-6)

Los hidrocarburos aromaticos son compuestos ciclicos mono, di y poli nucleo-
aromaticos, basados en anillos bencénicos fusionados en arreglos lineales, angulares o
agrupados, y contienen al menos 6 atomos de carbono. Algunos hidrogenos pueden ser
reemplazados por grupos alquilo. Todos los hidrocarburos aromaticos son liquidos o
solidos a temperatura ambiente y su punto de ebullicién es de 80°C, y estan cercanos a los
de cicloalcanos correspondientes (Agnello, 2000).

Los compuestos aromaticos son contaminantes ambientales comunes en sitios en los
gue ha ocurrido derrames de petroleo. Los monoaromaticos como el benceno, el tolueno y
los xilenos (BTEX), tienen alta solubilidad en agua y se movilizan en el ambiente. Los

BTEX son considerados analitos volatiles para los métodos analiticos de la EPA. Los HAP

13



se encuentran en el petréleo y en algunos de sus derivados pueden ser contaminantes
persistentes y toxicos, particularmente en la matriz del suelo y sedimentos (EPA, 2005).
Los HAP representan més del 10% de los componentes orgénicos en el crudo y
proporcionan informacion sobre la distribucion general de los hidrocarburos del petroleo en
el ambiente asociado a los derrames (Vinas et al., 2010). En los humanos las vias de
exposicion incluyen contacto con la piel, inhalacién, e ingestién (Fingas, 2000). Estos
componentes son lipofilicos y facilmente aceptados por tejidos humanos y pueden ser
toxicos para el sistema nervioso e inmunoldgico. Los riesgos a largo plazo de la exposicion
a estos componentes se traducen en problemas de salud como cancer y leucemia (Schnatter
et al., 2005; Cheng et al., 2010).

Hidrocarburos nafténicos (CnH2n)

Los hidrocarburos nafténicos son grupos de hidrocarburos con anillos saturados, de
férmula ChHzn, dispuestos en forma de anillos cerrados (ciclicos) que se encuentran en
todas las fracciones del crudo, excepto en las mas ligeras. Predominan los naftenos de un
solo anillo (parafinas monociclicas) con 5 y 6 atomos de carbono, encontrandose los
naftenos de dos anillos (parafinas diciclicas) en los componentes méas pesados (Agnello,
2000).

2.1.3 Metabolismo de los principales compuestos alifaticos y aromaticos del petroleo

Una amplia gama de estudios se han ocupado de la biotransformacion, la
biodegradacion y biorremediacion de hidrocarburos de petroleo, y el interés en la
explotacion de petroleo con organismos que degradan y limpian en el ambiente, se ha
convertido en el centro de la microbiologia del petréleo. La biodegradacion de algunos
compuestos del petroleo se lleva a cabo por via aérobica y anaerobica para alcanos,

cicloalcanos, aromaticos. Ejemplo de ellos se presentan a continuacion:
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Ruta metabolica de los alcanos

En los alcanos el ataque ocurre por enzimas que tienen estricto requerimiento de
oxigeno molecular, como oxigenasa (funcion de oxidasas) y dioxigenasas. Un atomo de O,
se incorpora dentro del alcano y se produce un alcohol primario; el otro &tomo se reduce a
agua, donde la forma reducida de nicotinamida dinucle6tido fosfato (NADPHS,) sirve como
donante de un electron (Ecuacién 1, 2). Al producir un hiperoxido (Ecuacién 2) reducido,
por NADPH, produce un alcohol y agua (Ecuacién 3). Cuando se forma un &cido graso, un
nuevo catabolismo ocurre: La B-oxidacion sucesiva. La cadena del &cido graso se convierte
a una forma acil-Coenzima A (Ecuacion 4) y es accionada por una serie de enzimas. Los
productos de la mineralizacion de los hidrocarburos son CO; y H,O. Ambos grupos metil,
se oxidan resultando la formacion de &cido dicarboxilico (Figura 2.3) (Hernandez et al.,

2000).

Ecuacion (1).
R-CH-CH,+O,*NADPH, > R-CH,-CH -OH+NADP+H, O
alcano alcohol primario +  agua
Ecuacion (2).

R-CH,-CH5+0O, R-CH,-CH,-OOH
alcano hiperoxido

Ecuacion (3).
R-CH -COOH-OOH + NADPH, — R-CH-CH,-OH + NADP+H O
Hiperéxido + NADPH2 alcohol +  agua

Ecuacion (4) R - CH; - CH; - CH,- COOH (écido graso + CoA)
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Figura. 2.3. Esquema helicoidal de la B-oxidacion (Conn et al., 2000).

7,

Mecanismo de degradacion anaerobica de alcanos

Los microorganismos anaerobios también pueden degradar hidrocarburos alifaticos
(HCA). El paso principal de la degradacién anaerdbica de alcanos (Figura 2.4) y
aromaticos, es la carboxilacion de moléculas del sustrato. Varias sustancias puede actuar
como donantes de carbono, incluyendo el grupo carboxilo formado, el fumarato (al
degradar tolueno, xileno y alcanos), y el bicarbonato (al degradar naftaleno y alcanos). Los
demas productos de descomposicion se dan a través de la B-oxidacion (Young y Phelps,

2005).
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Figura. 2.4 Mecanismo de degradacion anaerdbica de alcanos (Young y Phelps 2005).

Mecanismo de degradacion aerobica de cicloalcanos

El mecanismo de biodegradacién de cicloalcanos lo realizan cepas bacterianas
(Gordonia, Xanthobacter) capaces de utilizar estos sustratos, dado que tienen sistemas
enzimaticos, diferentes a los utilizados por otros microorganismos para la oxidacién de
alcanos. La via de la degradacion de cicloalcanos es indicado en la Figura 2.5, en la cual, en
primera instancia se presenta una primera hidroxilacion formando caprolactona y después
de una segunda hidroxilacion se rompe el anillo, formando como producto final el acido

adipico (Yemashova et al., 2007).

OH 0O
’ caprolactona
|\-----

ciclohexano l 9)
COOH COOH COOH
" COOH CHO -~ CH,OH

bt o U

acido adipico

Figura 2.5. Mecanismo de degradacién aerdbica de cicloalcanos (Yemashova et al., 2007)
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Vias de degradacion aérobica de la estructura aromatica, por fision.

Hay dos estrategias basicas utilizadas por los microorganismos para degradar
compuestos aromaticos. La primera estrategia es utilizada por microorganismos aerobios y
consiste en la oxidacion del aromatico en compuestos dihidroxiaromaticos (catecol o
intermedios de hidroquinona), con la consiguiente escision oxidante del anillo aromético
(Figura. 2.6a). La escision del anillo de catecol intermedio puede ocurrir de dos maneras:
intradiol (u orto) para dar un acido muconico (Figura 2.6b). Extradiol (o meta) que consiste
en formar el derivado de hidroxi-muconaldehidico del acido (Figura 2.6c¢). El sustituto
alifatico de compuestos aromaticos se descompone por B-oxidacién de los mas cortos y los
intermedios formados se someten a degradacién del anillo aromético por uno de los
mecanismos descritos previamente. La segunda estrategia es utilizada por microorganismos
anaerobicos implicando la reduccién del anillo aromético y la desfragmentacion posterior
del cicloalcano (Young y Phelps, 2005).

Degradacion anaerdbica de hidrocarburos aromaticos.

La biodegradacion anaer6bica de estructuras aromaticas se presenta en la Figura.
2.7. La Figura 2.7a muestra la degradacion de etilbenceno utilizando bicarbonato como
donante de carbono. La Figura 2.7b muestra la degradacion de tolueno utilizando fumarato
como donante de carbono para el grupo carboxilico en formacion. Por ejemplo, algunas
cepas desnitrificantes transforman sustratos aromaticos de acido benzoico y a continuacion,
a benzoil-CoA reductasa. Este tltimo es mas reducido a ciclohexenilo-CoA derivados que a
continuacion, se hidroliza y los productos formados se someten a -oxidacion (Young y

Phelps, 2005).
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Figura. 2.6. (a, b, c) Principales vias de degradacion aerobica de la estructura aromatica,

por fision. (Yemashova et al., 2007)
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Figura. 2.7. (a, b). Via de degradacién anaerdbica de hidrocarburos aromaticos
(YYemashova et al., 2007)

Via principal del metabolismo microbiano de los HAP

Las bacterias y algas, inician la oxidacion de HAP (naftaleno, antraceno, fenantreno,
benzo(a) pireno, etc.) incorporando dos atomos de O, mediante la oxidacion catalitica de
dioxigenasas, dentro del anillo aromatico produciendo como compuesto intermediario al
cis-dihidriol, el cual es deshidrogenado, formando catecol. Posteriormente, el catabolismo
de los HAP, involucra la fision de anillos (orto y meta) realizadas por las enzimas
dioxigenasas, dividiendo el anillo aromatico, produciendo alifaticos intermedios (Figura

2.8). La biodegradacion de HAP es lenta debido a su baja solubilidad y al incremento de
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constituyentes alquilo, pero las bacterias y los hongos rizosféricos pueden degradarlos
aerobicamente, usandolos como fuente de carbono y energia por cometabolismo. Muchos
hongos, oxidan los HAP por via citocromo P-450 monoxigenasa, incorporando uno de los
atomos de oxigeno molecular dentro del HAP formando un areniéxido, mientras que otro
atomo de oxigeno pasa a formar H,O y por medio de la enzima epo6xido hidrolasa propicia
la ruptura del anillo formando trans-dihidriol. Los arendxidos al ser inestables, también
sufren rearreglos no enzimaticos produciendo fenol, el cual, puede conjugarse con glucosa,
acido glucoronico, sulfato o xilosa (Figura 2.8). Varios hongos por medio de enzimas como
peroxidasas y lacasas tienen la habilidad para oxidar los HAP a quinonas, propiciando la
fision del anillo aromatico. Pocos de ellos reducen los HAP hasta CO, (Mueller et al.,
1996; Yemashova et al., 2007).

Balachandran et al. (2012) propusieron la via de degradacion del naftaleno por
Streptomyces sp. (Figura 2.9). El naftaleno se convierte en 1,2-dihidroxi-naftaleno por
hidroxilacion con 1,2 dioxigenasa, seguido de la deshidrogenacién, hasta la formacion de
acido benzoico el que sufre una hidroxilacion para formar acido protocatéquico, el cual se
degrada en catecol, seguido del acido muconico, el cuél es oxidado y transformado por el

ciclo del &cido tricarboxilico (ATC) en CO; y H,0.
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Figura 2.9 Ruta propuesta para la degradacion de naftaleno por Streptomyces sp.
(Balanchandran et al., 2012)

2.2 DERRAMES DE PETROLEO DE MAYOR TRASCENDENCIA EN EL GOLFO
DE MEXICO

Una via importante de contaminacién de petréleo en el Golfo de México son los
derrames de hidrocarburos causados por accidentes maritimos, la explotacion de gas y las
plataformas de petréleo (offshore) en el Golfo de México, como consecuencia de la ruptura
de ductos, explosiones e incendios en los pozos marinos, desbordamiento y mal
funcionamiento de los equipos instalados y en operacion. Entre los principales derrames de
petréleo, que destacan por su mayor trascendencia por el tiempo de duracion, el volumen
derramado y el dafio ambiental, se mencionan los siguientes: el derrame del pozo petrolero

Ixtoc I, y el derrame de petr6leo y gas de mayor impacto en aguas profundas por la
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Compaifiia British Petroleum (BP) frente a las costas de Louisiana y Nuevo Orleans de los
Estados Unidos.
2.2.1 Derrame petrolero del Ixtoc |

El derrame de hidrocarburos méas conocido en el Mar Caribe fue el ocurrido en el
pozo petrolero IXTOC I en 1979 en la Sonda de Campeche, al sureste del Golfo de México
durante las operaciones de perforacion de gas y petréleo. La explosion del pozo ocasiono la
fuga de 30,000 barriles diarios de petroleo crudo ligero durante diez meses sumando un
total de 475,000 toneladas métricas (PNUMA, 1994; IOCARIBE, 1997). El petroleo
derramado contaminG gran parte del litoral del golfo mexicano y dafio severamente su
franja costera, constituida principalmente de playas arenosas e islas que protegian a lagunas
costeras, estuarios y humedales, ecosistemas que adn no se han estabilizado por completo
(Botello, 1996; Beltran et al., 2005).

En el caso del Ixtoc I, se estimaron los mecanismos de transformacion sufridos por
el crudo, identificando a la evaporaciéon hacia la atmésfera adyacente y al hundimiento
hacia el fondo oceanico como los principales mecanismos de transformacion del crudo con
48 y 24% respectivamente. Sin embargo, aunque en menor magnitud existieron depositos
en la playas mexicanas (6%) y norteamericanas (3%), asi como una cantidad pequefia que
fue biodegradada (12%), quemada in situ (3%) y removida mecanicamente (5%), por lo que
se generd una controversia importante sobre los alcances y la severidad de la
contaminacion del litoral y los ecosistemas costeros existentes (Botello y Paez-Osuna,
1986).

La evaluacion del reservorio sedimentario realizado durante el evento del Ixtoc I,
indico que los niveles de hidrocarburos alifaticos o parafinas, estuvieron dentro del

intervalo establecido para zonas costeras no contaminadas por petréleo (<70 pg g*l),
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ademéas de presentar un grupo de parafinas biogénicas dominante; la magnitud de las
concentraciones fue alta solamente en sitios cercanos al derrame, decreciendo
significativamente conforme se incrementaba la distancia del siniestro (Botello, 1996).

2.2.2 Derrame petrolero de British Petroleum en aguas profundas del Golfo de México

Los derrames de petroleo han estado ocurriendo desde que la industria del petréleo
empez6 a extraerlo del mar y a transportarlo mediante buques oceénicos. Los derrames
ocurridos en los pozos petroliferos se ejemplifican por el ocurrido el 20 de abril del 2010 en
el pozo exploratorio MC 252 de la compafiia British Petroleum (BP) donde los sistema de
control de presién y todo el equipo de emergencia en la boca del pozo fallaron liberaron
aceite y gas de alta presiéon a 1500 m de profundidad, y a 77 km de la costa en Louisiana.
En el incendio subsiguiente y explosiones, 11 hombres perdieron la vida trdgicamente. La
Plataforma de perforacién Horizonte se quemo y finalmente se hundi6 al segundo dia. El
derrame de petréleo de (20 Abril al 5 Julio del 2010; 28.736667° N, -88.386944° W; Figura
2.10) fue uno de los derrames marinos mas grandes en el mundo (McNutt et al., 2011), que
duré 84 dias y derramé de 7.94x10%a 1.11x10° L de petréleo crudo ligero (35.2° API) en la
superficie marina del norte del Golfo de México, con un flujo maximo estimado de 1.552 x
10" L d™. La maxima superficie cubierta por el derrame fue de 62,159 km?, afectando la
columna de agua, los sedimentos, y alimentos marinos de interés comercial (Atlas y Hazen,
2011; Sammarco et al., 2013).

Durante el derrame se aplicaron 2.9x10° L de dispersante tanto en la superficie
como a la fuga a 1500 metros sobre la superficie del océano en el centro del pozo. Esto
disolvié parcialmente el crudo, dispersandolo y previniendo que una porcion de éste
alcanzara la superficie; sin embargo, se ha indicado que el petréleo se ha encontrado en

sedimentos de aguas profundas, y en agua a profundidades de 400 y 1000 m. Bajo
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condiciones naturales, los componentes con pesos moleculares medianos y ligeros se
quedaron en la superficie y volatilizaron o se degradaron con el tiempo. Los componentes
de mayor peso molecular se depositaron en los sedimentos; los cuales pueden retener
algunas propiedades tdxicas por afios (Atlas y Hazen, 2011).

Los HAP representan uno de los componentes mas toxicos del petréleo crudo ligero,
los cuales pueden bioconcentrarse en invertebrados marinos, incluyendo mariscos de
interés comercial como camarones, cangrejo azul, y almejas, los cuales representan el 73%,
33%, y 59% del total de desembarques pesqueros de los Estados Unidos de America, y gran
cantidad de estos productos derivan del Golfo de México. En este caso, los HAP
derramados fueron relativamente bajos, y esta cantidad decrecio en la superficie, y en el
petroleo que alcanzé la orilla (Vinas et al., 2010; Atlas y Hazen, 2011).

Sammarco et al. (2013) realizaron un estudio para examinar las concentraciones de
petroleo en dicho sitio, después haberse controlado el derrame de BP. Los objetivos del
estudio fueron definir los patrones de distribucion y abundancia de (1) TPH en el norte del
Golfo de México (GDM) dentro de los limites del régimen de muestreo; (2) PAHSs; (3) C1
benzo(a) antracenos/crisenos; (4 y 5) C-2 y C-4 fenantrenos/antracenos; (6) C3-naftalenos.
Las seis clases de componentes fueron evaluados en el siguiente orden: (a) agua de mar; (b)
sedimentos; (c) flora y fauna marina; y (d) algunas especies comerciales. Los resultados del
estudio de distribucion y concentracion de hidrocarburos del petréleo asociados con el
derrame de crudo por BP en el horizonte de aguas profundas en el GDM fueron los

siguientes:
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Figura. 2.10. Representacion grafica del derrame de BP en aguas profundas del Golfo de México
(Sammarco et al., 2013).

e El estudio demostrd que la escala espacial de la distribucion del petréleo crudo en
cuatro medios diferentes durante y después del derrame, se extendié del oeste de
Florida al oeste de Louisiana y al este de Texas.

e Los TPH y PAHSs de sedimentos alcanzaron su punto maximo cerca de Pensacola,
Florida y Galveston, Texas. Las concentraciones de TPH promediaron 39.4 ppt en
las inmediaciones del derrame; el rango total fue de 0.50 ppm a 535 ppt.

e Los TPH en agua de mar alcanzaron su punto méximo en Pensacola, todas las clases
anteriores alcanzaron su punto maximo al lado del rio Mississippi, Louisiana y
Galveston. Las concentraciones de los componentes en agua de mar fueron mayores

que los reportados en otros, y particularmente mayores que los datos publicados por
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Ylitalo et al. (2012), el cual report6 que todas sus mediciones estaban dentro de los
limites aceptables en cuanto a la exposicion humana y consumo.

La NOAA recolect6 muestras de agua en la region del derrame, mientras el derrame
seguia activo en mayo del 2010. El rango de concentraciones reportadas por todos
los componentes en un transecto representativo fue de 1.24 ppb - 4.49 ppt. Las
muestras de agua en este estudio se obtuvieron de la zona de derrame, asi como de
sitios a cientos de kilémetros de distancia, después de que el pozo fue tapado. El
rango de todos los compuestos fue debajo de los limites detectables a 530 ppm. La
discrepancia en resultados por Sammarco et al. (2013) y la NOAA (2010) puede ser
atribuible a la variacion espacio-temporal en el muestreo.

Los HTP y HPA en la biota, alcanzaron su maxima concentracion cerca del rio
Mississippi justo al oeste del sitio del derrame. La biota marina, tales como
esponjas, corales, bivalvos marinos y otros organismos epibenténicos presentaron
altas concentraciones de hidrocarburos del petrdleo a profundidades <18 m.,
después de que el pozo fuese tapado. Los efectos a largo plazo sobre estos
organismos en el GDM aln no se han descrito, por lo cual se recomienda su
monitoreo. Las concentraciones de TPH en este conjunto de flora y fauna marina
promediaron 3.820 ppt.

Los HTP e HPA en mariscos, alcanzaron su punto maximo cerca del lugar del
derrame en Pensacola, FL. En las muestras de mariscos, el pico de las
concentraciones medidas de C1-benzo(a) antraceno/criseno fueron 3.8 x 10° veces
mayor que el umbral admitido por USEPA para el consumo humano de productos

del mar (1.80 x 10™ ppm). Las altas concentraciones de TPH afectaron el medio
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ambiente y la economia de esta region, debido a sus extensas pesquerias (ostras,
camarones, cangrejos azules, peces). Las especies comerciales exhibieron grandes
valores de HTP, promediando 3.968 ppt.

La recomendacion posterior al derrame de petréleo por BP, en regiones en las que se
realiza tanto produccién y explotacion de gas y petroleo, asi como la explotacion de la
pesca, fue realizar un monitoreo constante de petroleo en la columna de agua, sedimento,
biota marina y mariscos, lo cual, es valioso para ayudar a definir y reducir las
concentraciones de hidrocarburos de petréleo en el medio ambiente y evitar impactos
potenciales en los ecosistemas costeros (humedales y manglares) por contaminacion y
exposicién a COVs y HAPs, los cuales, estan vinculados con los puntos en el tiempo y en
el espacio donde la pesca pueda ser abierta o bedada y, finalmente, reducir el riesgo de
contaminacion por petroleo en ecosistemas costeros y playas del Golfo de México (USGS,

2011; Aeppli et al., 2012; Sammarco et al., 2013).

2.3 POTENCIAL DE MANGLARES EN LA BIORREMEDIACION DE
HIDROCARBUROS DEL PETROLEO
2.3.1 Importancia ecoldgica de manglares

Los manglares son ecosistemas costeros tropicales y subtropicales, conformados por
arboles tolerantes a sal que ocupan suelos o sedimentos, sujetos a inundaciones y con muy
poco oxigeno. EI nombre de manglar es tomado del arbol de mangle y deriva de la palabra
guarani “mangue” que significa “arbol retorcido”. El manglar es uno de los ecosistemas
mas interesantes e importantes que posee el planeta en regiones ecuatoriales vy
subtropicales, por los servicios que presta, los atributos que posee y las funciones que

realiza (Sanchez-Paéz et al., 2000b).
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Los manglares son bosques inundados que se encuentran en la confluencia de aguas
dulces y salobres, y estdn atravesados por canales navegables, llamados esteros, que
aumentan y disminuyen su caudal al ritmo de las mareas. Los mangles son arboles que en
su proceso evolutivo se adaptaron a las presiones, desarrollando mecanismos para eliminar
los excesos de sal, para sostenerse en suelos inestables y para sobrevivir en sustratos sin
oxigeno, y lograron semillas flotantes que se desarrollan parcialmente en el mismo arbol
como base de sus estrategias de reproduccién (CONABIO, 2008).

Los manglares son reconocidos por presentar especies de arboles y plantas con
adaptaciones morfolégicas y fisiologicas que les permiten tolerar la falta de oxigeno, altos
niveles de salinidad y distintos patrones de inundacion, y colonizar suelos reducidos,
inundados y salinos sujetos a cambios geomorfoldgicos (Tomlinson, 1986).

La produccién neta de los manglares en las zonas donde hay suficiente lavado del
suelo, se transfiere casi en su totalidad al mar como material vegetal (hojas y madera en
descomposicion) o detritos. Los organismos detritivoros de diversos grupos funcionales lo
aprovechan, y transfieren la energia a los sistemas marinos a través de la cadena trofica
(Sanchez-Péez et al., 2000b)

Los manglares son muy importantes para el hombre por las siguientes razones: a)
exportan materia organica que es alimento directo de diversos recursos pesqueros o
estimulante de la produccién primaria en el ecosistema acuatico adyacente; b) sustentan
importantes pesquerias tropicales en las etapas criticas de los ciclos de vida de muchos
peces, crustaceos y moluscos; ¢) se extraen taninos, madera aserrable, postes, durmientes,
lefia y carbon; d) en la zona costera, reducen la erosion al atenuar los cambios climatico-
meteorologicos e hidrodindmicos; €) son refugio de los depredadores y la variada fauna y

flora que coexiste en el ecosistema.
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Los suelos de las areas de manglar son pantanosos, saturados de humedad,
ligeramente &cidos y compuestos de limo, arcilla, arena y restos de materia organica en
diversos estados de descomposicidn; en general, por ser ambientes de baja energia, ademas
los suelos de manglar se caracterizan por un alto contenido de agua, de sal y sulfuro de
hidrégeno, un bajo contenido de oxigeno y una elevada proporcién de materia orgéanica
(Lewis, 2005).

La construccion de obras civiles especialmente en cuanto a vias de comunicacion
como carreteras, canales y vias férreas en la costa Atlantica principalmente, asi como la
edificacion y adecuacion de muelles, la ampliacion de centros urbanos, han contribuido a la
desaparicion y degradacion de los bosques de manglar (Mastaller, 1996). Cerca de un tercio
de los manglares, pastos marinos y zonas pantanosas salinas en todo el mundo se han
perdido en las Ultimas décadas, como resultado de la deforestacion, cambio de uso del
suelo, extension de la acuicultura, la ingenieria portuaria, la urbanizacion y la
contaminacion con hidrocarburos del petrleo (Alongi, 2002; Feller et al., 2010; Lewis et
al., 2011; Peixoto et al., 2011; Penha-Lopes et al., 2011; Bouchez et al., 2013).

En el mundo se conocen alrededor de 73 especies de manglares (Tomlinson, 1986;
Spalding et al., 2010). Los manglares de México se distribuyen en el interior de lagunas
costeras y sistemas estuarinos del Golfo de México y del Océano Pacifico, y abarcan una
area de 655,667 hectareas (CONABIO, 2008). Campeche es el estado con mayor cobertura
de manglar (196,552 ha), y las mayores extensiones en su cobertura se localizan en el Area
de Proteccion de Flora y Fauna Laguna de Términos (APFFLT) y en la Reserva de la
Biosfera Los Petenes (RBLP), siendo éstos los mas importantes en cobertura de humedales
en la zona costera del Golfo de México (CONABIO, 2008). Los bosques de manglar en el

estado de Campeche, México estan constituidos principalmente por cuatro especies:
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Rhizophora mangle L., Avicennia germina L., Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. f., y
Conocarpus erectus L., las cuales se encuentran bajo proteccion especial de la NOM-059-
SEMARNAT-2001 (Contreras, 1985; Day et al., 1987; CONABIO, 2008).

En las franjas costeras del Caribe y el Pacifico predomina el mangle rojo
(Rhizophora mangle), denominado asi por la abundante tintura de su corteza, y facilmente
reconocible gracias a sus raices que parecen enormes arafias, lo que ha hecho que al
manglar se le conozca localmente como el raicero. EI mangle rojo, se reproduce mediante
la autofertilizacion; esta forma cerrada de reproduccion propicia poca diversidad genética
dentro de cada especie. Como resultado de lo anterior, puede que el mangle rojo sucumba
facilmente ante la presencia de contaminantes u otros agentes ambientales (Rivera-Monroy
y Twilley, 1996).

Conocarpus erectus (mangle botoncillo), generalmente no se considera un
verdadero mangle, si no una especie perimetral que se encuentra en las partes mas elevadas
y sobre terrenos arenosos y menos salados. Frecuentemente se desarrolla como arbusto,
pero en terrenos favorables se desarrolla como arbol, alcanzando alturas de 5 a 7 m. Es la
Unica especie de mangle con hojas alternas, tiene peciolos muy cortos con laminas elipticas
o0 eliptico lanceoladas, tienen de 4 a 9 cm de largo y de 2 a 3.5 cm de ancho; posee 2
glandulas en la base de la lamina de la hoja. Las flores son diminutas de 2 mm de ancho,
verdes y fragantes, reunidas en inflorescencias globulares de 6 a 12.5 mm de diametro, que
se convierten en una fruta agregada y redonda (Mitra et al., 2008)

Los arboles Laguncularia racemosa (Mangle blanco), tienen generalmente una
altura de 4 a 6 m, aunque alcanza hasta 20 m. Su tronco tiene una corteza fisurada,
caracteristica que lo distingue del mangle negro, que tiene una corteza enteriza. Las hojas

son pecioladas, con peciolos de 1 a 2 cm de largo, rojizos y con 2 glandulas colocadas en
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ambos lados de la porcidn distal; son opuestas, simples, enterizas y oblongas con un apice
redondeado Yy textura coriacea y suculenta. La superficie superior (haz) es verde grisaceo y
el envés mas claro (Rivera-Monroy y Twilley, 1996).

Al igual que ocurre en ambientes terrestres, en los suelos de manglares las
sustancias alimenticias exudadas por las raices de los arboles de mangle sirven de alimento
y fuente de energia a la comunidad bacteriana presente en los sedimentos y en su rizésfera
de mangle (Holguin y Bashan, 2007). El suelo es un factor importante a ser considerado por
los servicios ambientales que puede ofrecer, como una fuente de carbono (por
microorganismos amiloliticos, celuloliticos y lipoliticos) y nitrégeno (proteoliticos y
pectinoliticos), donde los microorganismos tienen una funcion principal en la estructura y
propiedades quimicas (pH, nitrégeno y contenido de materia organica), y contribuye con la
liberacion de nutrientes que son aprovechados por las plantas, pero también, en la
mineralizacion y transformacién de contaminantes (Schloter et al., 2003).

Las bacterias aisladas de la rizosfera de manglares, se utilizan como un instrumento
para mejorar la reforestacion y rehabilitacion de manglares (Bashan y Holguin, 2002). La
inoculacién de plantulas de mangle con bacterias puede ayudar a restablecer la vegetacion y
el ecosistema de manglares afectados por contaminantes (Holguin et al., 2001; de-Bashan et
al. 2012).

2.3.2 Efecto de hidrocarburos del petroleo en manglares y su potencial en
biorremediacion

Los manglares son reconocidos por su gran importancia ecologica y economica,
pero también son los ecosistemas mas amenazados del mundo por fuentes de
contaminacion derivadas de la explotacion y produccion petrolera marina y terrestre

(Gomes et al., 2010). Existen diversos trabajos que destacan la importancia de los
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microorganismos aislados de suelos y sedimentos de manglares para llevar a cabo procesos
de biorremediacion de hidrocarburos del petréleo.

En las superficies de ecosistemas de manglares, los microorganismos se organizan
en biopeliculas microbianas, que consisten principalmente de bacterias heterétrofas
conocidas a menudo como los microfitobentos, que se incrustan en una matriz organica
microbiana (Decho, 2000). Estas comunidades y biopeliculas estan presentes en las capas
superiores de los suelos y sedimentos (Holguin et al., 2001), asi como en raices de los
arboles (Toledo et al., 1995; Gomes et al., 2010), donde se llevan a cabo una serie de
funciones como la transformacion de nutrientes, estabilizacion de los sedimentos, la
promocidn del crecimiento vegetal.

Los hidrocarburos de petréleo derramados accidentalmente durante la explotacion
de pozos petroleros marinos o terrestres dafian severamente a los ecosistemas de manglar, y
las operaciones de limpieza después del derrame son costosas (Mastaller, 1996). La
contaminacion de los manglares tiene una serie de consecuencias importantes, la mas
inmediata y evidente es la defoliacién de los arboles (Kathiresan y Bingham, 2001). La
toxicidad del aceite puede depender de las condiciones ambientales pero afecta la
supervivencia y el crecimiento de Rhizophora mangle (Proffitt et al., 1995).

A lo largo de la costa de Sao Paulo, Brasil, un derrame de petréleo causé 25.9% de
defoliacion de Rhizophora mangle, el 43.4% defoliacion de Laguncularia racemosa, y el
64.5% de defoliacion de Avicennia schaueriana (Lamparelli et al., 1997). La mortalidad
diferencial de los arboles puede potencialmente conducir a los cambios a largo plazo en la
estructura de la comunidad.

El petroleo en un habitat de manglares puede tener otros efectos menos evidentes en

los manglares. Por ejemplo, los sedimentos pueden tener la contaminacion de hidrocarburos
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mucho después de un evento de derrame, incluso cuando no hay evidencia de
contaminacion de petrdleo en los &rboles o en muestras de agua circundante (Bernard et al.,
1995, 1996). Mufioz et al. (1997) siguieron la descomposicion de crudo ligero &rabe en
Turba de manglares durante ocho afios completos, encontrando que los sedimentos
contaminados mantenian los residuos de hidrocarburos, incluyendo la traccién de
hidrocarburos aromaticos, cinco afios después de un derrame (Burns et al., 1994). Los
autores sugieren que se requieren al menos 20 afios para que la toxicidad pueda desaparecer
por completo.

Grant et al. (1993) demostraron que el petréleo en sedimentos puede inhibir el
crecimiento y disminuir la supervivencia de las plantulas de mangle durante varios afios,
misma que puede interferir con los esfuerzos de reforestacion de manglares (Zheng et al.,
1997). Klekowski et al. (1994) encontraron una correlacién positiva entre las
concentraciones de HAP en sedimentos de mangle, y la concentracion de clorofila
deficiente en Rhizophora mangle propiciando mutaciones.

La extensién del dafio en el mangle dependera del tipo de petroleo, la magnitud y la
frecuencia del derrame. Por ejemplo, aceite nuevo provoca mas pérdida de hojas en
plantulas de Avicennia que con aceite envejecido (Martin et al., 1990; Grant et al., 1993).
Dada la sensibilidad de los manglares a las condiciones del suelo, es esencial estudiar los
efectos de petrdleo en condiciones que reflejan el entorno natural como sea posible. Por
ejemplo, la salinidad debe ser contemplada en los niveles de campo y las concentraciones
de petrdleo reales se deben utilizar para modelar la exposicion cronica de plantas en el
suelo contaminado con petroleo (Ellison, 1999).

Los efectos residuales pueden hacer a los manglares mas vulnerables a dafios en el

futuro. Los experimentos de laboratorio deben ser a largo plazo, bajo condiciones naturales
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para comprender la respuesta de los manglares al petréleo y los dafios o alteraciones
fisiol6gicas que puedan ocurrir.

La contaminacion por petroleo crudo puede dafiar los animales que viven en el
manglar, tanto en los sedimentos y en las raices de mangle sumergidas en agua (Mackey y
Hodgkinson, 1996); por ejemplo, reduce en 60% el nimero de isépodos en raices
adventicias de Rhizophora mangle, y 40 a 50% el numero de langostas (Levings y Garrity,
1994; Levings et al., 1994), y también la poblacion de ostras en 65%.

Ademés de matar directamente a la fauna del manglar, el petréleo puede tener
indirectamente efectos que modifican el habitat. Asi el petroleo liberado en 1991, durante la
Guerra del Golfo dejo una capa de alquitran negro a lo largo del Golfo de Arabia, creando
temperaturas mas altas de las normales en el suelo. Las consecuencias ecologicas de las
temperaturas altas y el efecto sobre la mesofauna, atin no son conocidas del todo (Boeer,
1996a).

La respuesta general de un bosque de manglar contaminado por el petréleo crudo se
puede dividir en cuatro fases: (1) los efectos inmediatos, (2) el dafio estructural, (3) la
estabilizacion y (4) la recuperacion. La tercera y cuarta fase pueden tardar muchos afios en
ocurrir, si ocurren en absoluto. En Brasil, una zona de manglares dafiados por el petréleo
comenzo6 a recuperarse hasta 10 afios después del suceso (Lamparelli et al., 1997). La
evaluacion de los efectos del petroleo en los manglares requiere el desarrollo de métodos
creativos para la medicion de impactos y el modelado preciso de la fisica y quimica y de
eventos asociados con el derrame (Lamparelli et al., 1997). Estos esfuerzos, sin embargo,
solo seran eficaces si estan apoyados por un cuidadoso monitoreo y un conjunto de estudios
de mediano y largo plazo, asi como, de una ardua labor de conciencia ecoldgica dirigida a

la poblacion sobre el valor de dichos ecosistemas.
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Por lo anterior, es de suma importancia realizar estudios de investigacion en
ecosistemas costeros como son los manglares del estado de Campeche; dado que estos por
su localizacion en la Sonda de Campeche y Golfo de México, son un tesoro ecoldgico y
ambiental en riesgo de ser impactados negativamente por actividades de la industria
petrolera y principalmente por contaminacion a causa de derrames de petroleo.

Los manglares se distinguen de cualquier otro ecosistema boscoso por ser los que
concentran mas carbono en el suelo, por ello su preservacion y estudio actualmente es
esencial para mitigar el cambio climatico. Ademés, la microbiota rizosférica de los
manglares representa un potencial biotecnolégico importante que puede contribuir a
resolver problemas de contaminacién por hidrocarburos del petréleo causado por derrames
de petréleo en la Sonda de Campeche.

Por lo tanto, la propuesta fue desarrollar el presente trabajo de investigacion titulado
“microorganismos degradadores de hidrocarburos del petroleo, aislados de la rizosfera del

manglar del estado de Campeche y su potencial en la biorremediacion”.
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CAPITULO 1l
IDENTIFICACION Y POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE GRUPOS
FUNCIONALES MICROBIANOS AISLADOS DE LA RIZOSFERA DE CUATRO
ESPECIES DE MANGLE™

Resumen

Este estudio identifico grupos funcionales microbianos cultivables tales como bacterias
totales, posibles bacterias fijadoras de N, de vida libre, bacterias hidrocarbonoclastas
fijadoras de N,, bacterias hidrocarbonoclastas asimiladoras de N, hongos totales,
actinobacterias, microorganismos solubilizadores de fdsforo, lipoliticos y celuloliticos. Asi,
como, microorganismos degradadores de pectina, almidén y proteina, aislados de la
rizosfera de cuatro especies de manglares (Rojo, Negro, Blanco y Botoncillo)
predominantes en la Laguna de Términos de Campeche, México. Las poblaciones
microbianas mostraron diferencias significativas (P <0.05) entre las cuatro especies de
mangle. La rizosfera de Mangle Blanco mostré los valores més altos de materia orgénica,
nitrégeno total, fésforo total y carbono organico total, y la mayor poblacion microbiana en
comparacion con las especies de manglares restantes. El analisis de componentes
principales (ACP) indicd que dos componentes representaron el 85.3% de la variacion total.
Las propiedades quimicas y de textura del suelo fueron los componentes principales mas
significativos, CP1 (materia organica y carbono organico total) y CP2 (arena y arcilla). Las
poblaciones microbianas de celuloliticos correlacionaron significativamente (P <0.05) con
la materia organica, nitrogeno total y carbono organico total; las bacterias fijadoras de
nitrogeno, hongos totales, pectinoliticos y amiloliticos correlacionaron con fosforo total.

Palabras clave: Manglares, Rhizophora mangle, Avicennia germinans, Laguncularia

racemosa, Conocarpus erectus, poblaciones microbianas.

“!Capitulo aceptado para su publicacion en la revista Applied Soil Ecology (Ver Anexo V).
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CHAPTER I11
IDENTIFICATION AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF MICROBIAL
FUNCTIONAL GROUPS ISOLATED FROM THE RHIZOSPHERE OF FOUR
MANGROVE SPECIES
Abstract

This study identified and evaluated the biotechnological potential of functional microbial
groups such as total bacteria, potential N-fixing free bacteria, hydrocarbonoclastic N-fixing
free bacteria, hydrocarbonoclastic N-assimilating bacteria, total fungi, actinobacteria, P-
solubilizing and lipolytic microorganisms, and cellulose, pectin, starch and protein-
degrading microorganisms as well, isolated form four dominant mangrove species (red,
white, black and button) at the Terminos Lagoon, Campeche (Mexico). Microbial
populations showed significant differences (P <0.05) among the four mangrove species.
The rhizosphere of white mangrove had higher values of organic matter, and total nitrogen,
phosphorus and organic carbon, and microbial populations than the remaining mangrove
species. The main component analysis (MCA) indicated that two components represented
the 85.3% of the total variation. Chemical and soil textural properties were the more
significant components, MC1 (organic matter and total organic carbon) and MC2 (sand and
clay). Cellulose-degrading microorganisms significantly correlated (P <0.05) with organic
matter, and total nitrogen and organic carbon; whereas potential N-fixing free bacteria, total
fungi, and pectin and starch-degrading microorganisms correlated with total phosphorus.
Key words: Mangroves, Rhizophora mangle, Avicennia germinans, Laguncularia

racemosa, Conocarpus erectus, microbial populations.
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3.1 INTRODUCCION

En el mundo se han reportado aproximadamente 73 especies de manglares
(Spalding et al., 2010) caracteristicas de lagunas costeras en los trépicos y subtrdpicos. Los
manglares son considerados como una de las areas méas productivas en ambientes marinos y
estuarinos que sirven de soporte a grandes comunidades de plantas y animales, muchos de
los cuales son importantes econdémica y ecolégicamente (Jones, 1992; Toledo et al., 1995).
En México los manglares se distribuyen en litorales de lagunas y estuarios en el Golfo de
Meéxico y el Oceano Pacifico, abarcando 655,667 ha. Campeche es el estado mexicano con
la mayor cobertura de manglar (196,552 ha), que se encuentra principalmente en el area
natural protegida de la Laguna de Términos, y en la reserva de la biosfera de Los Petenes
(CONABIO, 2008; Spalding et al., 2010). En Campeche, los manglares se componen de
cuatro especies: Rhizophora mangle L. (mangle rojo), Avicennia germinans (L.) Stern
(mangle negro), Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. f. (mangle blanco) y Conocarpus
erectus L. (mangle botoncillo) (Day et al., 1987; Day et al., 1996).

Los ecosistemas de manglares se caracterizan por la acumulacién de residuos
lignocelul6sicos que son mineralizados por procesos mediados por microorganismos
(Alongi et al., 1989; Holguin et al., 2001). La descomposicion de residuos vegetales genera
detritus, el cual es la base de la cadena alimenticia para varios organismos que viven en ese
ecosistema tales como crustaceos, moluscos, larvas de insectos, nematodos, y especies
comerciales de camarones, ostras y peces (Odum y Heald, 1975a; Odum y Heald, 1975b).
Los manglares de zonas tropicales constituyen el habitat idéneo para el desarrollo de
crustaceos y peces juveniles, lo cual incrementa el rendimiento de la pesca costera (Aburto-
Oropeza et al., 2008; Duke et al., 2007). Sin embargo, el detritus no sélo es importante para

las especies que viven en los ecosistemas de manglares, cerca del 25% de este material es
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transportado a mar abierto. Por lo tanto, los manglares también son considerados como
ecosistemas exportadores de nutrientes (Clough, 1991). Los ecosistemas de manglares son
deficientes en nutrientes, especialmente en nitrégeno (N) y fosforo (P) disponible (Holguin
et al., 1992; Alongi et al., 1993); paradojicamente, son altamente productivos después de
las selvas tropicales y los arrecifes de coral. La actividad microbiana en los manglares es la
responsable de hacer disponibles N y P en el ecosistema, y las deficiencias de estos
elementos se compensan por bacterias fijadoras de N, y solubilizadoras de P (Sengupta y
Chaudhuri, 1990; Alongi et al., 1993; Vazquez et al., 2000; Flores-Mireles et al., 2007;
Vovides et al., 2011a; Vovides et al., 2011b). En manglares de la Laguna de Términos,
Rivera-Monroy y Twilley (1996) encontraron que la pérdida de N debido a procesos de
desnitrificacion es minima, lo que sugiere una competencia entre bacterias y plantas por N
disponible (NH4") en el ecosistema.

Los procesos microbianos son elementos clave en la productividad de los
manglares, donde el N es un nutriente importante. La reduccién del area de manglar afecta
dichos procesos que se ve reflejada en la pérdida de biodiversidad y funcion microbiana,
debido al aumento de amonio, salinidad y pH, malas condiciones de flujo y nivel del agua,
y perturbaciones de origen humano en manglares de zonas aridas y tropicales (Vovides et
al., 2011b).

De manera similar a lo que ocurre en las plantas terrestres, las hojas caidas de las
especies de mangle alimentan y sirven como fuente de carbono y energia a las comunidades
microbianas (Holguin et al., 2001). Por ejemplo, algunos microorganismos desempefian un
papel importante en el ciclo del carbono mediante la degradacion de almidon, celulosa,
lignina, o lipidos, y otros microorganismos participan en los ciclos de N y P en el suelo

(Bouillon et al., 2008). Por lo tanto, la actividad microbiana contribuye de manera
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significativa en los cambios de las propiedades quimicas del suelo, asi como en la nutricién
vegetal al facilitar la mineralizacion de la materia orgénica, y con ello, aumentar la
disponibilidad de nutrientes y la absorcion por las plantas (Schloter et al., 2003). Algunas
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) son elementos bioldgicos Utiles para
la reforestacion y la rehabilitacion de los ecosistemas de manglar, ya que promueven el
crecimiento de las plantulas. Esto se puede hacer mediante la inoculacion de plantas de
semillero con BPCP obtenidas a partir de la rizésfera de mangle que participan en uno o
mas de los ciclos biogeoquimicos del ecosistema. Asi, las BPCV pueden servir como
componentes valiosos en la biorremediacion de suelos contaminados, y agua, y en la
revegetacion de tierras degradadas (Bashan y Holguin, 1998; Holguin et al., 2001; Bashan y
Holguin, 2002; de-Bashan et al., 2012).

La degradacion de hidrocarburos es un proceso natural en todos los ecosistemas; sin
embargo, factores tales como el tipo y disponibilidad de contaminante, y la presencia de
microorganismos hidrocarbonoclastas estan entre las variables mas importantes asociadas
con los resultados del proceso de degradacion (Alexander, 1994; Taketani et al., 2009).

Las nuevas aproximaciones experimentales sugieren la identificacion de cepas
bacterianas como parte de enfoques biotecnoldgicos dirigidos a futuros programas de
rehabilitacion de manglares (Alongi, 1994). Por tanto, las comunidades microbianas tales
como fijadores de nitrogeno, solubilizadoras de P y degradadoras de hidrocarburos en los
manglares, son una fuente importante de microorganismos con aplicaciones potenciales
para diversos fines biotecnologicos tales como produccién sostenible de biocombustibles y
cultivos, fitorremediacion de suelos y aguas contaminadas, o para mejorar la reforestacion
(Sivaramakrishnan et al., 2006; Lageiro et al., 2007; Salihu et al., 2012; de-Bashan et al.,

2012). Por lo anterior, la hipotesis planteada de este trabajo fue que las poblaciones
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microbianas identificadas con potencial biotecnoldgico correlacionan significativamente
con los parametros quimicos del suelo rizosférico de las cuatro especies de mangle
predominantes en la Laguna de Términos, Campeche (México).

El objetivo de este estudio consistid en identificar grupos funcionales microbianos
cultivables, tales como bacterias totales, posibles bacterias fijadoras de N, de vida libre,
bacterias hidrocarbonoclastas fijadoras de N,, bacterias hidrocarbonoclastas asimiladoras
de N, hongos totales, actinobacterias, microorganismos solubilizadores de P, lipoliticos y
celuloliticos. Asi, como degradadores de pectina, almiddn y proteina, aislados de la
rizosfera de las cuatro especies de mangle predominantes en el &rea natural protegida de la

Laguna de Términos.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Sitio de estudio y Muestreo

El suelo rizosférico se colectd de las cuatro especies de mangle predominantes en la
Laguna de Términos, Campeche (México); mangle rojo (MRojo), mangle negro (MNegro),
mangle blanco (MBlanco) y mangle botoncillo (MBoton), durante la temporada de lluvias
(septiembre, 2010) y la temporada de secas (junio, 2011). El sitio de muestreo se encuentra
a lo largo de la costa entre el Jardin Botanico de la Universidad Auténoma del Carmen, y
Estero Pargo; 18° 38" Norte y 91° 46" Oeste (Figura 3.1). Las muestras de suelo rizosférico
se tomaron entre 0 y 20 cm de profundidad entorno a las raices de las especies de mangle,
y se colocaron en frascos de vidrio esterilizados para su posterior analisis microbiologico y
determinar sus principales propiedades de textura y quimicas del suelo. Las muestras se
transportaron y se mantuvieron a 4 °C hasta realizar los analisis correspondientes (Paetz y

Wilke, 2005).
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Se realiz6 un muestreo aleatorio con dos réplicas de suelo rizosférico de tres arboles
de cada especie de mangle (1 kg de suelo rizosférico por cada arbol). Posteriormente, en el
laboratorio para el andlisis microbioldgico, la primera réplica de cada arbol de mangle
muestreado se mezclé6 homogéneamente, aplicando el método de cuarteo, y se generaron
seis muestras compuestas de suelo rizosférico representativo de cada especie de mangle.
Con la segunda replica de suelo rizosférico de cada arbol de mangle, se formaron muestras
compuestas para realizar los analisis quimicos y de textura.

3.2.2 Anélisis microbioldgico de microorganismos cultivables

Los microorganismos cultivables fueron cuantificados por la técnica de dilucion y
conteo en placa (n=6), utilizando medios de cultivo especificos (n=6). Las bacterias totales
(TotB), hongos totales (TotF), y actinobacterias (ACMY) se determinaron utilizando agar
nutritivo, agar papa dextrosa y agar de Czapek (pH 8, Merck®), respectivamente. Las
bacterias con potencial de solubilizar fosfatos de calcio (PSOL) se cuantificaron utilizando
el medio de Pikovskaya (Pikovskaya, 1948), mientras que, las bacterias potencialmente
fijadoras de N, de vida libre (NFB) se cuantificaron utilizando el medio de carbdn
combinado libre de nitrégeno (Rennie, 1981). Ademas, este medio se modificé aplicando
petréleo crudo (80 mg L™) o nitrato de amonio (2 mg L™) més petréleo crudo para la
cuantificacion de bacterias hidrocarbonoclastas fijadoras de N, (NF-HB) y bacterias
hidrocarbonoclastas asimiladoras de N (NA-HB), respectivamente. Las placas de agar se
incubaron a 28 + 1 °C durante un periodo de 3 a 5 dias, expresando los resultados en

unidades formadoras de colonias (UFC g™ suelo seco).
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Figura 3.1. Localizacion de los sitios de muestreo en manglares de la Laguna de Términos.
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Las poblaciones de microorganismos celuloliticos (CELLUL), lipoliticos (LIPOL),
asi como microorganismos degradadores de pectina (PEC), almidén (AMYL) y proteina
(PROT) también se cuantificaron (Levine, 1953; Sierra, 1957; Wollum, 1982; Sumaya et
al., 1993). Las placas (n=6) se incubaron a 28 + 1 °C durante un periodo de 3 a 7 dias,
expresando los resultados en unidades formadoras de colonias (UFC g™ suelo seco).

3.2.3 Andlisis fisicos y quimicos de suelo rizosférico

Las muestras de suelo de cada especie de mangle fueron secadas y tamizadas (< 2
mm) para determinar: pH (1:2 H,0) y conductividad eléctrica (CE) (1:5 H,O) (APHA,
1998), materia organica (MO) y contenido de carb6n orgénico total (COT) (Walkley y
Black, 1934). El contenido total de nitrogeno (N), fosforo (P) por el método de Olsen y
carbonato de calcio (CaCQg3) fueron también determinados (Allison y Moodie, 1965; Olsen
y Dean, 1965; APHA, 1998), asi como la textura del suelo (Bouyoucos, 1962).

3.2.4 Andlisis estadistico

Se utilizé el promedio de seis repeticiones para estimar las poblaciones microbianas
(UFC g™ de suelo). Para homogenizar los datos, la media de las poblaciones microbianas se
transformé en unidades logaritmicas y se sometié a un andlisis de varianza (ANOVA) y a
una prueba de comparacién de medias (Tukey, a = 0.05); sin embargo, los datos en las
graficas se presentan usando datos reales. Las medias de las propiedades quimicas del
suelo se evaluaron mediante el analisis de componentes principales (ACP) junto con un
diagrama de dispersion de los componentes principales CP1 y CP2. Ademas, se realizé una
prueba de correlacion de Pearson (P <0.05) con las poblaciones microbianas y las
propiedades fisicas y quimicas del suelo. El analisis estadistico se realizo con el software

InfoStat_2013 (Di Rienzo et al., 2013).
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Poblacién microbiana

La poblacion de bacterias totales (TotB) fue significativamente mayor en la
rizésfera de MBlanco (1513 x10° UFC g™ suelo) con respecto a las tres especies restantes
de mangle, durante la temporada de lluvias. En contraste, en la estacion seca, la rizésfera de
MBoton y MBlanco mostraron significativamente mayor poblacion de TotB (1040 y 980
x10® UFC g™* suelo, respectivamente) en comparacién con MNegro y MRojo (Figura 3.2A).
La poblacion de actinobacterias (ACMY) no fue influenciada significativamente por la
estacionalidad (datos no presentados), pero present6 variacion por efecto de la especie de
manglar. En la temporada de secas, la poblacion de ACMY fue significativamente mayor
en la rizésfera de MBlanco y MBoton (20 x 10° UFC g™ suelo en promedio); en contraste,
en la temporada de lluvias, la poblacién de ACMY (16.5 x 10° UFC g™ suelo en promedio)
fue mayor en MNegro y MBoton. La poblacion de ACMY maés baja se observé en la
rizosfera de MRojo en la temporada de lluvias (Figura 3.2B). En el caso de
microorganismos solubilizadores de P (PSol), las poblaciones mas altas se encontraron
durante la estacion seca, especialmente en la rizosfera de MBoton y MBlanco (198 y 105
UFC g de suelo, respectivamente) (Figura 3.2C); mientras que para las restantes especies
de manglar la poblacion promedio de PSol fue de 425 UFC g* de suelo,
independientemente de la estacionalidad (Figura 3.2C). La poblacion de hongos totales
(TotF) fue significativamente mayor durante la temporada de lluvias en las muestras de
suelo rizosférico de MBlanco y MNegro cuyas poblaciones fueron 1,500 UFC g™ suelo y

600 UFC g suelo, respectivamente (Figura 3.2D).
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Figura 3.2. Poblaciones de bacterias totales (TotB), actinobacterias (ACMY),
microorganismos potencialmente solubilizadores de P (PSol) y hongos totales (TotF)
cuantificados en el suelo rizosférico de cuatro especies de mangle muestreados en la
Laguna de Términos, Campeche (México). Promedio + Error Estandar. Letras similares
sobre las barras no son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05). n=6. Abreviaturas:

MR, Mangle Rojo; MB, Mangle Blanco; MN, Mangle Negro, y MBt, Mangle Botoncillo.

La poblacion de bacterias diazotrofas (NFB) fue significativamente mayor en la
temporada de lluvias en comparacion con la temporada seca; mientras que la rizosfera de
MBlanco, MBoton y MRojo mostraron mayores poblaciones (1360, 640 y 448 x10°UFC g*

de suelo, respectivamente) que la rizésfera del MNegro con 84 x 10° UFC g™ de suelo

(Figura 3.3A).
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La poblacion de bacterias diazotroficas degradadoras de hidrocarburos (NF-HB) fue
significativamente mayor en las muestras colectadas durante la temporada de lluvias, en
comparacion con la temporada de secas, particularmente, en la rizésfera de MBoton y
MBIlanco cuyas poblaciones de NF-HB fueron 323 y 129 x 10° UFC g* de suelo,
respectivamente (Figura 3.3B). En la temporada de Iluvias, la poblacion de bacterias NA-
HB fue significativamente mayor en las muestras colectadas de la rizésfera de MBlanco y
MBoton (98 y 74 x 10° UFC g™ de suelo, respectivamente) con respecto a la observada para
MNegro (Figura 3.3C). Durante la estacion seca, la poblacion de NA-HB fue
significativamente menor en la rizésfera de MNegro fue de 27 x10° UFC g* de suelo
(Figura 3.3C).

En la Figura 3.4, se observan diferencias significativas entre las especies de mangle
con respecto a la poblacion de microorganismos lipoliticos (LIPOL), celuloliticos
(CELLUL), amiloliticos (AMIL), pectinoliticos (PEC), y proteoliticos (PROT). La
rizésfera de MBlanco tuvo las poblaciones més altas de CELLUL (38 x 10° UFC g* de
suelo), AMYL (71 x 10° UFC g de suelo), PEC (140 x 10° UFC g de suelo), y PROT (73
x 10® UFC g™ de suelo) en las muestras colectadas durante la temporada de lluvias (Fig. 3.4
B, C, D y E). La riz4sfera de MBoton present6 la mayor poblacion de microorganismos
LIPOL, seguido de la rizésfera de MBlanco, en ambas estaciones (Figura 3.4A). Por el
contrario, en temporada seca, las poblaciones microbianas mas bajas se detectaron en
microorganismos lipoliticos, amiloliticos y pectinoliticos en MRojo, asi como celuloliticos

en MBoton, y proteoliticos en MNegro (Figura 3.4 A-E).
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Figura 3.3 Poblaciones de bacterias posiblemente fijadoras de N de vida libre (NFB), bacterias
hidrocarbonoclastas fijadoras de N, (NF-HB) y bacterias hidrocarbonoclastas asimiladoras
de N (NA-HB), cuantificadas en el suelo rizosféerico de cuatro especies de mangle
muestreados en la Laguna de Términos, Campeche (México). Promedio + Error Estandar.
Letras similares sobre las barras no son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05). n=6.
Abreviaturas: MR, Mangle Rojo; MB, Mangle Blanco; MN, Mangle Negro y MBt, Mangle
Botoncillo.
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Figura 3.4. Poblaciones de microorganismos con actividad fisioldgica especifica: lipolitica
(LIPOL), degradadores de celulosa (CELLUL), almidon (AMYL), pectina (PEC), y
proteina (PROT), cuantificadas en el suelo rizosférico de cuatro especies de mangle
muestreados en la Laguna de Términos, Campeche (México). Promedio + Error Estandar.
Letras similares sobre las barras no son estadisticamente diferentes (Tukey, =0.05). n=6.
Abreviaturas: MR, Mangle Rojo; MB, Mangle Blanco; MN, Mangle Negro y MBt, Mangle
Botoncillo.
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3.3.2 Parametros fisicos y quimicos del suelo rizosférico

La Tabla 3.1 muestra que los valores de pH oscilaron entre 7.4 y 8.9 en las cuatro
especies de mangle, independientemente de la temporada de muestreo. Los valores de
conductividad eléctrica (CE) fueron mayores en las muestras colectadas en la temporada de
sequia, en comparacion con los obtenidos en la estacion de lluvias, a excepcion de la
muestra de suelo rizosférico de MBoton. En el caso de la materia organica total (MO), los
valores mas altos se obtuvieron en la rizdsfera de MBlanco, y los valores mas bajos se
encontraron en la rizosfera de MRojo; para estas dos especies de mangle, los valores mas
altos de MO se obtuvieron en la temporada de lluvias en comparacion con los obtenidos en
la estacion de sequia (Tabla 3.1).

Un patron similar se encontro para el N-total, donde el mayor valor se obtuvo en la
rizosfera de MBlanco y MNegro tanto en la temporada de Iluvias y sequia, en cambio, los
valores mas bajos se encontraron en la rizésfera de MRojo y MBoton (Tabla 3.1). El
contenido de fésforo (P) fue en general mas alto durante la temporada de lluvias que en la
estacion seca. En la temporada de lluvias, los valores méas altos se obtuvieron en la rizosfera
de MBlanco, MNegro y MBoton; por el contrario, durante la estacion seca, los valores mas
altos correspondieron a la rizosfera de MNegro y MBoton (Tabla 3.1). Independientemente
de la especie de mangle, el contenido de carbonato de calcio (CaCOs3) en la temporada seca
fue 7 veces mayor que en la temporada de lluvias (Tabla 3.1). La rizosfera de MBlanco
mostré los mayores valores de carbono orgéanico total (COT) en ambas temporadas;
contrario a esto, los valores de COT mas bajos se obtuvieron en la rizosfera de MRojo y

MBoton, respectivamente (Tabla 3.1).

52



Tabla 3.1. Parametros quimicos y textura del suelo rizosférico de cuatro especies de mangle
de la Laguna Términos, Campeche.

Temporada  Especies pH CE Materia N-Total P-Total CaCOs; Carbono Textura del suelo
de Organica Organico
Mangle Total
dsm (%) (%) mgL™ (%) (%) (%)

Arena Limo Arcilla

Lluvias  MRojo 8.9+0.02 0.89+0.02 1.2+0.1 0.04+0.01 8.0+0.5 9.6+0.06 0.48+0.05 80+2 9+2 1142
MBlanco 7.8£0.03 0.51+0.04 13.9+0.1 0.34+0.06  39.0+2 7.7¢0.1  7.15+0.05 80+1 9+1 11#1
MNegro  8.3+0.2 0.76+0.01 3.0+0.5 0.08+0.01 24.0+1 13.5#0.1 1.26+0.04 84+1 5+1 11#1

MBoton 8.6+0.1 0.79#0.01 2.3+0.1 0.07+0.02 15.0+0.5 8.9+0.1 1.88+0.08 82+1 7+1 11#1

Secas MRojo 8.6£0.1 4.27+0.03 0.1+0.05 0.04£0.03 1.0+04 883+0.75 0.20+0.06 4+2 3+2 93+2
MBlanco 7.4x0.06 3.200.1 11.0¢#1  0.37+0.02 0.8+0.04 46.4+0.06 6.40+0.1 8+1 9+1 831
MNegro  7.6+0.1 2.67+0.1 6.6+0.1 0.16+0.01 14.8+0.01 56.7+0.03 3.90+0.1 18+1 9+1 73%1

MBoton  8.8+0.1 0.21+0.01 0.5+0.05 0.04+0.01 13.4+0.1 84.4+04 0.30+0.1 7+1 2+1 91#1




Los resultados de la caracterizacion y agrupacion de los parametros quimicos del
suelo de la rizosfera de las cuatro especies de mangle se muestran en la Figura 3.5. Basado
en el analisis de componentes principales (ACP), se observd que dos componentes
principales representan el 85.5% de la variacion total: CP1 con un 48.3%, y CP2 con
37.0%. Los pardmetros con influencia significativa en el componente principal CP1 fueron
materia orgénica y carbono organico total. Contrariamente a esto, el componente CP2 est4
influenciado significativamente por los pardmetros relacionados con la textura del suelo:
arena y arcilla. Durante la temporada de lluvias, las cuatro especies de mangle mostraron
una textura franco-arenosa (CP1), mientras que durante la estacion seca, el suelo tenia una
textura arcillosa (CP2). La mayor parte del suelo en manglares de la Laguna de Términos y
Estero Pargo es arcilloso, con muchas inclusiones de raices y material lefioso grueso. Por lo
anterior, el tipo textura observado en ambas temporadas en el suelo de manglar,
posiblemente se deben a la hidrodindmica del sistema fluvio-lagunar de la laguna de
Términos, la cual presenta corrientes de flujo y reflujo permanente de agua marina entrando
en la boca de Puerto Real y saliendo por boca del Carmen en temporada de lluvias.
Ademas, la zona de muestreo se mantiene inundada durante la estacion de lluvias. La
temporada de nortes, ocasiona oleaje y corrientes a lo largo de la costa de tal forma, que el
nivel del mar aumenta hasta casi un metro por encima de su nivel normal (Rivera-Monroy y
Twilley, 1996; Fuentes-Yaco et al., 2001).

En la textura de la rizosfera de los manglares se obtuvieron correlaciones altamente
significativas entre arena x arcilla (r = -1.0, P <0.0001), y entre arena x CaCO3 (r =-0.93, P
<0.0007) (Tabla 2). Ademas, las correlaciones de los pardmetros asociados a las temporada

de lluvias (arena x fésforo, r = 0.62) o la estacion seca (Arcilla x CaCO3, r = 0.95) fueron
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altamente significativas (Tabla 3.2). Los valores negativos indican que a mayor porcentaje
de arenas se tendra menor porcentaje de arcillas y/o CaCOs.

La Figura 3.5 muestra que a medida que dos vectores estdn mas cerca los valores de
r tienden a 1.0, como ocurri6 con el coeficiente de correlacion para el carbono organico
total (COT) x materia organica (OM), cuyo valor fue r = 0.99. Por el contrario, cuando los
vectores son opuestos la correlacion se vuelve negativa, como se observo para arena X
arcilla (r =-1,0).

Basandose en el diagrama de dispersion para los componentes principales CP1 y
CP2 (Figura 3.6) y en la correlacion negativa observada para el ACP, la asociacion entre
arena x arcilla (r = -1,0) es inversamente proporcional entre si. Por ejemplo, el suelo
rizosférico de MRojo, MBoton, MNegro y MBlanco present6 valores altos de arena en la
temporada de lluvias, pero valores bajos de arcilla. Por el contrario, durante la estacion
seca, la rizdsfera de las cuatro especies de mangle presentd valores méas bajos de arena,

pero valores altos de arcilla (Figura 3.6).
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Figura 3.5. Gréafica de analisis de componentes principales de pardmetros quimicos, textura

del suelo rizosférico y estacionalidad designada para cuatro especies de mangle de la

Laguna de Términos, Campeche, México. Los valores entre paréntesis representan el

porcentaje de variacion de cada componente. Abreviaturas: MR, Mangle Rojo; MB,

Mangle Blanco; MN, Mangle Negro y MBt, Mangle Botoncillo.
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Figura 3.6. Diagrama de dispersién de CP1 versus CP2 con respecto a las especies de
mangle y estacionalidad (lluvias o secas) estimada a partir de muestras colectadas en la
Laguna de Términos, Campeche, México. CP1 (Materia Organica y Carbono Organico
Total) y CP2 (Arena y Arcilla). Abreviaturas: MR, Mangle Rojo; MB, Mangle Blanco;
MN, Mangle Negro, y MBt, Mangle Botoncillo.
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3.3.3 Correlaciones entre poblaciones microbianas con parametros fisicos y quimicos.

La Tabla 3.2 muestra los coeficientes de correlacion de Pearson (P <0.05) mas
significativos entre las poblaciones microbianas y parametros quimicos en la rizdsfera de
manglares.

Los parametros con correlaciones altamente significativas fueron: bacterias
diazotréficas (NFB), degradadoras de hidrocarburos (NA-HB), hongos totales, celuloliticos,
amiloliticos, pectinoliticos, proteoliticos, pH, materia organica, nitrégeno, fdésforo,
carbonato de calcio (CaCOs), arena, arcilla y carbono orgénico total. En contraste, los
pardmetros sin correlaciones significativas fueron: bacterias diazotréficas degradadoras de
hidrocarburos (NF-HB), solubilizadores de fosfatos, conductividad eléctrica y limo. De este
modo, el coeficiente de correlacion de Pearson mas bajo se observé entre fdsforo x
bacterias diazotroficas (r = 0.72), mientras que las correlaciones significativas (P < 0.0007)
mas altas fueron las siguientes: arena x CaCOs (r = -0.93), degradadoras de hidrocarburos x
bacterias diazotroficas (r = 0.94), hongos totales x pectinoliticos (r = 0.95), arcilla x CaCO3
(r = 0.95), nitrégeno x materia organica (r = 0.97), carbono organico total x nitrégeno (r =
0.98), carbono orgéanico total x materia organica (r = 0.99), y arcilla x arena (r = -1.00).
Con base en los coeficientes de correlacion observados entre los parametros quimicos y
microbianos, es posible aceptar nuestra hipotesis ya que las poblaciones microbianas
correlacionaron significativamente con los parametros quimicos en el suelo rizosférico
colectado de las especies de mangle Rojo, Negro, Blanco y Botoncillo, evaluados en la

Laguna de Términos.
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Tabla 3.2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre poblaciones microbianas, textura y
pardmetros quimicos de suelo rizosférico colectado de cuatro especies de mangle de la
Laguna de Términos, Campeche (México).

Parametro Pearson Valor P Parametro Pearson Valor P
correlation (<0.05) correlation  (<0.05)
(r) (r)

NAHB x NFB 0.94 0.0005 TotF x NFB 0.79 0.0201
TotF x NAHB 0.73 0.0397 LIPOL x TotB 0.75 0.0337
CELLUL x TotF 0.79 0.0206 PEC x TotF 0.95 0.0003
PEC x CELLUL 0.77 0.0262 AMYL x NFB 0.84 0.0099
AMYL x TotF 0.88 0.0042 AMYL x CELLUL 0.83 0.01
AMYL x PEC 0.85 0.0081 PROT x NFB 0.92 0.0013
PROT x NAHB 0.87 0.0055 PROT x CELLUL 0.74 0.0343
PROT x AMYL 0.84 0.0088 MO x CELLUL 0.88 0.0041
MO x pH -0.86 0.0058 N x CELLUL 0.84 0.0092
N x pH -0.87 0.005 N x MO 0.97 0.0001
P x NFB 0.72 0.0442 P x TotF 0.89 0.0028
P x PEC 0.86 0.0056 P x AMYL 0.80 0.0174
Arena x CaCOs -0.93 0.0007 Arcilla x CaCOs 0.95 0.0002
Arcilla x Arena -1.00 <0.0001 COT x CELLUL 0.82 0.0125
COT x pH -0.89 0.0031 COT x MO 0.99 < 0.0001
COT xN 0.98 <0.0001

Abreviaciones:

NAHB = Bacterias hidrocarbonoclastas NFB = Bacterias TotB = Bacterias totales

fijadoras de nitrégeno fijadoras de nitrégeno TotF = Hongos totales

LIPOL = Lipoliticos CELLUL =Celuloliticos = PEC = Pectinoliticos

AMYL = Amiloliticos PROT = Proteoliticos MO = Materia organica

N = Nitrdgeno total P = Fosforo total COT = Carbono orgénico total
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3.4 DISCUSION

Las poblaciones microbianas fueron influenciadas significativamente por las
especies de mangle. La rizosfera de MBlanco albergd la més alta poblacién microbiana en
comparacion con las otras tres especies de manglares de la Laguna de Términos. Sin
embargo, poblaciones de bacterias totales, actinobacterias, y de los microorganismos con
potencial en la solubilizacion de P y en la fijacion del N, fueron més bajos que los
reportados para otros suelos de ecosistemas de manglares en los que existe mayor aporte de
nitrégeno a las plantas por la presencia de diazétrofos (Toledo et al., 1995; Bashan et al.,
1998; Gonzalez-Acosta et al., 2006; Mitra et al., 2008).

La mayor poblacién de hongos se obtuvo en la temporada de lluvias en la rizésfera
de las cuatro especies de mangle (Figura 3.2B), lo cual coincide con un estudio, realizado
en Bélice, respecto a la distribucion de los hongos que colonizan a las cuatro especies de
mangle evaluadas en esta investigacion (Kohlmeyer et al., 1995; Holguin et al., 2001). El
presente trabajo, contribuye con informacion relativa a la cuantificacion y abundancia de
hongos totales en las cuatro especies de mangle predominates (R. mangle, A. germinans, L.
racemosa y Conacarpus erectus) en el Area Natural Protegida Laguna de Términos.

La cuantificaciobn de grupos funcionales microbianos especificos tales como
lipoliticos (LIPOL), amiloliticos (AMYL), pectinoliticos (PEC) y proteoliticos (PROT) no
se ha llevado a cabo previamente en los ecosistemas de manglar. En general, las
poblaciones de estos cuatro grupos funcionales de microorganismos fueron altas en la
rizosfera de MBlanco en ambas estaciones, y la poblacion de LIPOL fue mayor en la
rizosfera de MBoton. Ambas especies de manglares se establecen cerca de la tierra 0 en la
parte interior de los bosques de mangle, por lo que la acumulacion de materia organica

(MO) permite mayores depoésitos organicos de N y P. Lo anterior, coincide con los datos
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proporcionados por Srinivasan et al. (2008) y Dias et al. (2009) quienes indican que los
valores altos de MO vy la disponibilidad de nutrientes son determinantes para el crecimiento
microbiano y para la proliferacion de microorganismos con actividad fisiologica especifica
como degradadores de celulosa, pectina, o almidon, entre otros compuestos organicos que
estan presentes en la hojarasca. En el presente estudio, la rizésfera de MBlanco tuvo
mejores propiedades quimicas (contenido de N y de P, pH y MO, por ejemplo, Tabla 3.1)
por las cuales se estimularon las poblaciones de microorganismos. Por lo tanto, al parecer la
rizosfera de MBlanco posee condiciones quimicas del suelo méas dptimas para albergar
microorganismos con fisiologia funcional mas diversa, como se indicd por Dias et al.
(2009).

Con base en las poblaciones microbianas evaluadas en el presente estudio, se
sugiere que los ecosistemas de manglares albergan diversos grupos microbianos
funcionales que potencialmente pueden ser dirigidas a enfoques biotecnoldgicos para la
restauracion ecoldgica o para fines agricolas (Toledo et al., 1995; Vazquez et al., 2000;
Bashan y Holguin, 2002; Rueda-Puente et al., 2003; Kathiresan y Selvam, 2006;
Sundararaman et al., 2007; El-Tarabily y Youssef, 2010; de-Bashan et al., 2012). En este
sentido, la rizosfera de MBlanco posee la mayor poblacién de microorganismos benéficos
que juegan un papel importante en los ciclos de C, N o P en el manglar.

Las poblaciones microbianas obtenidas en MBlanco y MNegro pueden explicarse
también en parte, por el periodo de inundaciones durante la temporada de lluvias, lo que
permite la proliferacion de microorganismos, ademas de la disponibilidad de nutrientes,
agua, y de mejores condiciones de pH (Dias et al., 2009). Sin embargo, las poblaciones
microbianas de MBlanco y MBoton también fueron estimulados durante la estacion seca, y

ese efecto se debe a que las arcillas y humus predominaron segin ha explicado Stotzky
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(1993), caracteristicas que pueden haber favorecido la adhesién microbiana en las
particulas y en la acumulacion de nutrientes.

Tanto actinobacterias como los hongos son componentes bioldgicos importantes
para la descomposicién de la materia orgénica por medio de la liberacion de varias enzimas
que permiten la degradacién de la lignina, celulosa, y otros componentes de la planta como
pectina, proteinas, y almidon (Raghukumar et al., 1994). En este sentido, los hongos
pueden crecer tanto en condiciones de alta humedad o bien, extremadamente secas
(Waksman, 1950; Abramson et al., 1999), como se observa en nuestros datos.
Particularmente, las actinobacterias son abundantes en los suelos alcalinos, con alto
contenido de materia organica y contenido de CaCO3; (Waksman, 1950), lo que concuerda
con las propiedades quimicas obtenidas a partir de muestras colectadas en la Laguna de
Términos. Los microorganismos solubilizadores de P, juegan un papel significativo en la
disponibilidad de este nutrimento para otros microorganismos y plantas, a partir de fuentes
de P organico o inorgénico, que deben ser objeto de procesos de mineralizacion o
solubilizacion (Holguin et al., 2001; Sahoo y Dhal, 2009). En este trabajo se muestra la
capacidad solubilizadora de fosfatos de microorganismos de la rizésfera de MBoton, ya que
esta fue la especie de mangle que tuvo la mayor poblacién de microorganismos
solubilizadores de P, presentes en ambas temporadas de muestreo (lluvias y secas). Lo
anterior sugiere, que a mayor poblacion microbiana de solubilizadores, sugiere una mayor
produccion de acidos organicos que potenciar la disponibilidad de fosfatos solubles.
(Vazquez et al., 2000; Holguin et al., 2001).

Es importante destacar que de acuerdo con la revision de literatura, se recomienda
evaluar a las bacterias fijadoras de N, aplicando el ensayo de reduccion de acetileno como

un método sencillo (Holguin et al., 1992), y para evaluar bacterias solubilizadoras de P, se

62



sugiere la propuesta realizada por Bashan et al. (2013), quienes proponen utilizar
principalmente tres fuentes diferentes de fosfato tales como Fe-P, Al-P y varios Ca-P,
menos solubles en comparacion del trifosfato de calcio, como parte de un nuevo
procedimiento alternativo; descartando con ello, el método tradicionalmente utilizado de
Pikovskaya (1948).

La alta proliferacion de bacterias posiblemente fijadoras de N, (diazotréficas, NFB),
bacterias hidrocarbonoclastas fijadoras de N, (NF-HB) y bacterias hidrocarbonoclastas
asimiladoras de N (NA-HB) en la rizosfera de MBlanco y MBoton representa una fuente
importante de nitrégeno para los manglares. Estos grupos funcionales bacterianos ademés
de contribuir a la reduccion de N, atmosférico a formas facilmente asimilables de
nitrégeno, también pueden contribuir en la degradacién de compuestos organicos, cuyos
efectos toxicos pueden afectar a la estabilidad de los ecosistemas de manglar. La
interaccion de las bacterias fijadoras de N con otras bacterias pueden inhibir o promover su
actividad diazotréfica, lo cual, es comun entre las comunidades bacterianas y grupos
funcionales de los manglares (Holguin y Bashan, 1996; Rojas et al., 2001).

La presencia de bacterias potencialmente hidrocarbonoclastas se ha tenido en cuenta
en los estudios ecoldgicos realizados con sedimentos de los ecosistemas costeros de
estuarios, observado reduccion de hidrocarburos, incremento de materia organica y valores
pH menos alcalinos (Dias et al., 2009). En cuanto a las poblaciones de CELLUL, AMYL 'y
LIPOL, o PROT y PEC, estas contribuyen a la degradacion de residuos vegetales vy
liberacion de nutrientes que pueden ser absorbidos por las plantas (Schloter et al., 2003).
Asi como en la posible reduccion de los hidrocarburos del petréleo que son depositados en

los ecosistemas de manglar.
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Todos los grupos funcionales microbianos identificados en el presente estudio,
indican que la Laguna de Términos es una fuente importante de microorganismos que
pueden ser utilizados con fines biotecnoldgicos dirigidos a procesos de restauracion
ambiental (mejorar la reforestacion de suelos erosionados o favorecer la
descontaminacién). Asi como en la agricultura (mejorar el rendimiento y control de
enfermedades en cultivos) o la industria (de grasas y aceites, solventes y detergentes) como
lo proponen Sivaramakrishnan et al. (2006), Lageiro et al. (2007), Salihu et al., 2012 y de-

Bashan et al. (2012).

3.5 CONCLUSIONES

Las poblaciones microbianas de las cuatro especies de mangle (MRojo, MBlanco,
MNegro y MBoton) mostraron diferencias significativas en ambas temporadas, lluvias y
secas. Las mayores poblaciones microbianas y los valores Optimos de los parametros
quimicos se obtuvieron en el suelo rizosférico de mangle blanco (L. racemosa), mientras
que las poblaciones microbianas méas bajas y los valores méas altos de los parametros
quimicos del suelo se obtuvieron en la rizésfera de mangle rojo (R. mangle). La
contribucion cientifica de esta investigacion es importante por la identificacion realizada de
los grupos funcionales de microorganismos cultivables que podrian ser utilizados en otros
estudios con enfoques biotecnoldgicos para remediar suelos contaminados. Por otra parte,
las poblaciones microbianas correlacionaron significativamente con los parametros

quimicos del suelo rizosférico de la Laguna de Términos, Campeche (México).
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CAPITULO IV

SELECCION Y FILOGENIA DE BACTERIAS HIDROCARBONOCLASTAS
AISLADAS DE LA RIZOSFERA DE CUATRO ESPECIES DE MANGLARES DEL
ESTADO DE CAMPECHE, MEXICO
Resumen
El presente estudio selecciond cualitativa y cuantitativamente e identificd filogenéticamente
bacterias hidrocarbonoclastas del petrdleo y diésel de cuatro especies de manglar del estado
de Campeche. La seleccion cualitativa se realizd por medio de ensayos de tolerancia de
hidrocarburos de petréleo crudo y diésel, utilizando como variable principal la turbidez de
la escala de Macfarland mientras que la seleccion cuantitativa se realiz6 utilizando
cromatografia de gases-masas (GC-MS). De un total de 86 bacterias hidrocarbonoclastas
identificadas filogenéticamente, se seleccionaron las diez mejores que sobresalieron por su
porcentaje degradacién de petréleo crudo y diésel, destacando bacterias del tipo
Pseudomonas, Rhodococcus, Stenotrophomonas, Serratia, Providencia y Acinetobacter. En
la seleccion cualitativa, las bacterias hidrocarbonoclastas de petroleo y diésel presentaron
diferencias con respecto a la turbidez de sus testigos de petroleo (Tp) y diésel (Tp),
respectivamente. EI mayor porcentaje de bacterias hidrocarbonoclastas fue obtenido a partir
de aislamientos de la rizésfera de mangle blanco en comparacion con las especies de
manglares restantes. La mejor bacteria hidrocarbonoclasta de petroleo crudo fue la cepa
MARW 27 (Pseudomonas sp.), mientras que la mejor bacteria hidrocarbonoclasta de diésel
fue MARW 25 (Rhodococcus erythropolis). Estas bacterias pertenecieron al grupo de
bacterias hidrocarbonoclastas fijadoras de nitrogeno aisladas de la rizésfera de mangle
blanco.

Palabras clave: Degradacion de hidrocarburos; GC-MS; Pseudomonas; Rhodococcus
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CHAPTER IV
SCREENING AND PHYLOGENETIC IDENTIFICATION OF
HYDROCARBONOCLASTIC BACTERIA ISOLATED FROM FOUR
MANGROVE SPECIES AT THE CAMPECHE STATE, MEXICO
Abstract

This study screened and phylogenetically identified petroleum or diesel-
hydrocarbonoclastic bacteria isolated form four mangrove species of Campeche State.
Bacteria were qualitatively and quantitatively selected by means of performing assays of
tolerance to crude oil or diesel, using either MacFarland scale of turbidity and the Gas
Chromatography coupled to Mass Spectroscopy (GC-MS). From 86 phylogenetically
identified hydrocarbonoclastic bacteria, 10 strains were selected based on their percentage
of crude oil or diesel degradation, from which Pseudomonas, Rhodococcus,
Stenotrophomonas, Serratia, Providencia and Acinetobacter were the most prominent
bacteria. The qualitative analysis of crude oil or diesel hydrocarbonoclastic bacteria showed
differences in respect to turbidity observed in controls for both contaminants. The higher
percentage of hydrocarbonoclastic bacteria was achieved from isolates of the white
mangrove rhizosphere when compared to the remaining mangrove species. The best crude
oil-hydrocarbonoclastic bacterium was the strain MARW 27 (Pseudomonas sp.), whereas
the best diesel-hydrocarbonoclastic bacterium was the strain MARW 25 (Rhodococcus
erythropolis). Both bacterial strains corresponded to potential N-fixing free bacteria
isolated from the rhizosphere of white mangrove.

Key words: petroleum degradation; GC-MS; Pseudomonas; Rhodococcus
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4.1 INTRODUCCION

En México los manglares se distribuyen en litorales de lagunas y estuarios en el

Golfo de México y el Oceano Pacifico, los cuales cubren una extension de 655,667 ha.
Campeche es el estado mexicano con mayor cobertura de manglar (196,552 ha), distribuida
principalmente en el area natural protegida de la Laguna de Términos, y en la reserva de la
biosfera de Los Petenes, sitios en los que predominan las siguientes especies de manglares:
Rhizophora mangle L. (mangle rojo), Avicennia germinans (L.) Stern (mangle negro),
Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. f. (mangle blanco) y Conocarpus erectus L. (mangle
botoncillo) (Day et al., 1987; Day et al., 1996; CONABIO, 2008).
Las condiciones particulares de productividad, detritus y alto contenido de materia organica
de los manglares favorecen a las poblaciones microbianas presentes en dichos ecosistemas,
las cuales representan un recurso con potencial biotecnolégico para ser explotado
(Sivaramakrishnan et al., 2006). Dicho potencial biotecnolégico incluye también la
caracterizacion de microorganismos hidrocarbonoclastas, los cuales podrian ser Utiles en la
biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos del petréleo (Lageiro et al.,
2007; Aniszewski et al., 2010).

El petréleo crudo y el diésel se componen de una mezcla compleja de
hidrocarburos, incluyendo alifaticos (n-alquenos), aliciclicos e hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP). Los HAP son dafiinos al medio ambiente y representan un riesgo para
la salud humana, debido a su persistencia, toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad
(Cerniglia, 1992). El proceso principal para la eliminacion exitosa de los HAP de
sedimentos contaminados, es via degradacion microbiana. El uso de la microflora nativa en

procesos de biorremediacion es de gran interés ya que a menudo es mas Util y benéfica en
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comparacion con un inéculo comercial conformado por microorganismos ajenos al
ecosistema (Yuan et al., 2000; Guo et al., 2005).

Los manglares son ecosistemas costeros que se encuentran entre los principales
lugares donde convergen los derrames de petroleo. A diferencia de las costas rocosas donde
las mareas ayudan a lavar la contaminacion, los manglares funcionan como depoésito de
petroleo debido a que la circulacion de las mareas favorece la deposicion del petréleo en los
sistemas de raices aéreas y sedimentos (Zhu et al., 2001).

Cuando el petréleo y sus derivados alcanzan a los manglares, su impacto negativo
esta relacionado con el tipo de contaminante, cantidad derramada, la toxicidad, el patron de
deposicién y tiempo de acumulacion. Los efectos fisicos y toxicologicos del petroleo,
puede ser agudos (por ejemplo, la defoliacién de hojas y la muerte de animales) o bien,
cronicos (por ejemplo, reduccion de plantulas, inhibicion de semillas y la supervivencia o
reproduccion de cangrejos) (NOAA, 2002).

El éxito de la biodegradacion de los contaminantes derivados del petréleo depende
de la presencia de microorganismos especificos y de las condiciones ambientales
adecuadas. En muchos casos, estos microorganismos son miembros de la microflora local.
De hecho, diversos grupos de bacterias hidrocarbonoclastas presentes en sedimentos y
rizosfera de manglares, tienen capacidad para degradar los hidrocarburos del petréleo,
destacando géneros como: Pseudomonas, Marinobacter, Acidovorax, Sphingomonas,
Rhodococcus, Paracoccus, Micrococcus, Bacillus, Cellulomonas, Dietzia y Gordonia (Guo
et al., 2005; Brito et al., 2006).

Los avances recientes en técnicas moleculares para el estudio de la diversidad y la
funcion de las comunidades microbianas, conducen y contribuyen a una mejor comprension

de la ecologia microbiana, razén por la cual, actualmente los investigadores estan aplicando
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este conocimiento en procesos biotecnoldgicos, tales como la biorremediacion (Santos et
al., 2009; Santos et al., 2011).

Actualmente, el uso del gen 16S rRNA como herramienta molecular en ecologia
microbiana es esencial para realizar estudios filogenéticos, lo que permite una evaluacion
més exhaustiva de la diversidad microbiana en muestras ambientales. Por lo anterior, la
microbiologia cl&sica y molecular, ya no son consideradas ciencias separadas (Muyzer et
al., 1993; Peixoto et al., 2008).

La seleccion cualitativa de bacterias hidrocarbonoclastas se sugiere llevar a cabo por
medio de ensayos de tolerancia y degradacion de hidrocarburos de petréleo, o bien,
utilizando como variable las unidades formadoras de colonias (UFC) por medio de la
técnica de dilucion y contéo en placa. Para la seleccion cuantitativa se sugiere la aplicacion
de andlisis instrumentales como por ejemplo, la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Ademas, para determinar la concentracion de
hidrocarburos del petréleo en suelos contaminados o para evaluar el porcentaje de
degradacion después aplicar biotecnologias de remediacion, se recomienda aplicar de
manera estricta los criterios establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003.

El objetivo del presente estudio fue seleccionar cualitativa y cuantitativamente por
medio de ensayos de tolerancia y degradacion, bacterias hidrocarbonoclastas del petréleo
crudo y diésel, aisladas de la rizosfera de cuatro especies de mangle del estado de

Campeche, asi como llevar a cabo su identificacion filogenética.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Seleccion cualitativa de bacterias hidrocarbonoclastas del petréleo y diésel

La seleccion cualitativa se realizd con la finalidad de seleccionar las mejores
bacterias tolerantes e hidrocarbonoclastas de petrdleo y diésel en condiciones in vitro,
respectivamente, a partir del primer (temporada de lluvias) y segundo muestreo (temporada
de secas), asi como la seleccion de las diez mejores bacterias en una prueba final de
degradacidn de los hidrocarburos.

4.2.1.1. Preparacion del medio mineral liquido y solucion bacteriana

El medio mineral (MM) se prepard a partir de dos soluciones. La solucion A, se
prepar6 pesando y disolviendo los siguientes reactivos en 900 mL de agua destilada: 0.8 g
KoHPO4; 0.2 g KH2PO4; 0.1g NaCl; 0.025 g Na,Mo00,-2H,0. La solucion B, se prepard
con los siguientes reactivos en 100 mL de agua destilada: 0.2 g MgSO4-7H,0; 0.06 ¢
CaCl, anhidro. EI pH de las dos soluciones se ajusté a 7.0 y se esterilizaron por separado
durante 15 min a 121°C, se enfriaron y mezclaron, bajo condiciones de esterilidad.

La solucion bacteriana (SB), se prepar6 tomando una asada de cada bacteria
hidrocarbonoclasta aislada previamente (Capitulo 111), y se dispersd en un tubo de ensayo
con 5 mL de agua esteéril, de la cual, se tom6 1 mL de cada muestra, para realizar las
pruebas de tolerancia y degradacion de petréleo y diésel, respectivamente.

4.2.1.2. Ensayo de tolerancia y degradacion de hidrocarburos

Se realizaron dos pruebas de tolerancia y degradacion: la primera con petroleo crudo
ligero y la segunda con diésel.

La prueba de seleccion de bacterias hidrocarbonoclastas de petrdleo crudo, se llevo
a cabo en frascos de vidrio previamente preparados (colocando dentro del frasco perlas de

vidrio, y un tubo de vidrio con tapon de algodon en la parte central de la tapa, y forrada con
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papel aluminio), se colocaron 49 mL de medio mineral y 250 uL de petréleo crudo ligero vy,
se esterilizaron durante 15 min a 121 °C. Posteriormente, bajo condiciones estériles, se les
inoculd 1 mL de la solucién bacteriana correspondiente.

La prueba de seleccion de bacterias hidrocarbonoclastas de diésel, se realizo de
forma similar a la prueba anterior, en frascos de vidrio con 49 mL de medio mineral y 1 mL
de diesel previamente esterilizados, y bajo condiciones estériles, se les inoculé 1 mL de
solucion bacteriana de cada cepa previamente seleccionada.

Los frascos ya preparados con MM, SB y contaminados con petréleo crudo o con
diésel, respectivamente; se incubaron durante 21 dias a 28 °C + 1 °C y 180 rpm.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizd la seleccién cualitativa de bacterias
determinando la turbidez con el apoyo de la escala de Macfarland, y con base a
observaciones directas de cada muestra. Se determino el grado de turbidez y el nimero de
bacterias mL™ de cada muestra, y la capacidad de tolerar, reducir o emulsionar el
contaminante (petréleo o diésel) reportando la tolerancia como regular, buena o excelente.
Con ello, se seleccionaron cualitativamente las mejores bacterias tolerantes y
potencialmente hidrocarbonoclastas de petréleo y diésel, respectivamente; del primero y
segundo muestreo, asi como la seleccion de las 10 mejores bacterias en una prueba final.
4.2.2 Seleccion cuantitativa de bacterias hidrocarbonoclastas del petréleo y diésel

La seleccién cuantitativa se realizd con las 10 mejores bacterias tolerantes
seleccionadas de las pruebas anteriores.

4.2.2.1 Método de extraccion en el ensayo de bacterias hidrocarbonoclastas

El método de extraccion de hidrocarburos aplicado a bacterias hidrocarbonoclastas

consistié en una extraccion liquido-liquido utilizando diclorometano grado cromatografico
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(Sigma-Aldrich®) como disolvente principal. Las cepas hidrocarbonoclastas se depositaron
en un embudo de separacion y se sometieron a tres procesos de extraccion con 40 mL de
diclorometano agitando durante 3 min y dejando reposar 10 min después de cada extraccion
(Carmo et al., 2011). La fase orgénica se purificé en una columna empacada con 4 g de
Na,SO, anhidro y lana de vidrio, colectando los extractos en matraz balon. Los extractos se
reconcentraron por medio de bafio maria hasta un volumen de 5 mL, el cual, se depositd y
conservo en viales color d&mbar, para su posterior, cuantificacion por cromatografia de
gases-masas (GC-MS).

4.2.2.2. Andlisis de hidrocarburos totales mediante cromatografia de gases-
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS)

Previo al analisis de hidrocarburos totales de los extractos contenidos en viales,
todas las muestras se resuspendieron en 1 mL de diclorometano grado cromatogréfico. Para
el analisis se utilizd un cromatdgrafo de gases modelo 6890N (Net Work GC system),
marca Agilent Technologies, equipado con una columna DB-5, 5%-fenil-metilpolisiloxano
(Agilent Technologies) de 60 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 pm de
espesor de pelicula. La temperatura de inicio fue 50 °C, la cual se mantuvo durante 5 min,
posteriormente la temperatura se elevé hasta 280 °C usando una rampa de calentamiento de
20 °C min™ durante 20 min, utilizando helio como gas acarreador a un flujo de 1 mL min™,
la temperatura del inyector fue de 250 °C, con inyeccion Split y una relacion de split de
50:1.

Una vez obtenido el cromatograma, la identificacion de cada uno de los picos se llevo a
cabo mediante espectrometria de masas empleando un espectrometro de masas modelo
5975 inert XL, marca Agilent Technologies. Los espectros de masas se obtuvieron

mediante ionizacion por impacto electronico a 70 eV, para la identificacion se compararon
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los espectros de masas obtenidos para cada compuesto, con una base de datos (HP
Chemstation-NIST 05 Mass Spectral search program, version 2.0d), ademéas de la
comparacion con un estandar externo (Saturated alkanes, C7-C30, No. de catalogo 49451-
U, Sigma-Aldrich) analizado bajo las mismas condiciones, para utilizarlo en la
cuantificacion de los hidrocarburos totales.

4.2.3 Andlisis molecular y filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas

El analisis molecular y filogenético se realizd en 86 bacterias aisladas de los medios de
cultivo con hidrocarburos y seleccionadas de la rizosfera de cuatro especies de mangle del
estado de Campeche (ver capitulo I11). Las etapas a las que se sometieron las cepas bacterianas
fueron: extraccion de ADN, amplificacion del ribosoma 16S ADNr y analisis filogenético de
bacterias para su identificacion.

La extraccion de ADN se realizd con el método de CTAB 2% (Tris-HCI 100 mM,
pH 8.0; EDTA 2H,O0 mM, CTAB 2%; NaCl 1.4 M). El extracto se colocé en tubos
Eppendorf con el buffer precalentado a 60 °C. Se agreg6 una asada de cada bacteria crecida
en agar nutritivo, se mezcl6 vigorosamente y se incubd a 60 °C por 1 h, mezclando con
vortex cada 10 min. Posteriormente, a cada tubo se le agreg6 500 uL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1 v/v) y se mezcld por inversion durante 10 min a temperatura ambiente.
Cada tubo se centrifugd a 10,000 x g por 10 min, para formar la fase acuosa y la fase
organica. A partir de la fase acuosa se recuperaron aproximadamente 600 pL y se colocaron
en un nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL.

Posteriormente, en cada tubo nuevo se colocaron 500 pL de isopropanol frio, se
mezcld suavemente para favorecer la precipitacion, y se incubo a -20 °C por toda la noche.

A continuacion se le agrego a cada tubo 500 uL de etanol al 70% para lavar la pastilla; se

centrifugd a 10,000 x g por 10 min, se elimind el sobrenadante y los tubos se secaron a
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temperatura ambiente por 2 h. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 50 puL de agua libre
de nucleasas. La calidad y la concentracion del ADN se verificaron mediante el
espectrofotometro NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific, USA), los valores de las
relaciones Axso/Azso Y Azeol230 €Stuvieron en un rango de 1.8 a 2.0.

Para amplificar el fragmento ribosomal 16S ADNr se usaron los iniciadores 8F (5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). La
mezcla de reaccion consistio en: buffer 5X, dNTP’s 2.5 mM, iniciadores (8F-1492R) 10
pm, go Tag ADN polimerasa (5U), ADN 100 ng. La PCR se llevd a cabo en un
termociclador C100 Touch (Bio-Rad, USA) con las siguientes condiciones de
amplificacion: una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 2 min; seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, alineamiento a 59 °C por 30 s y la extension a 72 °C
por 2 min, y finalmente una extensién de un ciclo a 72 °C por 10 min.

El fragmento amplificado se verificd en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
GelRed™ (Biotium, USA). El producto final de PCR se purificd6 con ExoSAP-IT
(Affymetrix, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La secuenciacion se
realiz6 en ambas direcciones con el Genetic Analyzer modelo 3130 (Applied Biosystem,
USA).

Las secuencias correspondientes a la regién 16S ADNr, se ensamblaron y editaron
con la opcién CAP (Contig Assembly Program) del Software BioEdit v7.0.9.1 (Hall, 1999)
para la creacion de las secuencias consenso de cada uno de los aislamientos. Con base en
que Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) encuentra regiones de similitud local entre secuencias con
alineamientos significantes, las secuencias consenso de cada aislamiento obtenido para la

region 16S ADNTr se compararon con la opcion BLAST _ nucleotide 2.2.19 (Zhang et al.,
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2000). Las secuencias de las bacterias se depositaron en la base de datos de GenBank del
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Para el andlisis de la evolucién, todas las secuencias consenso fueron guardadas en
un archivo (formato FASTA) para construir una alineacion de secuencia de nucleétidos con
el modo de perfil de ClustalWw 1.8.1 (Thompson et al.,, 1994). La reconstruccion
filogenética se realizd con secuencias parciales del 16S DNAr utilizando el método
estadistico de maxima parsimonia (MP), incluido en el software MEGA 5.2 (Tamura et al.,
2011). Para determinar los valores de confianza para los clados dentro del arbol resultante,
se realizd un anélisis con el método bootstrep con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985).
Con el subconjunto de datos se realizé el intercambio cercano proximo (CNI) en arboles al
azar, con la opcion de busqueda de MP (nivel = 1) y el &rbol inicial por adicion al azar (10
repeticiones), los datos faltantes y vacios, fueron eliminados completamente. De la base de
datos del GenBank-NCBI se descarg6 el nimero de acceso NR102878 de Nanoarcheaum

equitans, y se incluy6 como secuencia fuera del gréafico en cada arbol filogenético.

75



4.3. RESULTADOS
4.3.1 Seleccion cualitativa de bacterias hidrocarbonoclastas del petrdleo y diésel
4.3.1.1 Primer muestreo (Temporada de lluvias)

De un total 10 bacterias hidrocarbonoclastas del petréleo seleccionadas en el primer
muestreo, las cepas P4 (MARW 23), Ps (MARW 25), y P9 (MARW 29), se caracterizaron
por ser bacterias con buena capacidad de tolerar petroleo crudo, teniendo en comudn una
turbidez promedio de 5 en la escala de Macfarland, lo que equivale a un promedio 1500 x
10° bacterias mL™. La cepa que destacé por ser una excelente bacteria tolerante de petréleo
crudo fue la cepa P; (MARW 27) presentando una turbidez media de 6 y el mayor nimero
de bacterias x10° mL™ (Tabla 4.1).

Las cepas que presentaron buena capacidad para tolerar diésel fueron: Dy, Dg, D4 y
D; con promedio de turbidez de 5.5 en la escala de Macfarland y, una media de 1650 x10°
bacterias mL™. La cepa Ds (MARW 25) present6 excelente capacidad para tolerar diésel al
mostrar la mayor turbidez promedio de 8 y el mayor niimero de bacterias x10° mL™ (Tabla
4.1).

Tanto las cepas tolerantes al petroleo como al diesel del primer muestreo
(temporada de lluvias), presentaron diferencias con respecto a la turbidez de sus respectivos
testigos (TP y TD), como se aprecia en la Tabla 4.1.

4.3.1.2 Segundo muestreo (Temporada de secas)

Las cepas hidrocarbonoclastas del petroleo e hidrocarbonoclastas de diesel aisladas
del segundo muestreo representativo de la temporada de secas, también presentaron
diferencias respecto a la turbidez de sus respectivos testigos (Tabla 4.2).

Las cepas del segundo muestreo P; (MARR1), P3 (MARR3), P8 (MARRS82) y P9

(MARBS85) se caracterizaron por ser bacterias con regular capacidad para tolerar petroleo
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crudo, presentando una turbidez de 3 (900 bacterias bacterias x10° mL™). Las cepas P,
(MARRG62), P4 (MARR49) y P6 (MARBK51) destacaron por tener buena capacidad de
tolerar petrdleo crudo, presentando una turbidez promedio de 5 y el mayor nimero de
bacterias x10° mL™ (Tabla 4.2).

Las cepas bacterianas que presentaron regular capacidad para tolerar diesel fueron:
D4 (MARR49), Ds (MARBK51) y Dy (MARBS85) las cuales presentaron un promedio de
turbidez de 4 (1200 bacterias x 10° mL™). La cepa D, (MARR62) y Dg (MARRS2)
presentaron una buena capacidad para tolerar diesel y obtuvieron la mayor turbidez media
de 6 y el mayor nimero de bacterias x10° mL™ (Tabla 4.2).

4.3.1.3 Seleccion final cualitativa de bacterias hidrocarbonoclastas

Las cepas tolerantes al petréleo P4 (MARW23) y Pge (MARR49) destacaron, por
presentar una turbidez media de 6 y el mayor nimero de bacterias x10° mL™. Sin embargo,
la mejor cepa fue: P1r (MARW 27), la cual present6 excelente capacidad de tolerar petréleo
(Tabla 4.3).

En presencia de diesel, las cepas que presentaron buena capacidad para tolerar este
contaminante fueron: Dir (MARW27), Ds (MARW?23), Dgr (MARBK51) y Dgr
(MARRA49). La mejor cepa fue: Dor (MARW 25), la cual present6 una excelente capacidad

para tolerar diesel (Tabla 4.3).
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Tabla 4.1. Seleccidn cualitativa de bacterias hidrocarbonoclastas del primer muestreo

(temporada de lluvias)

Etiqueta de frasco

Tipo de muestra

Escala Macfarland

Turbidez Numero de
Bacterias x10° mL™*

Te 1M Testigo 300
MM + Petrdleo crudo

P, =MARW?22 Cepa 2 (+) 1200
MM + Petrdleo crudo

P,=MARW23 Cepa 4 (++) 1500
MM + Petrdleo crudo

Ps =MARW?25 Cepab (++) 1500
MM + Petrdleo crudo

P; =MARW?27 Cepa? (+++) 1800
MM + Petrdleo crudo

Py =MARW?29 Cepa9 (++) 1500
MM + Petrdleo crudo

To 1M Testigo 300
MM + Diésel

Ds =MARW?25 Cepab (+++) 2400
MM + Diésel

D; =MARW27 Cepa 7 (++) 1500
MM + Diésel

Dy =MARW?29 Cepa9 (++) 1800
MM + Diésel

Tos =MARW25 Cepab 2100
Sélo MM

D, =MARW23 Cepa 4 (++) 1500
MM + Diésel

D, =MARW?22 Cepa?2 (++) 1800
MM + Diésel

Nomenclatura:

Petroleo crudo (P), Diésel (D), Testigo-Petrdleo (Tp), Testigo-Diésel (Tp ),

Testigo organico (To), Medio Mineral (MM), Muestreo No.1 en temporada
de lluvias (1M), Volumen de muestra = 50 mL.
(+): Regular capacidad de la bacteria para tolerar y degradar P o D

(++): Buena capacidad de la bacteria para tolerar y degradar P o D
(+++): Excelente capacidad de la bacteria para tolerar y degradar P o D
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Tabla 4.2. Seleccién cualitativa de bacterias hidrocarbonoclastas del segundo muestreo

(temporada de secas)

Etiqueta de frasco Tipo de muestra Escala Macfarland
Turbidez NUmero de Bacterias
x10® mL*

Tp 2M Testigo 2 600
MM + Petroleo

P, =MARR1 Cepal + 3 900
MM + Petréleo

P, =MARRG62 Cepa 2 (++) 5 1500
MM + Petréleo

P; =MARR3 Cepa 3 + 3 900
MM + Petréleo

P, =MARR49 Cepa 4 (++) 5 1500
MM + Petréleo

Ps =MARBKk51 Cepa 6 (++) 5 1500
MM + Petréleo

Ps =MARR82 Cepa 8 (+) 3 900
MM + Petréleo

Py =MARBS85 Cepa9 (+) 4 1200
MM + Petréleo

Tp 2M Testigo 2 600
MM + Diésel

D, =MARR62 Cepa 2 (++) 6 1800
MM + Diésel

D, =MARR49 Cepa 4 (+) 4 1200
MM + Diésel

Ds =MARBKk51 Cepa 6 +) 4 1200
MM + Diésel

Ds =MARR82 Cepa 8 (++) 6 1800
MM + Diésel

Dy =MARBS85 Cepa 9 (+) 5 1500
MM + Diésel

Nomenclatura:
Petréleo crudo (P), Diésel (D), Testigo-Petroleo (Tp), Testigo-Diésel (Tp ),
Medio Mineral (MM), Muestreo No.2 en temporada de secas (2M), Volumen de

muestra = 50 mL.
(+): Regular capacidad de la bacteria para tolerar y degradar P 0 D

(++): Buena capacidad de la bacteria para degradar P o D
(+++): Excelente capacidad de la bacteria para degradar P o D
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Tabla 4.3. Seleccion final cualitativa de bacterias hidrocarbonoclastas del

primer (1M) y segundo muestreo (2M).

Etiqueta de frasco Tipo de muestra Escala Macfarland
Turbidez NUmero de
Bacterias x10° mL™*
D; r=MARW?27 Cepal+ MM + Diésel (++) 6 1800
D, . =MARW?25 Cepa2+ MM + Diésel (+++) 6 1800
Dsr =MARW23 Cepa4 + MM + Diésel (++) 5 1500
Ds - =MARR62 Cepa’5 + MM + Diésel (+) 4 1200
Ds e =MARBk 51 Cepa6 + MM + Diésel (++) 6 1800
Ds r =MARR49 Cepa8+ MM + Diésel (++) 6 1800
D10 =MARRS82 Cepa 10 +MM + Diésel  (+) 4 1200
P: r =MARW?27 Cepal+ MM + Petrdleo (+++) 6 1800
P, . =MARW?25 Cepa2+ MM + Petroleo (++) 5 1500
P,=MARW?23 Cepa4 + MM + Petrdleo (++) 6 1800
Ps - =MARRG62 Cepa5 + MM + Petroleo (++) 5 1500
Ps r=MARBKS51 Cepa6 + MM + Petroleo (++) 5 1500
Ps r=MARR49 Cepa 8+ MM + Petroleo (++) 6 1800
P.ior =MARRS82 Cepa 10 +MM + Petroleo (++) 5 1500

Nomenclatura:

Petroleo crudo (P), Diésel (D), Medio Mineral (MM).

Volumen de muestra = 50 mL.

(+): Regular capacidad de la bacteria para tolerar y degradar P o D
(++): Buena capacidad de la bacteria para tolerar y degradar P o D
(+++): Excelente capacidad de la bacteria para tolerar y degradar P o D

Las 10 bacterias hidrocarbonoclastas seleccionadas cualitativamente, se indican en
la Tabla 4.4. Dichas bacterias, se seleccionaron después de realizar las pruebas de
tolerancia del primero y segundo muestreo, asi como la seleccion final, con petroleo crudo
ligero y diésel, respectivamente.

En la Tabla 4.4, se puede observar que la cepa bacteriana que presenta excelente
capacidad de tolerancia al petroleo es la cepa MARW 27, la cual, tiene su origen de la

rizosfera de mangle blanco y, es una bacteria hidrocarbonoclasta asimiladora de nitrégeno
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(NA-HB). Por otra parte, la cepa bacteriana que presenta una excelente tolerancia al diésel
es la cepa MARW 25, también con origen rizosférico de mangle blanco y bacteria
hidrocarbonoclasta asimiladora de nitrégeno (NA-HB). También se observa que el 50% de
cepas tolerantes a petréleo y diésel proceden de la rizésfera de mangle blanco, el 30% tiene
su origen en mangle rojo (Hidrocarbonoclasta Fijadoras y Asimiladoras de Nitrégeno), y el
10% tienen su origen de la rizosfera de mangle negro (Hidrocarbonoclasta Fijadora de
Nitrégeno; NF-HB) y de mangle botoncillo (Asimiladora de Nitrégeno; NA-HB),

respectivamente.
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Tabla 4.4. Bacterias hidrocarbonoclastas seleccionadas cualitativamente en prueba final de tolerancia a petroleo y diésel.

Clavedela Origendela Capacidad de Grupo funcional
cepa cepa tolerancia
Petrdleo  Diésel Bacterias Hidrocarbonoclastas
(HB)

MARW 27 Mangle Blanco  Excelente Buena Asimiladoras de Nitrégeno
(NA-HB)

MARW 25 Mangle Blanco  Buena Excelente Asimiladoras de Nitrogeno
(NA-HB)

MARW 29 Mangle Blanco Regular  Regular Asimiladoras de Nitrogeno
(NA-HB)

MARW 23 Mangle Blanco  Buena Buena Asimiladoras de Nitrégeno
(NA-HB)

MARR 62 Mangle Rojo Buena Regular Fijadoras de Nitrogeno
(NF-HB)

MARBK 51 Mangle Negro  Buena Buena Fijadoras de Nitrdgeno
(NF-HB)

MARW 22 Mangle Blanco Regular  Buena Fijadoras de Nitrégeno
(NF-HB)

MARR 49 Mangle Rojo Buena Buena Fijadoras de Nitrégeno
(NF-HB)

MARB 85 Mangle Regular  Buena Asimiladoras de Nitrogeno

Botoncillo (NA-HB)
MARR 82 Mangle Rojo Regular  Buena Asimiladoras de Nitrégeno

(NA-HB)




4.3.2 Seleccion cuantitativa de bacterias hidrocarbonoclastas del petréleo y diésel
4.3.2.1 Primer muestreo (Temporada de lluvias)

Las bacterias hidrocarbonoclastas de petroleo y diesel ya seleccionadas en las
pruebas anteriores de tolerancia, se sometieron a un proceso de extraccién con
diclorometano (Carmo et al., 2011) y posteriormente, sus extractos puros, se cuantificaron
por medio de cromatografia de gases acoplado de masas (GC-MS).

Los resultados de la cuantificacion de las bacterias hidrocarbonoclastas, evaluadas por GC-
MS, se expresaron graficamente por medio de cromatogramas, en los cuales, se representa
la abundancia de picos de concentracion de hidrocarburos totales del petrdleo y diésel
respectivamente, con respecto al tiempo de retencion.

En la Figura 4.1, se presentan los cromatogramas correspondientes a la abundancia
de hidrocarburos totales del petréleo crudo (5000 pL mL™) del primer muestreo (1M),
observando que las cepas P, (MARW22), P, (MARW23) Ps (MARW25) P; (MARW?27)y
Ps (MARW?29) con respecto al testigo de petrdleo (Tp), presentan una reduccion importante
con respecto al area bajo la curva y respecto a la degradacion de hidrocarburos del petréleo
crudo. En orden jeréarquico la capacidad de degradacion de hidrocarburos del petréleo de
cada cepa con respecto al Tp es la siguiente: P; (Pseudomonas sp.) > Py (Pseudomonas
fluorescens) > P, (Stenotrophomonas nitritireducens) > Ps (Rhodococcus erythropolis) > P,
(Stenotrophomonas sp.) > Tp.

De las cinco cepas hidrocarbonoclastas del petrdleo, la cepa P; (MARW 27)
identificada filogenéticamente como Pseudomonas sp., presentdé el mayor porcentaje de
degradacion (92%) de hidrocarburos de petroleo crudo ligero, y por lo tanto, la menor

abundancia de picos totales e individuales, lo cual se confirma y observa en la Figura 4.2.
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Figura 4.1. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos

de

hidrocarburos totales de petréleo crudo (5000 pL mL™) después de 21 dias de incubacion.

A) Testigo-Petroleo y, B-F) cepas hidrocarbonoclastas de petréleo del primer muestreo 1M,

aisladas de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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Figura 4.2. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos individuales
de hidrocarburos totales de petréleo (5,000 uL mL™), después de 21 dias de incubacién. A)
Testigo-Petréleo, y B) mejor cepa hidrocarbonoclasta de petréleo del primer muestreo 1M,

aislada de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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En la Figura 4.3, se presentan los cromatogramas correspondientes a la abundancia
de hidrocarburos totales de diésel (20,000 pL mL™) del primer muestreo (1M), observando
que las cepas D4 (MARW23), D; (MARW?27) Ds (MARW25) D, (MARW22) y Dy
(MARW?29) con respecto al testigo Tp, presentan una reduccion importante con respecto al
area bajo la curva y respecto a la degradacion de hidrocarburos del diésel. De las 5 cepas
hidrocarbonoclastas de diésel, la cepa Ds (MARW 25) identificada filogenéticamente como
Rhodococcus erythropolis, presenta el mayor porcentaje de degradacion (98.6%) de
hidrocarburos de diésel, y por lo tanto, la menor abundancia de picos totales e individuales,
lo cual se confirma en la Figura 4.4.

En la Figura 4.5, se presentan los cromatogramas correspondientes a la abundancia
de hidrocarburos totales del petréleo crudo (5,000 pL mL™) del segundo muestreo (2M). En
orden jerarquico la capacidad de degradacion de hidrocarburos del petréleo de cada cepa
con respecto al testigo (Tp) es la siguiente: P4 (Serratia marcescens) > Pg (Providencia sp.)
> P, (Acinetobacter sp.) > Py (Enterobacter sp.) > Tp. De las 4 cepas hidrocarbonoclastas
del petréleo, la cepa P, (MARR 49) identificada filogenéticamente como Serratia
marcescens, presenta el mayor porcentaje de degradacion (75%) de hidrocarburos de
petroleo crudo ligero, y por lo tanto, la menor abundancia de picos totales e individuales
(ver Figura 4.6).

En la Figura 4.7, se presentan los cromatogramas correspondientes a la abundancia
de hidrocarburos totales de diésel (20,000 puL mL™) del segundo muestreo (2M),
observando que las cepas Ds (MARR82) y D, (MARRG62) con respecto al testigo de diesel
(Tp), presentan una reduccién importante con respecto al area bajo la curva y respecto a la
degradacion de hidrocarburos del diésel. La cepa Dg (MARRS82) identificada

filogenéticamente como Microbacterium nematophilum, presenta el mayor porcentaje de
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degradacidon (59%) de hidrocarburos de diesel, y por lo tanto, la menor abundancia de picos

totales e individuales (ver Figura 4.8).

4e+07 A) Testigo TD
2e+07

e
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00
B) Cepa D4: MARW 23

4e+07 P
Stenotrophomonas nitritireducens

2e+07

LI o S B R L e
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00

4e+07 C) Cepa D7: MARW 27
[P M Pseudomonas sp.
Q 0
C T T T T T T T T T T T I I I
] 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00
©
c
S deso7 D) Cepa D5: MARW 25
Qo 2e+07 Rhodococcus erythropolis
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00
4e+07 E) Cepa D2: MARW 22
2e+07 Stenotrophomonas sp.
(oI o o o B I o i o o o o B LR B i o e i o s o e
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00
4e+07 F) Cepa D9: MARW 29
2e+07 Pseudomonas fluorescens
0 AL LR T

I I:I.(I)(I)(I) I I12I£)(; I ;Léll.OO 16.00 18.00 20.00 22.0(I)I 2400I 260(I) I 280(I) 300(I) I32.O(I) 34.0(|)
Tiempo de retencion

Figura 4.3. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos de

hidrocarburos totales de diésel (20,000 pL mL™) después de 21 dias de incubacién. A)

Testigo-Diésel, y B-F) cepas hidrocarbonoclastas de diésel del primer muestreo 1M,
aisladas de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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Figura 4.4. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos de

hidrocarburos totales de diésel (20,000 pL mL™) después de 21 dias de incubacién. A)

Testigo-Diésel, y B) mejor cepa hidrocarbonoclasta de diésel del primer muestreo 1M,

aislada de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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4.3.2.2 Segundo muestreo (Temporada de secas)
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Figura 4.5. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos de

Hidrocarburos Totales de Petréleo crudo (5000 pL mL™) después de 21 dias de incubacién.

A) Testigo-Petrdleo, y B-E) cepas hidrocarbonoclastas de petroleo del segundo muestreo

2M, aisladas de la rizésfera del manglar del estado de Campeche.
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Figura 4.6. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos individuales
de hidrocarburos totales de petréleo (5,000 uL mL™), después de 21 dias de incubacién. A)
Testigo-Petroleo, y B) mejor cepa hidrocarbonoclasta de petrdleo del segundo muestreo

2M, aislada de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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Figura 4.7. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos de
hidrocarburos totales de diésel (20,000 pL mL™). A) Testigo-Diésel, y B-C) cepas
hidrocarbonoclastas de diesel del segundo muestreo 2M, aisladas de la rizosfera del

manglar del estado de Campeche.
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Figura 4.8. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos individuales
de hidrocarburos totales de diésel (20,000 pL mL™), después de 21 dias de incubacién. A)
Testigo-Diésel, y B) mejor cepa hidrocarbonoclastas de diésel del segundo muestreo 2M,

aisladas de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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4.2.2.3 Seleccion final cuantitativa de bacterias hidrocarbonoclastas

En la Figura 4.9, se presentan los cromatogramas correspondientes a la abundancia
de hidrocarburos totales del petréleo crudo (5,000 uL mL™) en la seleccién final. En orden
jerarquico la capacidad de degradacién de hidrocarburos del petroleo de cada cepa con
respecto al Tpr es la siguiente: Pi;r (Pseudomonas sp.) > P4 (Stenotrophomonas
nitritireducens) > Psg (Acinetobacter sp.) > Py (Rhodococcus erythropolis) > Pge
(Providencia sp.) > Tpr. De las 5 cepas hidrocarbonoclastas del petroleo, la cepa Pir
(MARW 27) identificada filogenéticamente como Pseudomonas sp., presenta el mayor
porcentaje de degradacion (92%) de hidrocarburos de petréleo crudo ligero, y por lo tanto,
la menor abundancia de picos totales.

En la Figura 4.10, se presentan los cromatogramas correspondientes a la abundancia
de hidrocarburos totales de diésel (20,000 pL mL™) en la seleccién final. En orden
jerarquico la capacidad de degradacion de hidrocarburos de diesel de cada cepa con
respecto al Tpres la siguiente: Dr (Rhodococcus erythropolis) > Dyg (Pseudomonas sp.) >
D=k (Serratia marcescens) > Tpr. De las tres cepas hidrocarbonoclastas de diésel, la cepa
D2 (MARW 25) identificada filogenéticamente como Rhodococcus erythropolis, presenta
el mayor porcentaje de degradacion (94%) de hidrocarburos de diésel, y por lo tanto, la

menor abundancia de picos totales.
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Figura 4.9. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos de
hidrocarburos totales de petréleo crudo (5000 pL mL™) después de 21 dias de incubacién.
A) Testigo-Petroleo, y B-F) mejores cepas hidrocarbonoclastas de petroleo en seleccion

final, aisladas de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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Figura 4.10. Cromatogramas de GC-MS que muestran la abundancia de picos de
hidrocarburos totales de diésel (20,000 pL mL™) después de 21 dias de incubacién. A)
Testigo-Diésel, y B-D) mejores cepas hidrocarbonoclastas de diésel en seleccion final,

aisladas de la rizosfera del manglar del estado de Campeche.
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Los porcentajes de degradacion promedio de las bacterias hidrocarbonoclastas de
petroleo y diésel cuantificados por GC-MS, se indican en la Tabla 4.5. Se observaron
diferencias significativas (P <0.05) entre los promedios de las mejores de cepas
degradadoras de petroleo crudo y diésel, respectivamente (Figura 4.11A y 4.11B). La
rizosfera de mangle blanco mostré los mayores porcentajes promedio de degradacion de
bacterias hidrocarbonoclastas seleccionadas en comparacion con las especies de mangle
restantes. La mejor bacteria hidrocarbonoclasta de petréleo crudo fue la cepa MARW27,
Pseudomonas sp., y la mejor bacteria hidrocarbonoclasta de diésel fue la cepa MARW25,

Rhodococcus erythropolis (Tabla 4.5; Figura 4.11).

Tabla 4.5. Porcentaje de degradacion promedio de bacterias hidrocarbonoclastas del
petréleo y diésel cuantificadas por GC-MS.

Clavede  Nombre de la cepa Origen de la cepa Degradacién
cepa %
Petroleo Diésel
MARW 27 Pseudomonas sp. Mangle Blanco -W
MARW 25 Rhodococcus erythropolis Mangle Blanco 72+1.53 94+2.89
MARW 29 Pseudomonas fluorescens Mangle Blanco 65+7.00 4045.00
MARW 23 Stenotrophomonas nitritireducens Mangle Blanco 78+3.61 73+5.86
MARR 62 Acinetobacter sp. Mangle Rojo 70+5.29 4045.77
MARBK 51  Providencia sp. Mangle Negro 61+6.35 72+4.04
MARW 22 Stenotrophomonas sp. Mangle Blanco 30+5.00 40+5.00
MARR 49 Serratia marcescens Mangle Rojo 70+5.00 78+1.73
MARB 85 Enterobacter sp. Mangle Botoncillo 18+4.04 35+2.89
MARR 82 Microbacterium nematophilum Mangle Rojo 2015.77 60+0.58
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Figura 4.11. Porcentaje de degradacion de hidrocarburos. A) Petréleo crudo (5,000 pL L™)
y B) Diésel (20,000 pL L% en medio mineral obtenido por 10 bacterias
hidrocarbonoclastas aisladas y seleccionadas de la rizosfera de cuatro especies de mangle
del estado de Campeche, después de 21 dias de incubacion. (LSD Fisher, « = 0.05). n = 3.
Barras con diferentes letras en cada grafico, indican diferencias significativas.
Abreviaturas: MARR, Mangle Rojo; MARW, Mangle Blanco; MARBK, Mangle Negro,
MARB; Mangle Botoncillo.
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4.3.3 Filogenia de bacterias hidrocarbonoclastas aisladas de la rizésfera de cuatro
especies de mangle del estado de Campeche, México.

La relacién de bacterias hidrocarbonoclastas del petrdleo y diésel secuenciadas e

identificadas se presenta en la Tabla 4.6. De ellas, solo el 56% fueron identificadas
filogenéticamente. Los resultados obtenidos de la identificacion filogenética de bacterias
hidrocarbonoclastas aisladas de la rizésfera de mangle rojo, blanco, negro y botoncillo, se
presentan en las Figuras 4.12, 4.13, 4.14 y 4.15, respectivamente.
En la rizosfera de mangle rojo (Rhizophora mangle) se obtuvieron los siguientes
porcentajes de abundancia y especies de bacterias hidrocarbonoclastas: 36.4% de
Pseudomonas (P. fragi, P. fluorescens, P. gesardii y Pseudomonas sp.), 18.2% de Bacillus
(Bacillus sp. y B. thuringiensis), 18.2% de Delftia tsuruhatensis, 9.9% de Acinetobacter sp.
y Alcaligenes faecalis, respectivamente (Figura 4.12).

En la rizésfera de mangle blanco (Laguncularia racemosa) se obtuvieron los
siguientes porcentajes de abundancia y especies de bacterias hidrocarbonoclastas: 45.5% de
Pseudomonas (P. fluorescens, P. fragi, P. putida y Pseudomonas sp.), 27.3% de
Stenotrophomonas (S. nitritireducens, maltophilia y Stenotrophomonas sp.), 18.2% de
Bacillus (Bacillus sp. y B. cereus), y 9.9% de Rhodococcus erythropolis (Figura 4.13).

En la rizésfera de mangle negro (Avicennia germinans) se obtuvieron los siguientes
porcentajes de abundancia y especies de bacterias hidrocarbonoclastas: 27.3% de
Pseudomonas (P. rhodesiae, P. fragi y Pseudomonas sp.), 27.3 % de Bacillus (B. cereus, B.
thuringiensis y Bacillus sp.), y 9.9% de Acinetobacter guillouiae, Providencia sp., Proteus
penneri, Microbacterium ketosireducens y Staphylococcus saprophyticus, respectivamente

(Figura 4.14).
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En la rizésfera de mangle botoncillo (Conacarpus erectus) se obtuvieron los
siguientes porcentajes de abundancia y especies de bacterias hidrocarbonoclastas: 27.3% de
Pseudomonas (P. fluorescens, P. putida y Pseudomonas sp.), y 9.9% de Serratia sp.,
Enterobacter sp., Acinetobacter sp., Acidovorax sp., Xanthomonas sp., Brevundimonas

bullata, Paenibacillus pabuli y Bacillus cereus, respectivamente (Figura 4.15).

Tabla 4.6 Relacion de bacterias hidrocarbonoclastas enviadas para realizar su extraccion,

secuenciacion e identificacion por biologia molecular

MARR 1 MARBk 32 MARR 49 MARBK 66
MARR 2 MARBk 33 MARB 50 MARBK 67
MARR 3 MARBK 34 MARBK 51 | MARBK 68
MARR 4 MARBk 35 MARB 52 MARB 69
MARR 5 MARBk 36 MARR 53 MARB 70
MARR 6 MARBKk 37
MARR 7 MARBKk 38 MARR 55 MARBK 74
MARR 8 MARB 39 MARR 56 MARBK 75
MARR 9 MARB 40 MARR 57 MARBK 76
MARR 10 MARB 41 MARR 58 MARB 78
MARR 10.1 MARB 42 MARR 59 MARR 80
MARR 10.2 MARB 43 MARR 60 MARR 81
MARR 11 MARB 44 MARR 61 MARR 82
MARR 12 MARB 45 MARR 62 MARR 83
MARR 13 MARR 46 MARB 63 MARBk 84
MARR 14 MARR 47 MARB 64 MARB 85
MARR 15 MARR 48 MARB 86
NOMENCLATURA DE LA RIZOSFERA DE MANGLE POR ESPECIE:

e SUELO DE MANGLE ROJO (MARR)

e SUELO DE MANGLE NEGRO (MARBKk)

e SUELO DE MANGLE BOTONCILLO (MARB))
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MARR 2. Pseudomonas fragi

MARR 5. Pseudomonas fluorescens
MARR 1. Pseudomonas gesardii
90

MARR 49. Serratia marcescens
100 94 MARR 62. Acinetobacter sp.
MARR 7. Alcaligenes faecalis
100 [MARR 47. Delftia tsuruhatensis
100'MARR 61. Delftia tsuruhatensis

|MARR 80. Bacillus sp.

MARR 59. Pseudomonas sp.

100|MARR 81. Bacillus thuringiensis

NR 102878.1 Nanoarchaeum equitans

F——— Nucleétidos por sitio
50

Figura 4.12 Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en la rizosfera de
mangle rojo del estado de Campeche. EI numero de acceso NR 102878 de Nanoarchaeum equitans,
fue asignado como grupo externo. El arbol filogenético se realiz6 por el método de méaxima
parsimonia con un analisis de bootstrap con 1000 repeticiones. La barra indica 50 substituciones por
sitio.

MARW 24. Pseudomonas fluorescens

98
MARW 29. Pseudomonas fluorescens

MARW 27. Pseudomonas sp.

10 MARW 31. Pseudomonas fragi
92 MARW 30. Pseudomonas putida
MARW 23. Stenotrophomonas nitritireducens
56 100 MARW 20. Stenotrophomonas maltophilia

100- MARW 22. Stenotrophomonas sp.

MARW 19. Bacillus sp.
l_ p

100|— MARW 65. Bacillus cereus

MARW 25. Rhodococcus erythropolis

NR 102878.1 Nanoarchaeum equitans

f————  Nucledtidos porsitio
50

Figura 4.13 Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en la rizosfera de
mangle blanco del estado de Campeche. El nimero de acceso NR 102878 de Nanoarchaeum
equitans, fue asignado como grupo externo. El éarbol filogenético se realiz6 por el método de
maxima parsimonia con un analisis de bootstrap con 1000 repeticiones. La barra indica 50

substituciones por sitio.
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97|MARBkK 33. Pseudomonas rhodesiae
100 FMARBK 38. Pseudomonas sp.
99 MARBK 34. Pseudomonas fragi
MARBK 37. Acinetobacter guillouiae
48 56 EMARBk 51. Providencia sp.
100 MARBK 74. Proteus penneri

MARBK 66. Microbacterium ketosireducens

———MARBKk 67. Bacillus sp.

MARBK 75. Staphylococcus saprophyticus

100

73 MARBK 76. Bacilluscereus
100"MARBKk 84 Bacillus thuringiensis

NR 102878.1 Nanoarchaeum equitans

F——"1 Nucledtidos porsitio
50

Figura 4.14 Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en la rizosfera de
mangle negro del estado de Campeche. El nimero de acceso NR 102878 de Nanoarchaeum
equitans, fue asignado como grupo externo. El arbol filogenético se realizd por el método de
maxima parsimonia con un analisis de bootstrap con 1000 repeticiones. La barra indica 50
substituciones por sitio.

100[MARB 39. Serratia sp.
79 MARB 85. Enterobacter sp.

94 — MARB 43. Acinetobacter sp.
MARB 69. Pseudomonas putida
88 100| |MARB 41.Pseudomonas sp.
100'MARB 44. Pseudomonas fluorescens

65 MARB 45. Acidovorax sp.
35 MARB 78. Xanthomonas sp.

MARB 70. Brevundimonas bullata

4|:MARB 42. Paenibacillus pabuli
99 MARB 86. Bacillus cereus

NR 102878.1 Nanoarchaeum equitans

F——— Nucleétidos por sitio
50

Figura 4.15. Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en la rizosfera de
mangle botoncillo del estado de Campeche. EI nimero de acceso NR 102878 de Nanoarchaeum
equitans, fue asignado como grupo externo. El arbol filogenético se realiz6 por el método de
méaxima parsimonia con un analisis de bootstrap con 1000 repeticiones. La barra indica 50

substituciones por sitio.
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4.3.4 Analisis filogenético considerando las cuatro especies de mangle del estado de
Campeche

En la rizosfera de las cuatros especies de mangle predominantes en el estado de
Campeche, se obtuvieron los siguientes porcentajes de abundancia y especies de bacterias
hidrocarbonoclastas: 15 bacterias hidrocarbonoclastas (HB) representaron el 31.25% de
Pseudomonas (P. fluorescens, P. fragi, P. gessardii, P. putida, P. rhodesiae y
Pseudomonas sp.), 10 HB representaron el 20.83% de Bacillus (B. cereus, B. thuringiensis
y Bacillus sp.), 5 HB representaron el 10.42% de Stenotrophomonas (S. nitritireducens, S.
maltophilia y Stenotrophomonas sp.), 3 HB representaron el 6.25% de Acinetobacter (A.
guillouiae y Acinetobacter sp.), 2 HB representaron el 4.16% de Serratia (S. marcescens y
Serratia sp.), 2 HB representaron el 4.16% de Microbacterium (M. nematophilum y M.
ketosireducens), y 11 HB representaron el 22.92% de otras especies individuales de
bacterias tales como: Enterobacter sp., Providencia sp., Proteus penneri, Xanthomonas sp.,
Alcaligenes faecalis, Acidovorax sp., Delftia tsuruhatensis, Rhodococcus erythropolis,
Brevundimonas bullata, Paenibacillus pabuli y Staphylococcus saprophyticus. Por lo
anterior, el arbol filogenético de la rizosfera de las cuatro especies de mangle del estado de
Campeche qued6 conformado por tres phyla: 1) Proteobacteria, 2) Firmicutes y 3)
Actinobacteria (Figura 4.16). El registro de las cepas hidrocarbonoclastas en GenBank, se
indican en el Anexo I.

En el phylum Proteobacteria, representado por bacterias Gram negativas, se alojaron
clados grandes del genero Pseudomonas, clados menores de los géneros
Stenotrophomonas, Acinetobacter y Serratia, y clados individuales de los géneros:
Enterobacter, Providencia, Proteus, Xanthomonas, Alcaligenes, Acidovorax, Delftia y

Brevundimonas. EI phylum Firmicutes representado por bacterias Gram positivas, presentd
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un clado grande correspondiente al género Bacillus, y dos clados individuales de los
géneros Paenibacillus y Staphylococcus, respectivamente. EI phylum Actinobacteria,
conformado por actinobacterias Gram positivas, present6 clados menores e individuales de

los géneros Microbacterium y Rhodococcus, respectivamente.

4.4 DISCUSION

De 86 bacterias hidrocarbonoclastas identificadas filogenéticamente de la rizosfera
de cuatro especies de manglar (rojo, blanco, negro y botoncillo) del estado de Campeche, se
seleccionaron las 10 mejores bacterias hidrocarbonoclastas, de acuerdo a su capacidad para
tolerar, modificar o degradar hidrocarburos del petréleo y diésel (Alexander, 1994).

Brito et al. (2006) caracterizaron comunidades de bacterias hidrocarbonoclastas de
sedimento de manglar de la Bahia de Guanabara, Brazil, identificando grupos de
Pseudomonas, Marinobacter, Alcanivorax, Microbulbifer, Sphingomonas, Micrococcus,
Cellulomonas, Dietzia y Gordonia (Santos et al., 2011). En nuestro estudio, las cepas
hidrocarbonoclastas que se seleccionaron por su capacidad para tolerar hidrocarburos de
petréleo y diésel fueron las siguientes: Pseudomonas, Rhodococcus, Stenotrophomonas,
Serratia, Providencia y Acinetobacter. De estos grupos, el 50% fueron aislados de la
rizosfera de mangle blanco, el 30% de mangle rojo, el 10% de mangle negro y el 10% de
mangle botoncillo.

La mejor bacteria hidrocarbonoclasta de petréleo crudo seleccionada fue
Pseudomonas sp. y la mejor bacteria hidrocarbonoclasta de diésel seleccionada fue una

cepa de la especie Rhodococcus erythropolis; ambas especies aisladas del mangle blanco y
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clasificadas dentro del grupo de bacterias hidrocarbonoclastas asimiladoras de nitrégeno
(NA-HB).

Es importante sefialar que después de realizar el analisis filogenético, la rizdsfera de
las cuatro especies de mangle del estado de Campeche qued6 conformado por tres phyla:
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria.

En este estudio el anlisis filogenético indic6 que el phylum Proteobacteria presento
el mayor porcentaje de bacterias hidrocarbonoclastas (68.76%) en la rizésfera de manglares
del estado de Campeche, lo cual coincide con lo reportado por Taketani et al. (2009)
quienes reportaron que la mayoria de sus secuencias estaban relacionadas a Proteobacterias
(alpha y Gamma), las cuales son conocidas por dominar ambientes marinos aerdbicos, asi
como en sedimentos superficiales de manglares.

El phylum Proteobacteria se caracterizO por agrupar géneros tales como
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Serratia y otras especies individuales, e
incluy6 a la mejor especie tolerante de petroleo (Pseudomonas sp). El phylum Firmicutes
quedd definido por los géneros Bacillus, Paenibacillus y Staphylococcus con el 25% de
bacterias hidrocarbonoclastas. Respecto a este phylum, el género Bacillus (o Bacillales de
acuerdo a su orden) han sido previamente reportados en ambientes estuarios y manglares
por Holguin y Bashan, (1996). ElI phylum Actinobacteria agrupd a los géneros
Rhodococcus y Microbacterium (6.24%), incluyendo aqui a la mejor especie tolerante de
diésel (Rhodococcus erythropolis).

Por otra parte, es necesario sefialar que los porcentajes de degradacion alcanzados
por bacterias hidrocarbonoclastas del petroleo y diésel fueron significativos, y se
cuantificaron a partir de la abundancia de picos indicados en los cromatogramas generados

a partir de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. El porcentaje de
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degradacion de hidrocarburos del petroleo fue de 88% y el porcentaje de degradacion de
hidrocarburos del diésel fue de 94%.

Los resultados del presente estudio confirman la relacion que existe entre la fijacion
de nitrégeno a través de bacterias hidrocarbonoclastas asimiladoras o de fijadoras de N, y la
degradacion de hidrocarburos en ecosistemas naturales como los manglares (Head et al.,

2006).
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MARB 44. Pseudomonas fluorescens
MARR 5. Pseudomonas fluorescens
MARB 41. Pseudomonas sp.

MARW 27. Pseudomonas sp. (1)

99 || MARR 1. Pseudomonas gessardii
MARBk 38. Pseudomonas sp.
MARBk 33. Pseudomonas rhodesiae
MARR 9. Pseudomonas rhodesiae
MARBk 34. Pseudomonas fragi
MARR 2. Pseudomonas fragi

MARW 31. Pseudomonas fragi
MARW 30. Pseudomonas putida

24 100 || MARR 59. Pseudomonas  sp.

99 * MARB 69. Pseudomonas putida
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90 [ MARB 39. Serratia sp.
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49 MARB 43. Acinetobacter sp.

100 MARBk 37. Acinetobacter guillouiae
99 'MARR 62. Acinetobacter sp. (5)
MARB 78. Xanthomonas sp.
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MARR 7. Alcaligenes faecalis
100 MARB 45. Acidovorax sp.
100 MARR 47. Delftia tsuruhatensis

MARW 29. Pseudomonas fluorescens (3)

MARBk 51. Providencia sp. (6)
MARBKk 74. Proteus penneri

MARW 23. Stenotrophomonas nitritireducens (4)
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MARW 25. Rhodococcus erythropolis (2)
ﬂRBk 66. Microbacterium ketosireducens
100 MARR 82. Microbacterium nematophilum (10)
MARB 70. Brevundimonas bullata
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Figura 4.16. Arbol filogenético de bacterias hidrocarbonoclastas identificadas en la rizosfera de

cuatro especies mangle del estado de Campeche. EI numero de acceso NR 102878 de

Nanoarchaeum equitans, fue asignado como grupo

método de maxima parsimonia con un analisis de bootstrap con 1000 repeticiones. La barra indica

50 substituciones por sitio. Las 10 mejores cepas hidrocarbonoclastas, se indican entre paréntesis.

NR 102878.1 Nanoarchaeum equitans

externo. El arbol filogenético se realiz6 por el



4.5 CONCLUSIONES

De un total de 86 bacterias hidrocarbonoclastas identificadas filogenéticamente de la
rizosfera de cuatro especies de manglares (rojo, blanco, negro y botoncillo) del estado de
Campeche, se seleccionaron las 10 mejores con base en su tolerancia a petroleo y diésel.
Las cepas sobresalientes por su porcentaje degradacion fueron las siguientes:
Pseudomonas, Rhodococcus, Stenotrophomonas, Serratia, Providencia y Acinetobacter.

La rizosfera de mangle blanco mostr6 mayor porcentaje de bacterias
hidrocarbonoclastas seleccionadas en comparacion con las especies de mangle restantes. La
mejor cepa bacteriana hidrocarbonoclasta de petréleo crudo fue la MARW 27
(Pseudomonas sp.) y la mejor cepa bacteriana hidrocarbonoclasta de diesel fue la MARW
25 (Rhodococcus erythropolis); ambas bacterias corresponden al grupo de
hidrocarbonoclastas asimiladoras de nitrdgeno (NA-HB). El porcentaje de degradacién de
hidrocarburos del petréleo fue de 88% y el porcentaje de degradacion de hidrocarburos del
diésel fue de 94%.

El &rbol filogenético de la rizésfera de las cuatro especies de mangle del estado de
Campeche qued6 conformado por tres phyla: Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria.
El phylum Proteobacteria presentd el mayor porcentaje de cepas de bacterias
hidrocarbonoclastas (68.76%) de los géneros Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Acinetobacter Serratia y otras especies individuales, e incluyo a la mejor especie tolerante
de petréleo (Pseudomonas sp). ElI phylum Firmicutes quedo definido por los géneros
Bacillus, Paenibacillus y Staphylococcus con el 25% de cepas de bacterias
hidrocarbonoclastas. El phylum Actinobacteria agrupd a los géneros Rhodococcus y
Microbacterium (6.24%), incluyendo a la mejor especie degradadora de diésel

(Rhodococcus erythropolis).
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CAPITULO V
FITORREMEDIACION DE SUELO CONTAMINADO CON PETROLEO CRUDO
O DIESEL UTILIZANDO Lolium perenne, APLICANDO BIOESTIMULACION Y
BIOAUMENTACION
Resumen

Este estudio evalu6 los efectos de la inoculacion de consorcios bacterianos
hidrocarbonoclastas en plantulas de Lolium perenne en combinacién con cuatro fuentes de
nitrégeno (urea, nitrato de amonio, sulfato de amonio y testigo sin nitrégeno) durante la
fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo (5,000 mg kg') o con diésel
(10,000 mg kg"). El experimento tuvo un arreglo factorial de 3 x 4 x 3, con 36 tratamientos
distribuidos en un disefio experimental completamente al azar bajo condiciones de cdmara
de crecimiento. La aplicacion de urea, nitrato de amonio y sulfato de amonio redujo el pH,
CE, MO, COT, pero aument6 la altura de planta, biomasa seca total, bacterias totales y
porcentaje de degradacién de petroleo y diésel a los 50 dias. El nitrato de amonio y urea en
combinacidon con el consorcio bacteriano, generaron mayor biomasa seca, altura de
plantulas y longitud de raiz de L. perenne principalmente en plantulas sin contaminar y
plantulas contaminadas con diésel. El consorcio bacteriano (integrado por cinco bacterias
seleccionadas para cada contaminante) mejoro la eficiencia de fitorremediacién de suelo
con diésel (85.2%) en comparacion con la fitorremediacion de petroleo crudo (73.6%). El
menor porcentaje degradacion de diésel (36.6%) o de petroleo (22%) se presento en pasto
sin aplicacion de nitrégeno. La bioaumentacion y la bioestimulacion mejoraron la
fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo y diesel.

Palabras clave: Consorcios bacterianos, urea, nitrato de amonio, sulfato de amonio,

petrdleo, diésel.
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CHAPTER V
PHYTOREMEDIATION OF SOIL CONTAMINATED WITH CRUDE OIL OR
DIESEL USING Lolium perenne, APPLYING BIOSTIMULATION AND
BIOAUGMENTATION
Abstract

This study evaluated the effects of inoculating hydrocarbonoclastic bacterial consortia on
plants of Lolium perenne combined with four sources of nitrogen (urea, ammonium nitrate,
ammonium sulfate, and a control without nitrogen) during the phytoremediation of
contaminated soil with crude oil (5,000 mg kg') or diesel (10,000 mg kg"). The experiment
had a factorial arrangement 3x4x3, yielding 36 treatments distributed in a completely
randomized design, at plant growth chamber conditions. Urea, ammonium nitrate or
ammonium sulfate application decreased pH, CE, MO, COT, but increased plant height,
total dry mass, total bacterial population, and petroleum hydrocarbon degradation of crude
oil or diesel, after 50 days. Combining ammonium nitrate or urea with the bacterial
consortia resulted in high plant dry mass, height and root length in uncontaminated or
diesel-contaminated treatments. Bacterial consortia (composed by five selected bacteria for
each contaminant) improved the phytoremediation efficiency of diesel (85.2%) when
compared to crude oil (73.6%). The lowest degradation percentages of diesel (36.6%) or
crude oil (22%) was achieved in treatments with L. perenne without nitrogen application.
Both bioaugmentation and biostimulation enhanced the phytoremediation of contaminated
soil with either crude oil or diesel.

Key words: Microbial consortia, urea, ammonium nitrate, ammonium sulfate, crude oil,

diesel.
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5.1 INTRODUCCION

A nivel mundial, la industria petrolera produce, distribuye y consume grandes
cantidades de petroleo y sus derivados, los cuales representan la mayor fuente de energia
para industrias de proceso y transporte. Por ejemplo, Estados Unidos, en el 2011, consumié
18.83 millones de barriles de petrdleo y subproductos de su refinacion, comprendiendo el
22% del consumo total mundial; en tanto, que importé 11.4 millones de barriles diarios de
petroleo (mbd) (USEIA, 2013).

El petr6leo es un producto estratégico para México ya que representa la base
fundamental de su economia; el 90% de la energia primaria que se consume proviene de los
hidrocarburos del petréleo crudo. En el 2013, la produccion de petroleo fue de 418.7 mbd,
mientras que la produccion de diésel fue de 392.9 mbd (PEMEX, 2013). Paralelamente, el
crecimiento constante de la industria petrolera también ha generado dafios al ambiente, ya
que los constantes derrames en el suelo forman capas que disminuyen su capacidad para
retener agua disponible para las plantas (Gutiérrez y Zavala, 2002). Ademas, los
hidrocarburos del petroleo (HP) tienen efectos negativos en la textura, la materia orgénica,
la densidad real y la porosidad del suelo (Martinez y L6pez, 2001).

Los problemas de contaminacion del suelo por HP se deben principalmente a la falta
de mantenimiento de las instalaciones petroleras, explosiones en plataformas, fugas y robo
de combustible en las lineas de transporte (Jiménez, 2002). Asi, la contaminacion tambien
afecta la salud de la poblacion y en muchos casos, impacta negativamente los recursos
naturales y fundamentales para el desarrollo de la sociedad (SEMARNAT, 2010).

Uno de los métodos bioldgicos utilizados en la remediacion de suelos que muestra

ventajas con respecto a los métodos fisicos y quimicos, debido a su bajo costo y beneficio
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en el ambiente es la biorremediacion (Volke y Velasco, 2002). La biorremediacién se
centra en la explotacién de la diversidad genética y versatilidad metabolica que caracteriza
a los microorganismos para transformar los contaminantes e integrarlos a los ciclos
biogeoquimicos naturales (Garbisu et al., 2002). Una alternativa de la biorremediacion, es
la fitorremediacion, que consiste en el uso de plantas para remover, estabilizar, volatilizar,
acumular y/o degradar contaminantes organicos, la cual, esta siendo utilizada para limpiar
suelos contaminados con HP (Davis et al., 2002). Asi, la actividad asociada al sistema
radical de las plantas esta frecuentemente relacionada con el mejoramiento de la habilidad
para disipar o degradar contaminantes organicos, proceso al cual se denomina
rizodegradacion (Newman y Reynolds, 2004; Ferrera-Cerrato et al., 2006). Tanto la
biorremediacion como la fitorremediacion de suelos contaminados con HP puede ser
incrementada significativamente mediante la introduccidn de especies de microorganismos
especificos (bioaumentacién) con caracteristicas fisiologicas y bioguimicas ideales para
oxidar o para degradar de contaminantes organicos. La inoculacion de este tipo de
microorganismos se recomienda, cuando los microorganismos nativos muestran baja
efectividad en degradar contaminantes. A su vez, los suelos contaminados con HP
presentan limitaciones en la disponibilidad de nutrientes, particularmente N y P, debido al
incremento en las relaciones C:N y C:P, lo cual resulta en la inmovilizacion de estos dos
nutrientes por los microorganismos del suelo, agotando asi su disponibilidad. Por lo
anterior, la adicion de nutrimentos tanto organicos como inorganicos, incrementa y
optimiza la relacion C:N:P y con ello, mejora la remediacion de los suelos contaminados
(Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2013).

Algunos estudios han demostrado que la aplicacion de fertilizantes organicos e

inorganicos contribuyen en la degradacién de los HP en el suelo hasta 90% (Pardo et al.,

111



2004). El uso de diferentes dosis de fertilizacién con N-P-K en el suelo contaminado con
petroleo es un factor importante en la bioestimulacion de la actividad microbiana y en el
crecimiento de las plantas. Asf la aplicacion de 60 g kg ™ de fertilizante N-P-K (15-15-15)
contribuy6 en la degradacion de 55% de petréleo crudo, mientras que el suelo que no fue
fertilizado degrad6 solo 29% (Ubochi et al., 2006).

Existen bacterias que utilizan el petroleo crudo y sus derivados como fuente de
alimento y de energia, oxidandolo hasta diéxido de carbono y agua, y liberando energia
(Gémez, 2004). Bacterias de vida libre como Bacillus cereus, B. fusiformis, Acinetobacter
junii, Pseudomonas sp., y Pseudomonas putida, tienen la capacidad de tolerar y degradar
tolueno y xileno (Bento et al., 2005; Purushothaman et al., 2010). Algunos géneros
bacterianos utilizados con éxito en procesos de la bioaumentacién son Flavobacterium,
Sphingomonas, Alcaligenes, Rhodococcus, Mycobacterium, Paracoccus y Achromobacter
(Singh et al., 2004; Keum et al., 2006; Teng et al., 2010).

Existen diversas especies de plantas herbaceas que estimulan la proliferacién de
microorganismos en su rizdsfera en presencia de contaminantes organicos (Singh et al.,
2004). Las gramineas son menos susceptibles de sufrir dafios severos por exposicion a los
HP en el suelo en comparacion con leguminosas y herbaceas en general (Kirk et al., 2002;
Merkl et al., 2005a; Sangrabriel et al., 2006), algunas de éstas pueden ser utilizadas como
indicadoras de la toxicidad inducida por los HP (Malallah et al., 1996; Ferrera-Cerrato et
al., 2007). La seleccion de plantas para ser utilizadas en sistemas de fitorremediacion se
basa en su habilidad de tolerar y crecer en suelos contaminados, asi como en su habilidad
para favorecer la degradacion de los hidrocarburos directamente mediante la secrecion o

exudacion de enzimas oxidativas o indirectamente al estimular las poblaciones de
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microorganismos hidrocarbonoclastas en la rizosfera (Siciliano et al., 2001; Susarla et al.,
2002; Pilon-Smits, 2005; Ferrera-Cerrato et al., 2006).

Existen plantas tolerantes que presentan modificaciones en su morfologia radical
como es el caso de Lolium perenne, las cuales se caracterizan por tener raices menos densas
cortas y gruesas, caracteristicas que estan relacionadas aparentemente con una mayor
degradacion de los contaminantes (Merkl et al., 2005a) y con el mejoramiento de la
absorcidn de agua y nutrientes para mantener el crecimiento de las plantas bajo este tipo de
contaminacion. Mas aun, los efectos negativos de los HP sobre la fisiologia de las plantas y
en la morfologia de la raiz, varian dependiendo de las especies de plantas, propiedades del
suelo, composicion de la poblacién microbiana y el tipo, concentracion y composicion de
los hidrocarburos (Salanitro et al., 1997; Wiltse et al., 1998; Siciliano et al., 2001).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta del pasto Lolium perenne a la
aplicacion de tres fuentes de nitrdgeno y un testigo (bioestimulacién), y a la inoculacién de
consorcios bacterianos hidrocarbonoclastas (bioaumentacion) durante la fitorremediacion
de un suelo contaminado con petréleo o con diésel, bajo condiciones de camara de

crecimiento.

5.2 MATERIALES Y METODOS

El suelo utilizado se colecté en San Diego municipio de Texcoco, estado de México.
Este posee una textura como franco arenosa y un pH de 7.2. El suelo se tamizé (malla 0.5
mm) y esterilizo en autoclave (en dos periodos a 121 °C durante 4 h) y posteriormente bajo
condiciones estériles, se paso a bolsas estériles de papel de un 1 kg de capacidad y se

secaron a 110 °C por 48 h.
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5.2.1 Preparacion de semillas

Las semillas de pasto Lolium perenne L. (rye-grass inglés) fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 2.5% durante 10 minutos y después enjuagadas con agua destilada
hasta eliminar el exceso del desinfectante. Las semillas no sembradas al instante en el
ensayo, se preservaron secas Y estériles en frascos de vidrio hasta su uso.

5.2.2 Contaminacién del suelo con petréleo o con diésel

En un refractario de vidrio estéril, por separado, se colocd un kilogramo de suelo
seco estéril para contaminarlo con petréleo crudo, y un kilogramo de suelo seco para
contaminarlo con diésel. También por separado, se prepar6 una suspension del
contaminante (petroleo crudo o diésel, respectivamente) con 150 mL de diclorometano
(Sigma-Aldrich®) como disolvente, para impregnar el contaminante de forma homogénea
con el suelo.

El suelo una vez contaminado se dejé reposar en una campana de extraccion durante
un dia para permitir la evaporacion del disolvente. La dosis de contaminacion de suelo con
petréleo crudo ligero fue de 5,000 mg kg™, y la dosis de contaminacién de suelo con diésel
fue de 10,000 mg kg™.

5.2.3 Preparacion de soluciones nutritivas para la aplicacion de nitrégeno
5.2.3.1. Soluciones nutritivas con diferentes fuentes de nitrégeno.
Las tres soluciones nutritivas de nitrogeno, que se prepararon fueron las siguientes:
1) Lasolucion de urea (46%, N), se preparé a partir de 15.47 mg N disueltos en 0.5
L de agua destilada para obtener una solucién con una concentracion de 30.9 mg

N L, representando una dosis de 219 kg N ha™.
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2) Lasolucién de nitrato de amonio (NH;NO;3 al 33%), se prepar6 con 15.46 mg N
disueltos en 0.5 L de agua destilada para obtener una soluciéon con una
concentracion de 30.9 mg N-L™, representando una dosis de 157 kg N ha™.

3) La solucién de sulfato de amonio ((NH;)2SO4 al 21%), se prepar6 con 15.47 mg
N disueltos en 0.5 L de agua destilada para obtener una solucién con una
concentracién de 30.9 mg-L™ N representando una dosis de 100 kg N ha™.

Las tres soluciones preparadas, se esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos, se
enfriaron y se aplicaron 20 mL, como Unica e inicial fuente de nitrégeno en las unidades
experimentales correspondientes, de acuerdo con los tratamientos del experimento.

5.2.3.2. Solucion nutritiva de Jensen.

La solucion testigo de Jensen es una solucion nutritiva de fosforo, libre de nitrogeno
(Vincent, 1970), (Ver Anexo IIl). La solucion nutritiva se esteriliz6 a 121 °C durante 15
minutos, se enfri6 y se aplicé un volumen aproximado de 20 mL a cada unidad
experimental a lo largo del tiempo que durd el experimento.

5.2.4 Preparacion del consorcio bacteriano

El consorcio bacteriano utilizado para el ensayo de la fitorremediacion de petréleo
crudo se formo con las siguientes cepas hidrocarbonoclastas: P; (MARW?27) + Ps (MARR
62) + P4 (MARW 23) + P, (MARW 25) + Ps (MARBK 51) (ver Capitulo 1V).

El consorcio bacteriano utilizado para el ensayo de la fitorremediacion de diésel se
conformo con las siguientes cepas hidrocarbonoclastas: D, (MARW 25) + D; (MARW 27)
+ Dg (MARR 49) + D, (MARW 23) + Dg (MARBK 51) (ver Capitulo IV).

Cada uno de los consorcios-bacterianos se formaron a partir del volumen de tres
tubos esteriles con 9 mL de agua destilada, los cuales previamente fueron inoculados con

cada una de las bacterias hidrocarbonoclastas seleccionadas. Para el conteo de las unidades
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formadoras de colonias (UFC) se tom6 un mL de la suspensién bacteriana y se realizaron
diluciones de 10 a 10°®. Posteriormente, se tomé una alicuota de 0.1 mL de las diluciones
10°,10°, 107, 10® y se distribuyd en cajas de Petri con agar nutritivo (Merck®), con tres
repeticiones por dilucién. Inmediatamente, las cajas se incubaron a 28 °C por 72 h, y
después de este tiempo, se cuantificaron las UFC. La carga bacteriana promedio del cultivo
del consorcio-bacteriano usado en los tratamientos con petréleo fue de 4.5 x 10® UFC mL’
!y de 7.2 x 10® UFC mL™ para el consorcio-bacteriano usado en los tratamientos con
diésel.
5.2.5 Determinacion de UFC de bacterias totales en el sustrato inoculado

Para el conteo de UFC en el suelo inoculado, se colocé un gramo de suelo de cada
uno de los tratamientos, en tubos de dilucion con 9 mL de agua destilada estéril,
agitandolos vigorosamente en un vortex. Posteriormente, se tom6 1.0 mL de la solucién y
se realizaron diluciones decimales (10™ a 10®). Enseguida de las disoluciones 10 a la 10°®
se tomd 0.1 mL, y distribuyd en cajas de Petri con agar nutritivo, para cuantificar bacterias
totales en el ensayo de fitorremediacion. Todas las diluciones se realizaron por triplicado en
cada tratamiento. Finalmente, las cajas se incubaron a 28 °C durante 48 h, y se cuantifico el
namero de UFC de cada tratamiento.
5.2.6 Disefio experimental y establecimiento del ensayo

El experimento se establecio usando un arreglo factorial 3 x 4 x 3, cuyos factores
fueron: tres fuentes de inoculacién (consorcios con pasto; CLp, consorcio sin pasto; C, sin
consorcio con pasto; Lp), cuatro fuentes de nitrogeno (Urea, nitrato de amonio, sulfato de
amonio, y testigo sin nitrégeno), y tres dosis de contaminantes (5,000 mg kg™ de petréleo
crudo 6 10,000 mg kg™ de diésel, y sin contaminante). La combinacién de estos factores

dio un total de 36 tratamientos, distribuidos en un disefio experimental completamente al
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azar bajo condiciones de cdmara de crecimiento (ver Anexo Il). Los datos obtenidos fueron
analizados mediante anélisis de varianza y prueba de comparacion de medias (LSD,
a=0.05) usando el software InfoStat 2013, Cérdoba, Argentina.

El experimento se estableci6é en una cdmara de crecimiento de ambiente controlado
con 12 h de fotoperiodo a una temperatura de 24 a 26 °C y con una humedad relativa de 65
a 70% (Data logger Hobo serie H8), en el area de Botanica del Colegio de Postgraduados.

Se utilizaron tubos Falcon que se llenaron con 65 g de sustrato arenoso, después se
sembraron tres semillas desinfectadas de Lolium perenne y se adicionaron 20 mL de
solucion nutritiva de nitrogeno como riego inicial, de acuerdo con el tratamiento
experimental correspondiente (ver Anexo Il). Posteriormente, el riego se aplicd de forma
diaria en todas las unidades experimentales (UE), s6lo con la solucion testigo libre de
nitrégeno.

La inoculacién de los consorcios-bacterianos en sus respectivos tratamientos, se
realizé a los ocho dias de iniciado el experimento, con la intencion de confirmar que las
semillas sembradas germinaran, y observar la emergencia de las primeras plantulas en cada
tratamiento. Finalmente, se inocularon 2 mL del consorcio-bacteriano correspondiente a
cada UE, aplicandolos en la base del tallo de las plantulas de Lolium perenne.

5.2.7 Variables evaluadas

Las variables evaluadas al inicio del experimento en cada unidad experimental (UE)
fueron las siguientes: pH, conductividad eléctrica (CE), materia organica (MO), carbono
organico total (COT), Hidrocarburos totales de petroleo (HTP) e Hidrocarburos totales de
diésel (HTD) en suelo contaminado con petroleo crudo ligero o con diésel,

respectivamente. Las variables evaluadas al final (50 dias) del experimento fueron las
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siguientes: pH, CE, MO, COT, altura de la plantula, longitud de raiz, biomasa seca total,
bacterias totales, asi como el contenido de HTP o de HTD.
5.2.8. Método de extraccion de hidrocarburos totales del petroleo y diésel

Las muestras de suelo arenoso recién contaminadas se almacenaron a -20 °C para
después determinar la concentracion inicial de petréleo o de diésel (tiempo cero). Ademas,
las muestras de suelo obtenidas a los 50 dias que duro el experimento se almacenaron a -20
°C durante 30 dias, para posteriormente realizar su extraccion y cuantificacion por GC-MS.

El método de extraccion de hidrocarburos totales aplicado fue el método soxhlet,
que consisti6 en una extraccién soélido-liquido utilizando diclorometano grado
cromatogréfico (Sigma-Aldrich®) como disolvente, durante 6 h. Después de iniciado y
finalizado el ensayo de fitorremediacion de petr6leo o de diésel. A partir de muestras de
cada unidad experimental (por triplicado), se tomaron 10 g de suelo seco y se depositaron
en dedales de celulosa previamente tratados con diclorometano, se colocaron en el equipo
soxhlet y se realiz6 la extraccion con 170 mL de diclorometano.

Los extractos se depositaron en embudos de separacion y se sometieron a tres
procesos de extraccion con 40 mL de diclorometano agitando durante 3 minutos y dejando
reposar 10 minutos después de cada extraccion (Carmo et al., 2011). La fase organica se
purifico en una columna empacada con 4 g de Na,SO, anhidro y lana de vidrio, colectando
los extractos en matraz balon. Los extractos se reconcentraron por medio de bafio maria
hasta un volumen de 5 mL, el cual se depositd y conservo en viales color &mbar de 5 mL,
para su posterior cuantificacion por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas (GC-MS).
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5.2.9. Cuantificacion de hidrocarburos totales del petrdleo o de diésel (GC-MS)

Previo al analisis cuantitativo de hidrocarburos totales de petr6leo o de diésel
contenidas en viales, todas las muestras se resuspendieron en 1 mL de diclorometano grado
cromatografico. Para el analisis se utiliz6 un cromatdgrafo de gases marca Agilent
Technologies, modelo 6890N (Net Work GC system), equipado con una columna DB-5,
5%-fenil-metilpolisiloxano (Agilent Technologies) de 60 metros de longitud, 0.25 mm de
didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. La temperatura de inicio fue 50 °C, la
cual se mantuvo durante 5 min, posteriormente la temperatura se elevo hasta 280 °C usando
una rampa de calentamiento de 20 °C min™, durante 20 min. Se usé helio como gas
acarreador a un flujo de 1 mL min™, la temperatura del inyector fue 250 °C, inyeccién split,
con una relacion de split de 50:1. Una vez obtenido el cromatograma, la identificacion de
cada uno de los picos se llevé a cabo mediante espectrometria de masas empleando un
espectrometro de masas marca Agilent Technologies modelo 5975 inert XL. Los espectros
de masas se obtuvieron mediante ionizacion por impacto electrénico a 70 eV, para la
identificacion se compararon los espectros de masas obtenidos para cada compuesto, con
una base de datos (HP Chemstation-NIST 05 Mass Spectral search program, version 2.0d),
ademas de la comparacién con un estandar (Saturated alkanes, C7-C30, numero de catalogo
49451-U, Sigma-Aldrich) analizado bajo las mismas condiciones, el cual fue utilizado
como estandar externo para la cuantificacion tanto de los hidrocarburos totales de petréleo

como los de diésel.
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5.3 RESULTADOS
5.3.1 Efecto en variables evaluadas en la rizésfera de Lolium perenne durante la
fitorremediacion de petrdleo o diésel.

5.3.1.1. pH

En la Figura 5.1 se presentan los valores de pH medidos al inicio y final del ensayo
de fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo. En los tratamientos con las
tres fuentes de nitrogeno urea, nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de amonio (NH,),
SO,) y en el testigo, se observé una reduccion del pH a los 50 dias de establecido el ensayo,
en comparacién con los valores iniciales. No obstante, el rango observado de pH fue de
7.86 a 8.87; el menor valor de pH se presentd en NH4NO3 al dia 50 en el tratamiento con
pasto sin contaminar (Lp), mientras que el mayor valor se obtuvo con urea en el consorcio
con pasto sin contaminar (CLp). En los tratamientos contaminados, la mayor reduccion de
pH se observa en el tratamiento consorcio con pasto con petréleo (CLp 5P) con urea o en el
testigo.

En el caso del diésel, la Figura 5.2 presenta los valores de pH medidos al inicio y
final del ensayo. Al igual que en el caso de petréleo, tanto en las tres fuentes de nitrogeno
como en el testigo, el pH disminuy6 a los 50 dias del ensayo, en comparacion con los
valores del dia 1. El rango observado de pH fue de 7.85 a 8.9; el menor valor de pH se
observo en el testigo en el tratamiento con el consorcio con pasto con diésel al dia 50, en
tanto que el mayor se obtuvo con (NH,4), SO, en el tratamiento con pasto sin contaminar en
el dia 1. El mayor decremento de pH se observo con urea en el tratamiento con el consorcio
con pasto sin contaminar (CLp) y en el testigo y con (NH,4),SO, en el tratamiento consorcio

con pasto con diésel (CLp 10D).
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Figura 5.1. Valores de pH del suelo por efecto de petréleo crudo (5,000 mg kg™?) al
inicio(dia 1) y final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium perenne con
bioestimulacion y bioaumentacién. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin
contaminar; CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petrdleo; Lp) Pasto sin

contaminar; Lp 5P) Pasto con Petroleo.
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Figura 5.2. Valores de pH del suelo por efecto de diésel (10,000 mg kg™) al inicio (dia 1) y
final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium perenne con
bioestimulacién y bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin
contaminar; CLp 10D) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin

contaminar; Lp 10D) Pasto con diésel.
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5.3.1.2. Conductividad eléctrica.

La Figura 5.3 presenta los valores de conductividad eléctrica (CE) medidos al inicio

y final del ensayo, por efecto de la contaminacion con petréleo crudo. En general, se

observé una reduccion de la CE en pasto sin petroleo (Lp) a los 50 dias del ensayo

fitorremediacion en comparacion con los valores iniciales; la variacion de la CE fue de 0.1

a 0.16 dS m™, en todos los tratamientos. De manera similar, la contaminacién con diésel

produjo variaciones e incrementos de CE en los tratamientos; asi, el rango observado de CE

en los tratamientos fue de 0.1 2 0.16 dS m™ (Figura 5.4).
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mCLp 5P
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Figura 5.3. Conductividad eléctrica del suelo por efecto de petréleo crudo (5,000 mg kg™)

al inicio (dia 1) y final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium perenne

con bioestimulacion y bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto

sin contaminar; CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petroleo; Lp) Pasto sin

contaminar; Lp 5P) Pasto con Petroleo.
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Figura 5.4. Conductividad eléctrica del suelo por efecto de diésel (10,000 mg kg™) al inicio
y final del ensayo de fitorremediacién utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y
bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar; CLp
10D) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin contaminar; Lp 10D) Pasto
con diésel.

5.3.1.3. Materia orgéanica

En la Figura 5.5 se presentan los valores de materia organica (MO) por efecto de la
contaminacion con petréleo crudo en el suelo. Con la aplicacion de las tres fuentes de
nitrogeno vy el testigo, se observo una reduccién de MO en el tratamiento consorcio con
pasto con petréleo (CLp 5P) y un incremento en el tratamiento con pasto con petroleo (Lp
5P) a los 50 dias de establecido el ensayo, observando mayor reduccion en el testigo. No
obstante, el rango observado de MO con petroleo fue de 0.13 a 1.21%; el menor porcentaje
de MO observé con NH4NO;3 al dia 50 en el tratamiento pasto sin contaminar (Lp),

mientras que el mayor porcentaje se obtuvo con el testigo el dia 1 en el tratamiento

consorcio con pasto con petrdleo (CLp 5P).
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En el caso del diésel, la Figura 5.6 presenta los valores de materia organica (MO)
obtenidos en el ensayo de fitorremediacion. Al igual que en el caso de petroleo, tanto en las
tres fuentes de nitrogeno como en el testigo, la MO disminuyd en el Consorcio con Pasto
con diésel (CLp 10D), y aument6 en el tratamiento pasto con diésel (Lp 10D) a los 50 dias
de establecido el ensayo. El rango observado de MO con diésel fue de 0.13 a 0.84%; el
menor porcentaje de MO observo al dia 50 en NH4NO;3 en el tratamiento Lp, en tanto que el

mayor porcentaje se obtuvo con el testigo el dia 50 en el tratamiento Lp 10D.
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$
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dial dia50| dial dia50| dial dia50| dial dia50
Testigo

Fuentes de nitrégeno

Figura 5.5. Materia orgénica del suelo por efecto de petréleo crudo (5,000 mg kg™) al
inicio(dia 1) y final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium perenne con
bioestimulacion y bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin
contaminar; CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petrdleo; Lp) Pasto sin

contaminar; Lp 5P) Pasto con Petroleo.
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Figura 5.6. Materia orgéanica del suelo por efecto de diésel (10,000 mg kg™) al inicio y
final del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y
bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar; CLp
10D) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin contaminar; Lp 10D) Pasto

con diésel.

5.3.1.4. Carbdn orgénico total

En la Figura 5.7 se presentan los valores de carb6n organico total (COT) por efecto
de la contaminacidn con petréleo crudo en el suelo. Al igual que la MO con la aplicacion de
las tres fuentes de nitrogeno y el testigo, se observo la misma variacion de COT. No
obstante, el rango observado de COT con petroleo fue de 0.08 a 0.7%; el menor porcentaje
de MO observé con NH4NOj3 al dia 50 en el tratamiento pasto sin contaminar (Lp),
mientras que el mayor porcentaje se obtuvo con el testigo el dia 1 en el tratamiento

consorcio con pasto con petrdleo (CLp 5P).
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De manera similar a la MO, la contaminacién con diésel produjo variaciones de
COT idénticos en todos lo tratamientos; asi el rango observado de COT con diesel fue de

0.08 a 0.55% (Figura 5.8)

J
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mCLp 5P
OLp
BLp 5P

o 9 9 L 9 9 9 O
b N W N N

Carbon Organico Total (%)

o

dial dia50| dial dia50| dial dia50| dial dia50

Testigo

Fuentes de nitrogeno
Figura 5.7. Carbén organico total del suelo por efecto de petréleo crudo (5,000 mg kg™) al

inicio(dia 1) y final (dia 50) del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium perenne con
bioestimulacion y bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin
contaminar; CLp 5P) Consorcio bacteriano con Pasto con petrdleo; Lp) Pasto sin

contaminar; Lp 5P) Pasto con Petroleo.
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Figura 5.8. Carbon orgénico total del suelo por efecto de diésel (10,000 mg kg™) al inicio y
final del ensayo de fitorremediacion utilizando Lolium perenne con bioestimulacion y
bioaumentacion. Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto sin contaminar; CLp

10D) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; Lp) Pasto sin contaminar; Lp 10D) Pasto
con diésel.

5.3.1.5. Altura de plantula y longitud de raiz

En la Figura 5.9A, se presentan los valores de altura de plantulas (AP) a 50 dias del
ensayo de fitorremediacién de suelo contaminado con petréleo crudo. Con la aplicacion de
las tres fuentes de nitrégeno (urea, nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de amonio (NH,),
S0O,) y en el testigo, se observd que la mayor AP se presentd en el consorcio con pasto sin
contaminar (CLp), seguido del tratamiento de pasto sin contaminar (Lp) y las menores
alturas, se presentaron en los tratamientos: consorcio con pasto con petroleo (CLp 5P) y
pasto con petroleo (Lp 5P). Por lo anterior, presentaron diferencias significativas (P < 0.05)
entre tratamientos sin contaminar (CLp y Lp) y los tratamientos contaminados con petréleo
(CLp 5P y Lp 5P). No obstante, el rango observado en la AP contaminadas con petréleo

fue de 8 a 16 cm; la menor altura se presento en el testigo y (NH;).SO, en el tratamiento
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pasto con petréleo (Lp 5P), mientras que la mayor altura de plantulas se presento en urea en
el tratamiento consorcio con pasto sin contaminar (CLp).

En la Figura 5.9B se presentan los valores de longitud de raiz (LR) a 50 dias del
ensayo de fitorremediacion en suelo contaminado con petréleo. Con la aplicacion de las tres
fuentes de nitrégeno (urea, nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de amonio (NH;)2 SO4) y
en el testigo, se observd que la mayor LR se presentd en el consorcio con pasto sin
contaminar (CLp), seguido del tratamiento de pasto sin contaminar (Lp) y las menores LR,
se presento en el tratamiento pasto con petroleo (Lp 5P) y Pasto con petréleo (Lp 5P). Por
lo anterior, se presentaron diferencias significativas (P <0.05) entre tratamientos sin
contaminar (CLp y Lp) y el tratamiento contaminado con petréleo (Lp 5P). No obstante, el
rango observado en la LR contaminadas con petroleo fue de 6 a 11 cm; la menor LR se
presentd en el testigo en el tratamiento pasto con petréleo (Lp 5P), mientras que la mayor
longitud de raiz se present6 en urea y NH4NO;3 en el tratamiento consorcio con pasto sin

contaminar (CLp).
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En la Figura 5.10A, se presentan los valores de altura de plantulas (AP) a 50 dias
del ensayo de fitorremediacion de suelo contaminado con diésel. Al igual que con petréleo,
se presentaron las mismas variaciones y diferencias significativas entre tratamientos sin
contaminar (CLp y Lp) y los tratamientos contaminados con diésel (CLp 10D y Lp 10D).
No obstante, el rango observado en la AP contaminadas con diésel fue de 10 a 23 cm; la
menor altura se presentd en el testigo y (NH,;),SO, en el tratamiento pasto con diésel (Lp
10D), mientras que la mayor altura de plantulas se presentd en urea en el tratamiento
consorcio con pasto sin contaminar (CLp).

La Figura 5.10B, presenta los valores de longitud de raiz (LR) a 50 dias del ensayo
de fitorremediacién de suelo contaminado con diésel. Al igual que con petréleo, se
presentaron las mismas variaciones y diferencias significativas entre tratamientos sin
contaminar (CLp y Lp) y el tratamiento contaminado con diésel (Lp 10D). No obstante, el
rango observado en la LR contaminadas con diésel fue de 8 a 15 cm; la menor longitud se
presentod en el testigo y las tres fuentes de nitrégeno en el tratamiento pasto con diésel (Lp
10D), mientras que la mayor longitud de raiz se present6 en NH4;NO; en el tratamiento

consorcio con pasto sin contaminar (CLp).
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5.3.1.6. Biomasa seca total

En la Figura 5.11 se presentan los valores de biomasa seca total (BST) a 50 dias del
ensayo de fitorremediacién de suelo contaminado con petroleo crudo. Con la aplicacion de
las tres fuentes de nitrégeno (urea, nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de amonio (NH,),
SO,) y en el testigo, se observo que la mayor BST se presentd en el consorcio con pasto sin
contaminar (CLp), seguido del tratamiento pasto sin contaminar (Lp) y las menores
biomasas, se presentaron en los tratamientos: consorcio con pasto con petréleo (CLp 5P) y
pasto con petroleo (Lp 5P). Por tanto, se presentaron diferencias significativas (P <0.05)
entre tratamientos sin contaminar (CLp y Lp) y los tratamientos contaminados con petréleo
(CLp 5P y Lp 5P). No obstante, el rango observado de BST en petrdleo fue de 0.0528 a
2.8822 g; la menor BST se presentd en (NH,4).SO, en el tratamiento pasto con petréleo (Lp
5P), mientras que la mayor BST se present en urea en el tratamiento consorcio con pasto
sin contaminar (CLp).

En la Figura 5.12, se presentan los valores de biomasa seca total (BST) a 50 dias del
ensayo de fitorremediacion de suelo contaminado con diésel. Al igual que con petréleo, con
la aplicacion de las las tres fuentes de nitrégeno (urea, nitrato de amonio (NH;NO3) y
sulfato de amonio (NH,), SO,4) y en el testigo se presentaron las mismas variaciones. No
obstante, no se presentaron diferencias significativas (P >0.05) entre tratamientos sin
contaminar (CLp y Lp) y los tratamientos contaminados con diésel (CLp 10D y Lp 10D).
El rango observado de BST en diésel fue de 2.7594 a 2.9275 g; la menor BST se presento
en el testigo en el tratamiento pasto con diésel (Lp 10D), mientras que la mayor BST se

presentd en NH4NO; en el tratamiento consorcio con pasto sin contaminar (CLp).
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sin contaminar; Lp 10D) Pasto con diesel.
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5.3.1.7. Bacterias totales

En la Figura 5.13 se presentan las UFC g™ de suelo seco de bacterias totales (BT) a
50 dias del ensayo de fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo. Con la
aplicacion de las tres fuentes de nitrogeno (urea, nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de
amonio (NH,)2 SO,) y en el testigo, se observo que la mayor poblacion de BT se obtuvo en
el tratamiento sin petrdleo, seguido del consorcio con pasto con petréleo (CLp 5P) y los
menores poblaciones de BT, se presentaron en los tratamientos: consorcio con petrdleo (C
5P) y pasto con petréleo (Lp 5P). Por lo que se observaron diferencias significativas (P <
0.05) entre los tratamientos contaminados con petréleo (C 5P y Lp 5P) y el tratamiento sin
petroleo y el tratamiento CLp 5P. No obstante, el rango observado de BT en petroleo fue de
12x10° a 55x10° UFC g™ de suelo seco; la menor poblacién de BT se presenté en el testigo
y urea en el tratamiento pasto contaminado, mientras que la mayor poblacion de BT se
presentd en urea en el tratamiento sin petréleo.

La Figura 5.14 presenta los valores de bacterias totales (BT) a 50 dias del ensayo de
fitorremediacién de suelo contaminado con diésel. Tambien, con la aplicacién de las tres
fuentes de nitrégeno (urea, nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de amonio (NH;)2 SO,) y
en el testigo, se observd que la mayor poblacion de BT se obtuvo en el tratamiento de
consorcio con pasto con diésel (CLp 10D), seguido del consorcio con diésel (C 10D) y
pasto con diésel (Lp 10D); la menor poblacion de BT, se obtuvo en el tratamiento sin
diésel. Por lo tanto, se observaron diferencias significativas (P <0.05) entre los tratamientos
con diésel y el tratamiento sin diésel. No obstante, el rango de BT con diésel (40x10° a 130
x10° UFC g) fue mayor en comparacion a las BT con petréleo (Figura 5.15). La menor
poblacion de BT en diésel se observo en el testigo en el tratamiento sin diésel y mientras

que la mayor poblacién se presentd en urea en el CLp 10D.
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Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto con petréleo; C) Consorcio bacteriano

con petréleo; Lp) Pasto con petréleo.
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5.3.1.8. Degradacion de petréleo crudo

En la Figura 5.15 se presentan los porcentajes de degradacion de hidrocarburos
(DH) derivados de la contaminacion con petréleo crudo a 50 dias. Con la aplicacion de las
tres fuentes de nitrégeno (urea, nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de amonio (NH,):
SO,) y en el testigo, se observd que el mayor porcentaje de DH se presentd en el consorcio
con pasto contaminado (CLp), seguido del consorcio sin pasto contaminado (C), y los
menores porcentajes de DH, se presentaron en pasto contaminado (Lp). Por lo tanto, se
observaron diferencias significativas (P <0.05) entre los tres tratamientos contaminados

(CLp, C y Lp) con las diferentes fuentes de nitrégeno. No obstante, el rango de degradacion
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de hidrocarburos en petrdleo fue de 22 a 73.6%. EI menor porcentaje de degradacion se
observd en el testigo en el tratamiento pasto contaminado con petrdleo (Lp); mientras que
el mayor porcentaje de degradacion se presentd en NH4NOj3 en el consorcio con pasto

contaminado con petréleo (CLp).
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Figura 5.15. Porcentaje de degradacion de hidrocarburos evaluado a 50 dias del ensayo de

fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo (5,000 mg kg™) utilizando
Lolium perenne con bioestimulacién y bioaumentacion. Promedio + Error Estandar. Letras
similares sobre las barras no son estadisticamente diferentes (LSD, a = 0.05). n=3.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto con petréleo; C) Consorcio sin Pasto

con petroleo; Lp) Pasto con petroleo.

5.3.1.9. Degradacion de diésel

La Figura 5.16 presenta los porcentajes de degradacion de hidrocarburos (DH) a 50
dias del ensayo de fitorremediacidn de suelo contaminado con diésel. De manera similar al
petréleo, se presentaron variaciones en el porcentaje de DH asi como diferencias
significativas (P <0.05) entre los tres tratamientos contaminados con diésel con las tres

fuentes de nitrogeno y el testigo. El rango observado de degradacion de hidrocarburos en
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diésel fue de 36.6 a 85.2%. EI menor porcentaje de degradacion se observo en el testigo en
el tratamiento de pasto con diésel (Lp); mientras que el mayor porcentaje de degradacion se

presentd en NH;NO;3 en el tratamiento de consorcio con pasto contaminado con diésel;

(CLp).
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Figura 5.16. Porcentaje de degradacion de hidrocarburos evaluado a 50 dias del ensayo de
fitorremediacion de suelo contaminado con diésel (10,000 mg kg™) utilizando Lolium
perenne con bioestimulacién y bioaumentacion. Promedio + Error Estandar. Letras
similares sobre las barras no son estadisticamente diferentes (LSD, a = 0.05). n=3.
Abreviaturas: CLp) Consorcio bacteriano con Pasto con diésel; C) Consorcio sin Pasto con

diésel; Lp) Pasto con diésel.

5.4 DISCUSION

La bioaumentacion y bioestimulacion mejoran la fitorremediacion de suelo
contaminado con hidrocarburos del petréleo o con diésel, y con ello se puede reducir o
eliminar el riesgo, su toxicidad y persistencia en los suelos y en el manto freatico, ademas
de reducir riesgos ambientales (Hernandez y Mager, 2003; Latha et al., 2011).

El rango de pH observado para petroleo y diesel, fue de 7.86 a 8.87 y 7.85 a 8.9,

respectivamente, lo cual, representd a un suelo alcalino (Castellanos et al., 2000). Por ello
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la reduccién observada de pH al final del ensayo de fitorremediacién propicio condiciones
moderadamente alcalinas, favoreciendo el crecimiento de bacterias hidrocarbonoclastas
inoculadas a través de los consorcios bacterianos aplicados. Tanto en suelo contamiando
con petréleo o con diésel, la mayor reduccién de pH se observd en urea y solucién testigo
en el tratamiento de consorcio con pasto sin contaminar (CLp) y en el consorcio con pasto
contaminado con petréleo o con diésel (CLp 5P y CLp 10D), respectivamente. Lo cual,
muestra el efecto benéfico de la aplicacion de fertilizantes o fuentes de nitrégeno en plantas
sometidas a estrés por efecto de hidrocarburos del petroleo (Hutchinson et al., 2001).

El rango de conductividad eléctrica (CE) varié entre 0.1 y 0.16 dS m™ al inicio y
final del ensayo de fitorremediacion, y a pesar de que la CE se redujo en las tres fuentes de
nitrdgeno y en el testigo en el tratamiento de Pasto sin contaminar (Lp) e incrementd
ligeramente en los tratamientos contaminados con diesel, al final no influyé en la
degradacion de hidrocarburos. La reduccidn e incremento observado en el estudio, coincide
con la variacion irregular de la CE reportada por Martinez y Lopez (2001).

El mayor porcentaje de materia organica (MO) observado en suelo contaminado con
petroleo y diésel fue de 1.21% y 0.84%, respectivamente, lo cual confirma que el
porcentaje de MO es proporcional al tipo y concentracién de hidrocarburos (Martinez y
Lopez, 2001). Por otra parte, al final del ensayo de fitorremediacion se observo una
reduccion de MO en las fuentes de nitrégeno y el testigo, en consorcios bacterianos con
pasto contaminados con petroleo (CLp 5P) y diésel (CLp 10D), resultando mayor la
reduccion en el testigo y en NH4NOs. Por el contrario, el pasto sin consorcio contaminado
con petroleo y diésel (Lp 5P y Lp 10D) presentd un incremento de MO en las cuatro

fuentes de nitrogeno. Lo anterior, confirma el efecto benéfico de la aplicacion de la
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bioaumentacion y bioestimulacion en plantas sometidas a estrés por efecto de hidrocarburos
del petréleo (Hutchinson et al., 2001).

El rango en la altura de plantulas de Lolium perenne fue mayor en la
fitorremediacion de suelo contaminado con diésel (10 a 23 cm) que con petroleo. De igual
forma, el rango en la longitud de raices de L. perenne fue mayor en la fitorremediacion de
suelo contaminado con diésel (8 a 15 cm) que con petroleo. Por tanto, la fitorremediacion
de suelo contaminado con diésel resulta ser mas eficiente que con petréleo, lo cual se
traduce en un mayor porcentaje de degradacion de hidrocarburos de diesel, tal como lo
observamos en nuestros resultados.

La biomasa seca total (BST) en la fitorremediacion de suelo contaminado con
petroleo presentd diferencias significativas (P <0.05) entre tratamientos sin contaminar y
los tratamientos contaminados con petrdleo, por el contrario en la fitorremediacién de suelo
contaminado con diésel, no se presentaron diferencias significativas (P > 0.05). La raz6n de
ello, se debe a los rangos obtenidos de BST en suelo contaminado con petroleo (0.0528 a
2.8822 g) y con diésel (2.7594 a 2.9275 g). En ambos casos, el menor valor de BST
observd en Pasto contaminado con petrdleo o diésel y el mayor valor se present6 en el
Consorcio con Pasto sin contaminar. La reduccién de la biomasa seca en pasto
contaminado, es debido a un efecto severo del contaminante como el diésel sobre la
biomasa radicular debido a que éste se encuentra en contacto directo con la raiz (Kapustka
y Reporter, 1998; Rentz et al., 2003).

El rango de bacterias totales (BT) con diésel (40x10° a 130 x10° UFC g*) fue mayor
en comparacion a las BT con petrleo (12x10° a 55 x10° UFC g™). Lo cual se tradujo en los
mayores porcentaje de degradacion de hidrocarburos de diésel en nuestro ensayo de

fitorremediacion. Por otra parte, se presentod una relacion inversa con respecto al menor y
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mayor numero de BT en la fitorremediacién de petréleo y diésel. Especificamente, la
mayor poblacién de BT en petréleo se presentd en los tratamientos sin petroleo, como era
de esperarse, pero la mayor poblacion BT en diésel se present6 en el Consorcio con Pasto
contaminado con diesel. Lo cual, indica que el diésel no afectd el crecimiento de las
unidades formadoras de colonias (UFC) del consorcio inoculado, lo cual sugiere fue
utilizando como fuente de carbono y energia y/o aumentd la actividad de enzimas
(peroxidasa, oxidasa, catecol oxidasa, entre otras) responsables de la degradacion de
hidrocarburos del diesel, induciendo a la vez resistencia al estrés provocado por el
contaminante orgénico (Liu et al., 2004; Debiane et al., 2008: Tang et al., 2009).

El presente trabajo mostré resultados importantes en cuanto al porcentaje de
degradacion de hidrocarburos de petrdleo y de diésel. El rango de degradacion de
hidrocarburos en diésel (36.6 a 85.2%) fue mayor en comparacion con el petréleo (22 a
73.6%). En ambos casos, el menor porcentaje de degradacion se observd en el testigo en el
tratamiento pasto contaminado con petréleo o diésel (Lp) y el mayor porcentaje de
degradacion se presentd en NH;NO3 en el tratamiento consorcio con pasto contaminado

con petroleo o diésel; CLp 5P o CLp 10D).
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5.5 CONCLUSIONES

En el ensayo de fitorremediacion de suelos contaminados con petréleo y diésel, el pH
presentd una reduccion en las tres fuentes de nitrdgeno vy el testigo. EI mejor factor como
fuente de nitrégeno se presentd al aplicar nitrato de amonio, el cual, combinado con el
tratamiento consorcio bacteriano con pasto, produjo mayor longitud de raiz de plantulas en
presencia de petréleo crudo o de diésel, mayor biomasa seca en plantulas sin contaminar, y
mayor porcentaje de degradacion de hidrocarburos del petroleo y diésel.

La altura y la longitud de raices de las plantas presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos sin contaminar y los tratamientos contaminados con petrdleo y diésel,
respectivamente. El rango de la altura de plantulas fue mayor en el suelo contaminado con
diésel (10 a 23 cm) en comparacion con petréleo. El rango en la longitud de raices fue
mayor en el suelo contaminado con diésel (8 a 15 cm) que con petréleo.

El rango de bacterias totales (BT) con diésel (40x10° a 130 x10° UFC g*) fue mayor
en comparacién al suelo con petréleo (12x10° a 55 x10° UFC g™). Lo cual se tradujo en
mayores porcentajes de degradacion de hidrocarburos de diésel. EI mayor porcentaje de
degradacion de diésel (85.2%) se obtuvo con NH4NO3 en el consorcio con pasto (CLp); el
menor porcentaje degradacion de diésel se presentd en pasto contaminado con diésel
(36.6%) sin nitrégeno. EI mayor porcentaje de degradacién de petréleo 73.6% se presentd
con NH4NOj3 en el Consorcio con pasto (CLp), el menor porcentaje degradacion de petréleo
se presenté en Pasto contaminado con petroleo (22%) sin nitrogeno. El rango de
degradacion de hidrocarburos de diésel (36.6 a 85.2%) fue mayor en comparacion con el
porcentaje de degradacion de petréleo (22 a 73.6%).

La bioaumentacion y bioestimulacion son alternativas importantes para mejorar la

fitorremediacion de suelo contaminado con petréleo crudo y diesel, respectivamente.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

La Laguna de Términos es un ecosistema lagunar estuarino que se localiza frente a
la Sonda de Campeche cerca de la zona de plataformas petroleras marinas, a s6lo 80 km de
distancia con la estructura de extraccion mas cercana de PEMEX. Lo anterior, justifica la
condicion de riesgo en la que se encuentran los ecosistemas de manglar en el estado de
Campeche, por la industria petrolera.

Con base en que no se cuenta con suficientes trabajos de investigacion de acerca de
microbiologia rizosférica y contaminacién de manglares por derrames de hidrocarburos del
petréleo en la laguna de Términos. El presente estudio tuvo como objetivo general,
caracterizar microbiologicamente la rizosfera de las cuatro especies de mangle que
predominan entorno a la laguna de Términos, para determinar su potencial biotecnolégico
dirigido a la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos del petrdleo. La
hipdtesis probada en este trabajo se aceptd, al confirmar que los microorganismos
rizosféricos del mangle rojo (Rhizophora mangle), mangle negro (Avicennia germinans),
mangle blanco (Laguncularia racemosa) y mangle botoncillo (Conacarpus erectus) del
estado de Campeche, tienen el potencial para utilizarse en la biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos del petréleo. Lo anterior se fundamenta de acuerdo con las
conclusiones obtenidas en el desarrollo del presente trabajo de investigacion:

a) Las poblaciones microbianas de las cuatro especies de mangle del estado de

Campeche, mostraron diferencias significativas (P <0.05, ANOVA) entre ambas

temporadas de lluvias y secas, presentando la estacion de lluvias la mayor cantidad

de UFC g de suelo seco.
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b)

d)

f)

9)

La rizésfera de Mangle Blanco (Laguncularia racemosa) mostré valores altos en
variables quimicas del suelo, ademas de presentar la mayor poblacion microbiana en
comparacion con las especies de manglares restantes.

El andlisis de componentes principales (ACP) indicd que las propiedades quimicas
como la materia orgénica y carbono organico total (CP1) y las propiedades de
textura como arena y arcilla (CP2) fueron los componentes principales mas
significativos, representando el 85.3% de la variacion total.

Las  poblaciones de  microorganismos  celuloliticos  correlacionaron
significativamente con la materia organica, nitrogeno total y carbono orgénico total;
mientras que las bacterias fijadoras de nitrégeno, hongos totales, pectinoliticos y
amiloliticos correlacionaron con fésforo total.

La contribucién cientifica de esta investigacion esta relacionada con la estimacion
de la presencia de grupos funcionales de microorganismos cultivables que pueden
ser utilizados en otros enfoques biotecnolégicos como produccién de alimentos,
detergentes, farmacos y en la recuperacion de sitios contaminados con
hidrocarburos.

De un total de 86 bacterias hidrocarbonoclastas identificadas filogenéticamente de
la rizosfera de cuatro especies de manglares del estado de Campeche, se
seleccionaron las diez mejores cepas tolerantes en petroleo y diésel, de las cuales
sobresalen por su porcentaje degradacion las siguientes especies: Pseudomonas,
Rhodococcus, Stenotrophomonas, Serratia, Providencia y Acinetobacter.

La rizosfera de mangle blanco mostrd6 el mayor porcentaje de bacterias
hidrocarbonoclastas seleccionadas en comparacion con las especies de manglares

restantes. La mejor bacteria hidrocarbonoclasta de petrdleo crudo fue la cepa
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h)

)

MARW 27 (Pseudomonas sp.) y la mejor bacteria hidrocarbonoclasta de diésel fue
la cepa MARW 25 (Rhodococcus erythropolis), bacterias que fueron catalogadas
como hidrocarbonoclastas asimiladoras de nitrégeno (NA-HB).

El porcentaje de degradacion maximo de hidrocarburos del petrdleo de la cepa
MARW 27 (Pseudomonas sp.) fue del 88%, y el porcentaje de degradacién maximo
de diésel por la cepa MARW 25 (Rhodococcus erythropolis) fue del 94%.

El &rbol filogenético de la rizosfera de las cuatro especies de mangle del estado de
Campeche quedd conformado por tres phyla. EI phylum Proteobacteria con el
mayor porcentaje de bacterias hidrocarbonoclastas (68.76%) de los géneros
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter Serratia y otras especies
individuales; ademas de incluir a la mejor bacteria degradadora de petroleo
(Pseudomonas sp). El phylum Firmicutes qued6 definido por los géneros Bacillus,
Paenibacillus y Staphylococcus con el 25% de bacterias hidrocarbonoclastas.
Finalmente, el phylum Actinobacteria quedo integrado por los géneros Rhodococcus
y Microbacterium (6.24%), el cual incluyé a la mejor bacteria degradadora de diésel
(Rhodococcus erythropolis).

El mayor porcentaje de degradacion de diésel (85.2%) se obtuvo con NH;NO3 en el
consorcio con pasto (CLp); el menor porcentaje degradacion de diésel se presento
en Pasto contaminado con diésel (36.6%) sin nitrégeno. EI mayor porcentaje de
degradacion de petroleo 73.6% se presentd con NH4NO3 en el consorcio con pasto
(CLp), y el menor porcentaje degradacion de petrdleo se presentd en pasto
contaminado con petréleo (22%) sin nitrégeno. Por lo tanto, el rango de
degradacion de hidrocarburos de diésel (36.6 a 85.2%) fue mayor en comparacion

con el porcentaje de degradacion de petroleo (22 a 73.6%).
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k) La bioaumentacion y bioestimulacion son alternativas importantes para mejorar la
fitorremediacion de suelo contaminado con petroleo crudo y diésel,

respectivamente.

A partir de las conclusiones mencionadas se plantean las siguientes perspectivas.
Con respecto a los grupos de microorganismos funcionales cultivables y aislados de la
rizosfera del manglar se sugiere explotar su potencial biotecnoldgico en el sector industrial,
agricola y ambiental, y de manera puntual la capacidad de las cepas hidrocarbonoclastas
para tolerar petréleo y diesel. Lo anterior permitird desarrollar investigacion relacionada
con la biorremediacion y fitorremediacion de hidrocarburos del petréleo no sélo a pequefia
escala en laboratorios, sino aprovechar el “laboratorio natural” disponible en los
ecosistemas de manglar como lo es Laguna de Términos del estado de Campeche.

e Con base en el potencial biotecnolégico del manglar del estado de Campeche, se
sugiere concretar la identificacion molecular de microorganismos con actividad
funcional especifica, y determinar su potencial para la extraccién de enzimas de
aplicacion en la industria de los alimentos y farmacéutica, y para uso ambiental.

e Realizar estudios en el suelo y sedimento rizosférico de las cuatro especies de mangle
para aislar e identificar bacterias sulfato reductoras y metanogénicas como una
alternativa para la busqueda de microorganismos hidrocarbonoclastas anaerobicos.

e Determinar algunas funciones enzimaticas adicionales de los microorganismos
rizosféricos aislados del manglar de Campeche.

e Probar la capacidad de las bacterias hidrocarbonoclastas seleccionadas en ensayos de

biorremediacion y fitorremediacion in situ asociadas con plantas de mangle.
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e Probar la capacidad de las bacterias hidrocarbonoclastas seleccionadas en ensayos de
biorremediacion y fitorremediacién de otros compuestos orgéanicos (fluidos de
perforacion, plaguicidas, bifenilos policlorados, explosivos, etc.), y de elementos
potencialmente toxicos que se puedan encontrar depositados en ecosistemas de
manglar.

e Probar la capacidad de consorcios mixtos de bacterias aisladas del manglar con
hongos filamentosos y hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en ensayos de
biorremediacion y fitorremediacion.

e Con base en los ensayos anteriores contribuir en la creacion y evaluacion de

formulaciones de inoculantes agricolas e industriales.
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Lista de cepas hidrocarbonoclastas aisladas de la rizésfera de cuatro especies de

ANEXO |

mangle del estado de Campeche registradas en Genbank

Clave Cepa Numero de acceso en Genbank
CPO4.0055 MARR1 Bankit 1679891 Seq 1 KF 921602
CPO4.0056 MARR2  Bankit 1679910 Seq 1 KF 921603
CPO4.0057 MARRS5  Bankit 1679911 Seq 1 KF 921604
CPO 4.0058 MARR7  Bankit 1679913 Seq 1 KF 921605
CPO4.0059 MARR8  Bankit 1679914 Seq 1 KF 921606
CPO4.0060 MARR9  Bankit 1679915 Seq 1 KF 921607
CPO4.0061 MARR12 Bankit 1679916 Seq 1 KF 921608
CPO 4.0062 MARR 14 Bankit 1679917 Seq 1 KF 921609
CPO4.0063 MARR47 Bankit 1679918 Seq 1 KF 921610
CPO4.0064 MARR49 Bankit 1679919 Seq 1 KF921611
CPO4.0065 MARRS57 Bankit 1679920 Seq 1 KF 921612
CPO4.0066 MARRS58 Bankit 1679921 Seq1KF 921613
CPO 4.0067 MARRS59 Bankit 1679922 Seq 1KF 921614
CPO 4.0068 MARRG61 Bankit 1679923 Seq 1 KF 921615
CPO 4.0069 MARRG62 Bankit 1679924 Seq 1 KF 921616
CPO 4.0070 MARR80 Bankit 1679925 Seq 1KF921617
CPO 4.0071 MARR81 Bankit 1679926 Seq 1KF921618
CPO 4.0072 MARRS82 Bankit 1679927 Seq 1 KF 921619
CPO4.0073 MARRB83 Bankit 1679928 Seq 1 KF 921620
CPO 4.0074 MARW 19 Bankit 1680429 Seq 1 KF 923811
CPO 4.0075 MARW 20 Bankit 1680430 Seq 1 KF 923812
CPO 4.0076 MARW 22 Bankit 1680431 Seq 1 KF 923813
CPO 4.0077 MARW 23 Bankit 1680433 Seq 1 KF 923814
CPO 4.0078 MARW 24  Bankit 1680435 Seq 1 KF 923815
CPO 4.0079 MARW 25 Bankit 1680438 Seq 1 KF 923816
CPO 4.0080 MARW 27 Bankit 1680440 Seq 1 KF 923817
CPO 4.0081 MARW 29 Bankit 1680442 Seq 1 KF 923818
CPO 4.0082 MARW 30 Bankit 1680443 Seq 1 KF 923819
CPO 4.0083 MARW 31 Bankit 1680447 Seq 1 KF 923820
CPO 4.0084 MARW 65 Bankit 1680449 Seq 1 KF 923821
CPO 4.0085 MARBK 33 Bankit 1680465 Seq 1 KF 923822
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Continuacién

Clave Cepa Numero de acceso en Genbank
CPO 4.0086 MARBK 34 Bankit 1680466 Seq 1 KF 923823
CPO 4.0087 MARBK 37 Bankit 1680468 Seq 1 KF 923824
CPO 4.0088 MARBK 38 Bankit 1680471 Seq 1 KF 923825
CPO 4.0089 MARBK51 Bankit 1680473 Seq 1 KF 923826
CPO 4.0090 MARBK 66 Bankit 1680476 Seq 1 KF 923827
CPO4.0091 MARBK 67 Bankit 1680478 Seq 1 KF 923828
CPO 4.0092 MARBK 74 Bankit 1680480 Seq 1 KF 923829
CPO 4.0093 MARBK75 Bankit 1680483 Seq 1 KF 923830
CPO 4.0094 MARBK 76 Bankit 1680485 Seq 1 KF 923831
CPO 4.0095 MARBK 84 Bankit 1680491 Seq 1 KF 923832
CPO4.0096 MARB39 Bankit 1680496 Seq 1 KF 923833
CPO4.0097 MARB41 Bankit 1680498 Seq 1 KF 923834
CPO 4.0098 MARB42 Bankit 1680503 Seq 1 KF 923835
CPO4.0099 MARB43 Bankit 1680507 Seq 1 KF 923836
CPO4.0100 MARB44 Bankit 1680508 Seq 1 KF 923837
CPO4.0101 MARB45 Bankit 1680511 Seq 1 KF 923838
CPO4.0102 MARB69 Bankit 1680512 Seq 1 KF 923839
CPO4.0103 MARB70 Bankit 1680517 Seq 1 KF 923840
CPO4.0104 MARB78 Bankit 1680522 Seq 1 KF 923841
CPO4.0105 MARBS85 Bankit 1680523 Seq 1 KF 923842
CPO4.0106 MARB86 Bankit 1682034 Seq 1 KF 923843
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ANEXO 11

Disefio del ensayo de fitorremediacidn de suelo contaminado con petréleo y diesel

CEPAS

utilizando Lolium perenne

PETROLEO CRUDO [ 5,000 mg K |

SIN CONTAMINAR
X quintuplicado (+3 UE)

Urea+ NH4NO; + NH,S0, + Testigo Urea+ NH,NO, + NH,S0, + Testigo
Sol. Jensen Sol. Jensen Sol.Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol.Jensen
Con Consorcio Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto
Bacteriano
Con Consorcio Sin pasto Sin pasto Sin pasto Sin pasto
Bacteriano
Sin Consorcio Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto asto
Bacteriano
CEPAS CONTAMINADO SIN CONTAMINAR
DIESEL [ 10,000mgKg!] X quintuplicado (+3 UE)
X sextuplicado (+3 UE)
Urea+ NH,NO; + NH,SO, + Testigo Urea+ NH,NO, + NH,S0, + Testigo
Sol. Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol. Jensen Sol.Jensen
Con Consorcio Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto
Bacteriano
Con Consorcio Sin pasto Sin pasto Sin pasto Sin pasto
Bacteriano
Sin Consorcio Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto Pasto
Bacteriano
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Solucién de Jensen (Vincent, 1970)

Nombre Nombre Peso (g)
reactivo
CaHPO, Fosfato de calcio 1
K;HPO, Fosfato de potasio dibasico 0.2
MgSQO,4-7H,0  Sulfato de Magnesio. 0.2
Heptahidratado
NaCl Cloruro de sodio 0.2
FeCl; Cloruro férrico 0.1
Solucioén de oligoelementos 1.0 mL
Solucioén de oligoelementos
Agua destilada 1000 mL
H3BO; Acido borico 0.5
ZnS0O, Sulfato de zinc 0.05
MnSQOy4-H,0 Sulfato de manganeso 0.5
CuSO4-5H,0  Sulfato cuprico 0.05
Na;MoO, Molibdato de sodio 0.05

Agua destilada  Ajustar pHa 7.0

Este es un medio libre de nitrogeno.

Nota: 1 L de solucidn se diluye en 10 L, s6lo si los recipientes
a emplear estan cerrados, por la acumulacién de sales. En caso
contrario, usar la solucién de Jensen directamente, si los
recipientes tienen orificios en la base.
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