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RESUMEN 
Leersia hexandra Sw., ESPECIES Y COLONIZACIÓN POR MICORRIZAS 

ARBUSCULARES: ORGANISMOS INDICADORES DE TOXICIDAD Y 

ADAPTACIÓN A PETRÓLEO FRESCO 

Alejandro Alejandro Córdova 
Colegio de Postgraduados, 2016 

 
Leersia hexandra y hongos micorrícicos arbusculares (HMA) habitan en suelos 

contaminados con petróleo de regiones petroleras del sureste de México, pero se 

desconoce el nivel de tolerancia al petróleo. Durante 180 días se evaluó un 

bioensayo en microtunel, se utilizó suelo superficial de un Gleysol donde se 

estableció el pasto L. hexandra para evaluar el potencial de HMA como indicadores 

de la toxicidad del petróleo crudo. Se probaron nueve tratamientos: un testigo [693 

mg kg-1 hidrocarburos totales del petróleo (HTP's) biogénico] y ocho con petróleo 

crudo fresco mediano (3000, 10000, 30000, 60000, 90000, 120000, 150000 y 180000 

mg kg-1 base seca). Se evaluó el efecto del petróleo en planta y en la colonización 

micorrícica. La biomasa seca foliar fue mayor estadísticamente en suelo con 3000 a 

60000 mg kg-1 de petróleo, comparada con la biomasa del suelo testigo, pero la 

exposición a dosis mayores inhibió la biomasa vegetal. La materia seca radical fue 

mayor a mayor concentración de petróleo, el efecto fitotóxico ocurrió en suelo con 

180000 mg kg-1 de petróleo. La colonización radical por hifas, vesículas, arbúsculos y 

esporas fue estimulada hasta por 60000 mg kg-1 petróleo, pero a partir de 90000 mg 

kg-1 fue inhibida. Los HMA en suelos a partir de 90000 mg kg-1 mostraron índices de 

micotoxicidad menores a uno. Se identificaron nueve morfoespecies de hongos 

micorrícicos. Las morfoespecies con índices de toxicidad menores a uno, expuestas 

a 30000 a 180000 mg kg-1 de petróleo, fueron Ambispora aff. gerdemannii, 

Claroideoglomus lamellosum, Diversispora eburnea, Funneliformis aff. geosporum, 

Rhizophagus clarus, R. fascilulatus y R. intraradices y son sensibles al petróleo, 

pueden ser utilizados como bioindicadores de la contaminación del suelo con 

petróleo. Diversispora sp. fué estimulada por el petróleo, por lo que se propone para 

usos en restauración ecológica mediante fitorremediación utilizando a L. hexandra. 

 
Palabras clave: Diversispora sp, espora, toxicidad, micotoxicidad, pasto tropical. 
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ABSTRACT 
Leersia hexandra Sw., SPECIES AND COLONIZATION BY MYCHORRIZAE 

ARBUSCULAR: ORGANISMS INDICATORS OF TOXICITY AND ADAPTATIÓN TO 

FRESH OIL. 

Alejandro Alejandro Córdova 
Colegio de Postgraduados, 2016 

 

Leersia hexandra and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) inhabit soils contaminated 

with oil in the oil regions of southeastern Mexico, but their tolerance to oil is 

unknown.A bioassay was conducted in a microtunnel for 180 days, planting the grass 

L. hexandra on superficial soil from a Gleysol to evaluate the potential of AMF as 

indicators of the toxicity of crude oil. Nine treatments were tested; a control (693 mg 

kg-1 HTP´s biogenic) and eight included fresh medium crude oil (3000, 10000, 30000, 

60000, 90000, 120000, 150000 and 180000 mg kg-1 dry basis). We evaluated the 

effect of oil on plants and on mycorrhizal colonization. The leaf dry biomass was 

statistically higher in soil with 3000-60000 mg kg-1 of oil compared to the biomass of 

the control soil, but exposure to higher doses inhibited plant biomass production. Root 

dry matter was greater with higher oil concentrations; the phytotoxic effect occurred in 

soil with 180000 mg of oil. Root colonization by hyphae, vesicles, arbuscules and 

spores was stimulated by up to 60000 mg kg-1 of oil, but more than 90000 mg 

inhibited it. In soils with oil concentrations equal or higher than 9000 mg kg-1, AMF 

had mycotoxicity index values lower than one. Nine morphospecies of mycorrhizal 

fungi were identified. The morphospecies that were exposed to 30000 to 180000 mg 

kg-1 of oil and that showed toxicity values lower than one, were: Ambispora aff. 

gerdermanii, Claroideoglomus lamellosum, Diversispora eburnea, Funneliformis aff. 

geosporum, Rhizophagus clarus, R. fasciculatus and R. intraradices; these 

morphospecies are sensitive to oil and can be used as bio-indicators of soil pollution 

with oil. Oil stimulated the growth of Diversispora sp; thus, this fungi is proposed for 

ecological phytoremediation using L. hexandra. 

 

Keywords: Diversispora sp, spore, toxicity, mycotoxicity, tropical grass. 

 



   

vi 
 

 

AGRADECIMIENTOS 
  

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT) por el apoyo económico 

otorgado para la realización de mis estudios de Maestría en Ciencias en Producción 

Agroalimentaria en el Trópico. 

Al Colegio de Postgraduados en Ciencia Agrícolas por haberme permitido realizar 

mis estudios de Maestría en Ciencias en el Campus Tabasco. 

A la Dra. María del Carmen Rivera Cruz, Profesora Investigadora Titular del Campus 

Tabasco, Responsable del Laboratorio de Microbiología Agrícola y Ambiental, por 

brindarme su dedicación, tiempo, esfuerzo, paciencia, gracias por permitir ser su 

estudiante de tiempo completo y por guiarme en esta investigación de principio hasta 

el final. 

Al Dr. Rubén García de la Cruz Profesor Investigador del Campus Tabasco, por su 

apoyo y sugerencias realizadas en esta investigación y documentación de la tesis. 

Al Dr. Alejandro Alarcón Profesor Investigador del Campus Montecillo Edo. México, 

por sus aportaciones recibidas en el desarrollo de la investigación y documentación 

de la tesis. 

A la M. en C. Laura Verónica Hernández Cuevas por su tiempo, dedicación, consejos 

y enseñanzas durante mi estancia académica en el Laboratorio de Micorrizas del 

Centro de Investigación de Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de 

Tlaxcala, Edo. Tlaxcala gracias por sumergirme en ese maravilloso mundo de la 

taxonomía de esporas microrrícicas.  

Al M. en C. Antonio Trujillo Narcía por su valioso apoyo durante los diferentes 

muestreos realizados, gracias por el entusiasmo desinteresado.  

A mis amigos de generación Berenice, Beatriz, Leticia, María del Socorro, Félix y en 

especial a Nímide y Magín mis compañeros del Laboratorio de Microbiología, 

¡gracias a todos por su ayuda y compañía durante esta travesía! 



   

vii 
 

 

 

 

 

 

 
DEDICATORIA 

 

A Jesucristo Rey de Reyes y Señor de Señores, por estar presente en cada etapa 

de mi vida y ayudarme a cumplir cada meta, a él sea la honra, la gloria y el poder por 

los siglos de los siglos. “Amen” 

 

A mi amada esposa Reyna Góngora Méndez por acompañarme en mi vida, por su 

paciencia, entrega, dedicación y ser mi apoyo en cada instante (Mujer virtuosa 

¿Quién la hallará? su estima sobrepasa largamente el de la piedras preciosas. 

Proverbios 31:10). “Te amo pequeña” 

 

A mi madre Leticia Córdova Rodríguez, padre Efraín Alejandro Correa y hermanas 

Mirna, Vianey Zulema, Ivone Zamara y Paloma por estar siempre pendiente de mí y 

apoyarme en todo lo que he emprendido. “Bendita familia, los quiero” 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

viii 
 

CONTENIDO  

Página 

LISTA DE CUADROS ................................................................................................ xi 

LISTA DE FIGURAS ................................................................................................. xii 

CAPITULO I. INTRODUCCIÓN .................................................................................. 1 

CAPITULO II. REVISIÓN DE LITERATURA .............................................................. 4 

2.1. Definición y características químicas del petróleo fresco ......................... 4 

2.2. Teoría de la toxicidad .................................................................................... 8 

2.3. Potencial tóxico y cancerígeno de los hidrocarburos del petróleo ......... 11 

2.4. Organismos del suelo .................................................................................. 12 

2.5. Importancia de la rizosfera en suelos con hidrocarburos ........................ 13 

2.6. Fisiología del estrés en plantas .................................................................. 14 

2.6.1. Potencial de adaptación de las plantas y microorganismos .................... 16 

2.7. Importancia de la micorriza arbuscular en el suelo .................................. 17 

2.7.1. Diversidad de hongos micorrícicos ......................................................... 20 

2.8. Organismos indicadores de estrés a los hidrocarburos .......................... 22 

2.8.1. El uso de los pastos como indicador de estrés por petróleo ................... 23 

2.8.2. El uso de la micorriza arbuscular como indicadora de estrés ................. 24 

CAPITULO III. OBJETIVOS ...................................................................................... 25 

3.1. Objetivo general ........................................................................................... 25 

3.1.1. Objetivo particulares ............................................................................... 25 

CAPITULO IV. HIPÓTESIS....................................................................................... 26 

4.1. Hipótesis general ......................................................................................... 26 

4.1.1. Hipótesis particulares .............................................................................. 26 

CAPITULO V. MATERIALES Y MÉTODOS ............................................................. 27 

5.1. Etapa I. Trabajo de Campo .......................................................................... 29 

5.1.1. Colecta de suelo ..................................................................................... 29 

5.1.2. Colecta de Leersia hexandra Sw ............................................................ 29 

       5.1.2.1. Características de Leersia hexandra............................................. 30 

5.1.3. Características del petróleo .................................................................... 32 

5.2. Etapa II. Trabajo en microtúnel ................................................................... 32 

5.2.1. Procesado de suelo ................................................................................ 32 

5.2.2. Propagación de L. hexandra ................................................................... 33 



   

ix 
 

5.2.3. Establecimiento de experimento ............................................................. 34 

5.2.4. Seguimiento de variables en planta ........................................................ 37 

5.3. Etapa III. Trabajo de laboratorio .................................................................. 38 

5.3.1. Biomasa vegetal seca ............................................................................. 38 

5.3.2. Micorriza versículo arbuscular ................................................................ 39 

       5.3.2.1. Tinción y montaje .......................................................................... 39 

       5.3.2.2. Esporas microrrícicas .................................................................... 42 

                 5.3.2.2.1. Extracción de esporas micorrícicas del suelo .................. 42 

                 5.3.2.2.2. Conteo por contenido citoplasmático ............................... 44 

                 5.3.2.2.3. Identificación taxonómica de especies ............................. 45 

5.4. Etapa IV. Analisis matemático y estadístico .............................................. 46 

5.4.1. Índices relativos  absolutos de adaptación y toxicidad biológica ............. 46 

5.4.2. Análisis estadístico ................................................................................. 48 

CAPITULO VI. RESULTADOS Y DISCUCIÓN ......................................................... 49 

6.1. Crecimiento vegetal de Leersia hexandra Sw ........................................... 49 

6.1.1. Longitud de estolones (LE) ..................................................................... 49 

6.1.2. Plantas jóvenes (PJ) ............................................................................... 51 

6.1.3. Producción de biomasa vegetal .............................................................. 53 

       6.1.3.1. Biomasa aérea y radical ................................................................ 53 

       6.1.3.2. Biomasa total (BT) ......................................................................... 56 

6.2. Análisis de los índices de fitotoxicidad a petróleo crudo de Leersia 

hexandra Sw…… .......................................................................................... 60 

6.2.1. Parámetros de crecimiento usados como índice relativo de fitotoxicidad 

(IRF). ................................................................................................................. 60 

6.2.2. Parámetros de producción vegetal de L. hexandra usados como índices 

relativos de fitotoxicidad .................................................................................... 62 

6.2.3. Índice absoluto de fitotoxicidad al petróleo .............................................. 63 

6.3. El petróleo crudo y la colonización micorrícica arbuscular ..................... 65 

6.3.1. Efecto del petróleo en estructuras fúngicas del hongo micorrícico ......... 65 

6.3.2. Efecto del petróleo en la colonización total ............................................. 67 

6.4. Identificación de especies de hongos micorrícico arbusculares ............. 69 

6.4.1. Descripción de especies de HMA identificadas ...................................... 69 

6.4.1.1. Rhizophagus fasciculatus (Thaxt.) C. Walker & A. Schüßler comb. nov.

 .......................................................................................................................... 69 



   

x 
 

6.4.1.2. Rhizophagus clarus (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. ......................................................................................... 71 

6.4.1.3. Rhizophagus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. ......................................................................................... 71 

6.4.1.4. Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. ......................................................................................... 72 

6.4.1.5. Funneliformis aff. geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. ......................................................................................... 73 

6.4.1.6. Diversispora eburnea (L.J. Kenn., J.C. Stutz & J.B. Morton C. Walker & 

A. Schüßler comb. nov. ..................................................................................... 73 

6.4.1.7. Diversispora sp. ................................................................................... 74 

6.4.1.8. Ambispora aff. gerdemannii (S.L. Rose, B.A. Daniels & Trappe) C. 

Walker, Vestberg & A. Schüßler, in Walker, Vestberg, Demircik, Stockinger, 

Saito, Sawaki, Nishmura & Schüßler. ............................................................... 74 

6.4.1.9. Claroideoglomus amellosun (Dalpé, Koske & Tews) C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. ......................................................................................... 76 

6.5. Efecto del petróleo en las especies de HMA ............................................. 77 

6.6. Análisis de los índices de micotoxicidad al petróleo ............................... 81 

6.6.1. Índice relativo de micotoxicidad al petróleo ............................................. 81 

6.6.2. Índice absoluto de micotoxicidad al petróleo ........................................... 84 

6.6.3. Índices relativos de toxicidad de esporas................................................ 85 

6.6.4. Índice absoluto de toxicidad por esporas al petróleo............................... 89 

CAPITULO VII. CONCLUSIONES ............................................................................ 91 

7.1 Conclusión General. ..................................................................................... 91 

7.1.1. Conclusiones particulares ....................................................................... 92 

CAPITULO VIII. RECOMENDACIONES .................................................................. 93 

CAPITULO IX. APÉNDICES ..................................................................................... 94 

CAPITULO X. LITERATURA CITADA ................................................................... 103 

 

 

 

 

 

 

 



   

xi 
 

                                               LISTA DE CUADROS 

 

Cuadro 1. Hidrocarburos del petróleo crudo………………………………….   7 

Cuadro 2. Datos relativos de los efectos carcinogénicos, genotóxicos y 
mutagénicos de algunos hidrocarburos policíclicos aromáticos. 

12 

Cuadro 3. Clasificación del Glomeromycota…………………………………. 21 

Cuadro 4. Propiedades químicas del suelo…………………………………... 35 

Cuadro 5. Efecto del petróleo crudo en la producción de biomasa aérea, 
radical y total del pasto L. hexandra a los 180 dds……………… 

 
58 

Cuadro 6. Correlación de variables…………………………………………… 59 

Cuadro 7. Porcentaje de la colonización de las diferentes estructuras 
fúngicas del HMA en simbiosis con L. hexandra y esporas en 
suelo sin y con petróleo crudo a los 180 días después del 
trasplante…………………………………………………………….. 

 

 

68 

Cuadro 8. Descripción de las morfoespecies de hongos micorrícicos en 
asociación simbiotica con L. hexandra en un Gleysol 
contaminado con petróleo crudo………………………………….. 

 

 
70 

Cuadro 9. Especies de hongos micorrícicos arbusculares en suelo y 
rizosfera de L. hexandra a los 180 días de exposición al 
petróleo crudo……………………………………………………….. 

 

 
80 

 

   

 

 

 

 

 

  

 



   

xii 
 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Curva Dosis-Respuesta…………………………………………….. 10 
Figura 2. Secuencia de fases y respuestas inducidas en las planta por el 

estrés………………………………………………………………….. 
 
16 

Figura 3. Raices de trigo cultivado a campo, teñidas con azul de Tripán… 19 
Figura 4. Flujograma de proceso de investigación………………………….. 28 
Figura 5. Localización de sitios de muestreo………………………………… 30 
Figura 6. Morfología de Leersia hexandra Sw……………………………….. 31 
Figura 7. Procedimiento del procesado del suelo…………………………… 33 
Figura 8. Colecta y propagación de L. hexandra……………………………. 34 
Figura 9. Procedimiento del establecimiento del experimento…………….. 36 
Figura 10. Medición del crecimiento vegetal…………………………………...  37 
Figura 11. Secado de la biomasa vegetal……………………………………... 38 
Figura 12. Proceso de clareo y tinción de raíces……………………………... 41 
Figura 13. Procedimiento de extracción de esporas micorrícicas…………... 43 
Figura 14. Montaje de esporas…………………………………………………... 45 
Figura 15. Variación de la longitud de estolones del pasto L. hexandra por 

efecto del petróleo crudo en cuatro tiempos hasta los 180 dds 
después del trasplante……………………………………………….. 

 
 
51 

Figura 16. Variación del crecimiento de plantas jóvenes del pasto L. 
hexandra por efecto del petróleo crudo en cuatro tiempos hasta 
180 dds………………………………………………………………… 

 
 
53 

Figura 17. Índice relativo de fitotoxicidad (IRF) al petróleo crudo de tres 
parámetros de crecimiento vegetal de L. hexandra, a los 180 
dds……………………………………………………………….......... 

 
 
61 

Figura 18. Índice relativo de fitotoxicidad (IRF) al petróleo crudo usando 
parámetros de biomasa vegetal de L. hexandra los 180 dds…… 

 
63 

Figura 19. Índice absoluto de fitotoxicidad (IAF) al petróleo crudo de                       
L. hexandra a los 180 dds………………………………………….... 

 
64 

Figura 20. Índice relativo de micotoxicidad (IRM) del HMA al petróleo crudo 
a los 180 dds después del trasplante………………………………. 

 
83 

Figura 21. Índice absoluto de micotoxicidad (IAM) al petróleo crudo del 
HMA a los 180 dds…………………………………………………… 

 
85 

Figura 22. Índice relativo de toxicidad (IRE) de nueve especies de hongos 
micorrícicos a los 180 dds de exposición a petróleo crudo……… 

 
88 

Figura 23. Índice absoluto de toxicidad (IAE) de nueve especies de hongos 
micorrícicos arbusculares asociado a Leersia hexandra Sw. a 
los 180 dds……………………………………………………………. 

 
 
90 

 

 

  



   

1 
 

                                                        CAPITULO I. INTRODUCCIÓN 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Los hidrocarburos del petróleo son contaminantes persistentes en el suelo cuyos 

efectos tóxicos han sido documentados desde hace tiempo en diferentes regiones 

petroleras en el mundo (Rivera-Cruz, 2011; Trujillo-Narcía et al., 2012; Orozco-Soto 

et al., 2014). Las concentraciones tóxicas de petróleo en el suelo inhiben el 

crecimiento de las poblaciones y la densidad de diferentes especies de plantas, de 

mesofauna y de microfauna, e inducen la pérdida de la biodiversidad de 

comunidades microbianas importantes para los ciclos biogeoquímicos asociados a la 

rizosfera de los ecosistemas, lo que afecta su productividad (Salanitro et al., 1997).  

En el suelo contaminado las plantas participan de dos maneras; por medio de las 

raíces en la absorción de los contaminantes orgánicos de peso molecular bajos, 

acumulados, metabolizados o volatizados; y por la otra parte, la microbiota 

hospedada en la rizosfera de las plantas gracias a los exudados de las raíces, 

pueden acelerar la biodegradación de los contaminantes (Carpio et al., 2005). Los 

hongos micorrícicos arbusculares (HMA) se hospedan en la raíz, contribuyen en la 

adaptación, crecimiento y nutrición de las plantas bajo condiciones ambientales 

adversas (Carpio et al., 2005; Franco-Ramírez et al., 2007; Nardini et al., 2011). 

La toxicidad del petróleo en HMA se manifiesta en la germinación de esporas, 

disminución del porcentaje de estructuras fúngicas que colonizan a la raíz y la 

diversidad de especies (Kirk et al., 2005; Nardini et al., 2011; López, 2013;).  La 
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expresión de la toxicidad y la tolerancia causada por los hidrocarburos del petróleo 

en los HMA depende del género y las especies, estos han sido observados en raíces 

de pastos Echinochloa polystachya, Leersia hexandra, así como en Citrus aurantium 

crecidos en suelo con hidrocarburos del petróleo (Franco-Ramírez et al., 2007). En 

Echinochloa polystachya la asociación con el HMA es afectada en el porcentaje de 

hifas, arbúsculos, vesículas, esporas intrarradicales y esporas en suelo (De la Cruz, 

2013). 

Los HMA que se establecen en rizosfera de plantas tolerantes a hidrocarburos del 

petróleo, son usados en bioensayos de fitorremediación para probar su capacidad en 

la degradación de hidrocarburos (Liao et al., 2003). La fitorremediación es una 

tecnología que usa plantas verdes, microorganismos rizosféricos y manejo 

agronómico que favorecen la oxidación de moléculas orgánicas e inorgánicas 

contaminantes y en el mejor de los casos, los contaminantes son transformados a 

compuestos inocuos, en particular el CO2 y H2O (Cunningham et al., 1996; Pilon-

Smits, 2005). 

Para identificar y seleccionar plantas con la capacidad de adaptación y crecimiento 

en suelo contaminado con petróleo, se utilizan pruebas de germinación y crecimiento 

en diferentes concentraciones y tipos de hidrocarburos del petróleo (Merkl et al., 

2006; Besalatpour et al., 2008; Shirdam et al., 2008; Pérez-Hernandez et al., 2013).   

Otra área de interés es la identificación de fauna, microfauna y microflora para usar 

bioindicadores de la toxicidad de un suelo contaminado (Salanitro et al., 1997; 

Chaineau et al., 2003; Dawson et al., 2007; Verma et al., 2008). 
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Rivera-Cruz y Trujillo-Narcía, (2004); Rivera-Cruz et al. (2005); Vásquez-Luna et al. 

(2010); Pérez-Hernández et al. (2013)  en México se a generado bioindicadores de la 

toxicidad al petróleo, basados en dosis-respuesta. Estos investigadores han utilizado 

parámetros relacionado con el comportamiento fisiológico de plantas y 

microorganismos rizosféricos  que pueden ser usadas para establecer dentro de la 

legislación ambiental vigente protocolos de  toxicidad que  integren la parte biológica 

dentro de la evaluación y  recuperación de sitios contaminados por hidrocarburos. 

 

El pasto Leersia hexandra es una especie nativa del trópico húmedo  del sureste de 

México, y denominado como japonesa, fue seleccionado por su adaptación, 

producción y productividad en suelos contaminados con petróleo y utilizado para la 

alimentación del ganado bovino en el estado de Tabasco, México (Rivera-Cruz, 

2011).  Leersia hexandra y las especies de HMA que resulten adaptadas a la 

toxicidad del petróleo se podrán utilizar en estudios de fitorremediación de suelos del 

trópico húmedo y usarse para incrementar la productividad de las praderas 

contaminadas con petróleo, las cuales han sido caracterizadas como improductivas.  
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                                                 CAPITULO II. REVISIÓN DE LITERATURA 
  

 
REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1. Definición y características químicas del petróleo fresco 

El petróleo crudo es una mezcla extremadamente compleja y variable de compuestos 

orgánicos, donde la mayoría de los ellos son hidrocarburos, que varían en peso 

molecular desde el gas metano hasta los altos pesos moleculares de alquitranes y 

bitúmenes. Estos hidrocarburos pueden presentarse en un amplio rango de 

estructuras moleculares: cadenas lineales y ramificadas, anillos sencillos, 

condensados o aromáticos (Vargas et al., 2004). 

 

Se constituye por el 80-87 % de carbono y el 10-15 % de hidrógeno que son los 

principales y más abundantes elementos en el petróleo, puede presentar 0-10 % de 

azufre, de 0-1 % de nitrógeno y del 0-5 % de oxígeno, estos están presentes en 

cantidades menores ya sea en su forma elemental o bien como constituyentes 

heterocíclicos y grupos funcionales. También se reportan algunos metales traza 

como Vanadio, Níquel, Hierro, Aluminio y Cobre, cuya concentración depende del 

tipo de petróleo crudo y la región en donde se formó (Botello et al., 2005). 

 

Las propiedades que caracterizan al petróleo fresco son; es un aceite mineral 

natural, combustible, de color oscuro y olor característico, también este asume los 

tres estados físicos de la materia: sólido, líquido y gaseoso, según su composición, la 

temperatura y la presión a la que se encuentre (Marroquín, 2007). 
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De acuerdo con Delgado (2006) el petróleo se constituye por cuatro principales 

grupos orgánicos; a) saturados, b) aromáticos, c) resinas y d) asfáltenos (Cuadro 1).  

a) Saturados: Pueden ser saturados de cadena lineal o isoalcanos de cadena 

ramificada con la formula general (CnH2n+2) y con átomos de carbono desde 

C1 hasta C40 y en ocasiones se han reportado cadenas con más de 60 

átomos de carbono, los alcanos cíclicos consisten de compuestos en los 

cuales todos o algunos de los átomos de carbono están arreglados 

molecularmente formando anillos. La gran mayoría de estos compuestos 

cíclicos contienen una serie de constituyentes de importancia menor y que a 

semejanza de los isoprenoides también están formados por precursores 

específicos ya sea de plantas o animales (Botello, 2005). 

b) Aromáticos: Estos tienen uno o más anillos bencénicos íntimamente ligados o 

conectados en su estructura molecular, estos pueden presentarse como no-

substituidos o presentar una substitución en un átomo de hidrógeno por 

grupos metilo, denominándose a este proceso alquilación, esta última muy 

común en los hidrocarburos aromáticos de dos (naftalenos) o tres (antraceno y 

fenantreno) anillos bencénicos. El grupo de los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos lo conforman aquellos compuestos cuya estructura molecular se 

origina por la unión de tres o más anillos bencénicos, siendo ejemplos de 

estos: pireno, criseno, benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzoflureno, 

benzo[b]fluoroanteno y pireno (Botello, 2005). 

c) Resinas: Son sustancias semilíquidas (algunas veces casi sólidas) café 

oscuro a negro, tienen una gravedad específica alrededor de 1.0 y peso 
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molecular de 500 a 2000 (Marroquín, 2007). Y son agregados con una gran 

cantidad de estructuras policíclicas de alto peso molecular, tales como 

piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulfóxidos, amidas, HAP, sulfuros, 

ácidos nafténicos, ácidos grasos, metaloporfirinas y fenoles polihidratados 

(Leahy y Colwell, 1990; Howe-Grant,1996). 

d) Asfáltenos: Es una fracción de crudo soluble en tolueno (ó benceno) e 

insoluble en un exceso de n–alcano (pentano o heptano). Los asfáltenos están 

constituidos principalmente por anillos aromáticos ligados con cadenas 

alquílicas y cicloalcanos, además de compuestos heterocíclicos que poseen 

N, S y O. Algunos estudios muestran que la relación C/H en los asfaltenos 

está por el orden de 1: 1.1, así mismo aproximadamente el 40% del carbono 

presente, es aromático (Heinemann, 1994; Groenzin y Mullins, 1999; Yarranto 

et al., 2000). 
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Cuadro 1. Hidrocarburos del petróleo crudo   

 
P

e
tr

ó
le

o
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hidrocarburos 

 
 
 
 
 
 

Aromáticos 

 
 
 

 

 
 

HAPs 

 

 

Benzo[a]pireno 
 
 

Monocíclicos 

 
 

 
 
 
 

                 Benceno 
 
 
 

Saturados 

 
 

 
 
 

Cíclicos 

 
 
 
 
 
 

Cicloparafinas 
 
 
 

Alcanos 

 

 
 
 
 
 

                 Propano 

 
 
 
 

Fracción polar 
 

 
 
 

Nitrógeno  
Azufre  

Oxigeno  

 
 

 
 

Resinas y 

 

Asfáltenos 

 

Octaenil propano 

Fuente; (Groenzin, 1999; Huesenmann, 1994) 
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2.2. Teoría de la toxicidad 

La toxicología estudia los mecanismos de ingreso, transformación y excreción de los 

tóxicos a nivel molecular y celular de los procesos de producción de daños y de 

desintoxicación (Peña et al., 2001). Actualmente se conoce como xenobiótico a una 

sustancia que puede producir algún efecto nocivo sobre un ser vivo, es una continua 

sucesión de equilibrios dinámicos, estos tóxicos son agentes químicos o físicos que 

alteraran alguno de estos equilibrios (Repetto y Repetto, 2009).  

 

Se definen grados de exposición y toxicidad de las sustancias estimando el curso o 

evolución del efecto sobre el tiempo; 1) Exposición aguda cuando la exposición de 

una sustancia se da en un periodo menor de 24 horas y con una sola absorción de 

esta, puede haber muerte o recuperación total o parcial del organismo con presencia 

de secuelas o lesiones persistentes, 2) Exposición repetida se subdivide en tres: 

a) Exposición subaguda: Es la exposición repetida de una sustancia durante el 

periodo de un mes o menos.  

b) Exposición subcrónica: Es exposición a la sustancia en un periodo de uno a 

tres meses en la cual los organismos está sometido al agente contaminante 

durante un tiempo inferior al 10 % de la vida media de la especie. 

c) Exposición crónica: Se da en un tiempo de exposición mayor a tres meses en 

la cual hay absorción de un toxico repetidas veces, por lo cual que puede ser 

acumulativa en los tejidos del organismos (Eaton y Klaassen, 2005; Repetto y 

Repetto, 2009). 
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Los efectos tóxicos sirven para clasificar las sustancias químicas de una manera 

general pero útil, por ejemplo agentes cancerígenos, no cancerígenos, mutagénicos, 

teratogénicos (Jaramillo-Juárez et al., 2009). La dosis-respuesta de un contaminante 

con respecto a un ser vivo se presenta como una curva sigmoidal y se observa en la 

Figura 1, en la cual se analiza cuantitativamente los efectos críticos de la sustancia 

sobre un organismo. El efecto nocivo crítico biológico adverso se observa con el 

menor nivel de exposición al contaminante, para ello se identifica el NOAEL (Nivel sin 

efecto anverso observable) y el LOAEL (Nivel de mínimo efecto observable), así 

como el umbral que es el límite por el cual debajo de este no hay un incremento 

adicional a la respuesta (Faustman y Omenm, 2005). 
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Figura 1. 

 

Curva Dosis-Respuesta. La T es la dosis umbral, aquella por debajo 

de la cual no se produce una respuesta biológica. El punto E 

representa el punto más alto de respuesta sin significancia 

estadística [nivel sin efecto adverso observable (NOAEL)]. El punto 

F es el nivel mínimo de efecto adverso observado (LOAEL). Las 

curvas A, B, C y D muestran las alternativas de la extrapolación de 

la relación entre dosis y respuesta por debajo del punto inferior de 

datos biológicos observables, el punto E. Los puntos representan las 

respuestas biológicas detectadas y La significación estadística de 

estas respuestas se indica con el símbolo * (Faustman y Omenn, 

2005). 
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2.3. Potencial tóxico y cancerígeno de los hidrocarburos del petróleo 

La contaminación efectuada durante los trabajos de extracción, conducción y 

transporte del petróleo crudo según Rivera-Cruz et al. (2002); Rivera-Cruz et 

al. (2005); Cuevas-Díaz et al. (2012) han generado un impacto negativo en el 

ambiente, y los ambientes contaminados con hidrocarburos del petróleo son 

reportados que contienen niveles de toxicidad que afectan de manera significativa las 

propiedades del suelo, las plantas, la microfauna y microflora del suelo (Rivera-

Cruz et al., 2002; Rivera-Cruz et al., 2005; Cuevas-Díaz et al., 2012). 

 

Los derivados del petróleo como el benceno, los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAPs), aceites minerales sin procesar y ligeramente procesados inducen 

padecimiento en humanos como cáncer en piel, leucemia y cerebro (Armstrong y 

Boffetta, 1998). Algunos de los HAPs pueden desarrollar también efectos 

cancerígenos (cutáneo, broncogénico en vías respiratorias, de vejiga, leucemia y 

linfoma, pulmón y efecto negativo en el sistema inmunológico), genotóxicos y/o 

mutagénicos, al combinarse con otros compuestos y/o generar metabolitos 

secundarios en el proceso de degradación. En el Cuadro 2, se observa 12 HTP´s con 

diferente potencial de efecto carcinogenicidad, genotoxicidad y mutagenocidad 

(WHO, 1998; Armstrong et al., 2004; Mastandrea et al., 2005; Bosetti et al., 2007) 
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Cuadro 2. Datos relativos de los efectos carcinogénicos, genotóxicos y mutagénicos 

de algunos hidrocarburos policíclicos aromáticos 

 

PAHs Carcinogenicidad Genotoxicidad Mutagenocidad 

Fenantreno I L + 

Antraceno N N - 

Pireno N L + 

Benzofluorenos I I ? 

Benzo[a]antraceno S S + 

Benzo[e]pireno I L + 

Benzo[a]pireno S S + 

Dibez[a]antraceno S S + 

Benzo[ghi]pireno I I + 

Dibenzopirenos S I + 

2-Nitronaftaleno N L - 

1-Nitropireno I S + 

S= Suficiente; I= Insuficiente; N= No cancerígeno; L= Limitado Mutagenocidad (Test de 
ames): + Positivo; - Negativo; ? Inconcluso Fuente; Mastandrea et al., 2005. 

 

2.4. Organismos del suelo 

Los organismos que habitan en el suelo se dividen en: macrofauna (6 a 200 mm) e 

incluye a los vertebrados como ratones, topos y otros que viven parcial o totalmente 

en el suelo; macroflora que está constituida por las raíces primarias de las plantas 

vasculares. Mesofauna (0.1-2 mm) aquí encontramos pequeños invertebrados como 

artrópodos y anélidos; microfauna (˂0.1mm) principalmente nematodos, rotíferos, 

protozoarios. La microflora (˂0.1mm) está constituida por los pelos radicales de 

plantas vasculares, algas, hongos, bacterias, cianobacterias, actinomicetos (Porta et 

al., 2003; Navarro y Navarro, 2003; Brady y Weil, 2008). 
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Los organismos tienen una función esencial en los suelos, dentro de esas funciones 

tenemos: 1) Macrofauna; pulverización, granulación, aireación, drenado, 

incorporación de materia orgánica por medio de su ciclo vital y transporte de grandes 

cantidades de suelo. 2) Mesofauna; inician el proceso de descomposición en la 

cadena trófica al alimentarse de materia vegetal semidescompuesta. 3) Microfauna; 

se encargan de la descomposición de la materia orgánica. 4) Macroflora: 

proporcionar un habitad favorable para los organismos que se alojan en la rizosfera 

de estas. 5) Microflora; transforman los constituyentes del suelo, degradan 

compuestos altamente resistentes como celulosa o lignina y son muy importantes 

para formación de humus (hongos), degradación de materia orgánica y la liberación 

de nutrientes por reducción de compuestos resistentes (actinomicetos), participan en 

todas las transformaciones orgánicas vitales como la nitrificación, oxidación del 

azufre, fijación de nitrógeno atmosférico (bacterias) (Navarro y Navarro, 2003).  

2.5. Importancia de la rizosfera en suelos con hidrocarburos 

 Se define a la rizosfera como la capa de suelo que rodea las raíces, es llamada 

ectorizosfera, mientras que la capa de raíz colonizada o potencialmente colonizable 

por microorganismos es conocida como endorrizosfera, las dos zonas están 

separadas por la superficie de la raíz a la que se le denomina rizoplano. El termino 

micorrizosfera se utiliza para indicar el suelo que rodea una raíz infectada por un 

hongos micorrícicos (Gobat et al., 2003). El tamaño de estas depende de la particular 

estructura del sistema radical y la zona de contacto suelo raíz puede ser grande pero 

depende de este último. Las cantidad de microorganismos son mayor en la rizosfera 

y rizoplano que en los lugares alejados de la raíz y se debe a que las raíces excretan 
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cantidades significativas de azúcares, aminoácidos, hormonas y vitaminas que sirven 

como fuente de carbono y energía (Pinton et al., 2001; Atlas y Barta, 2002; Madigan 

et al., 2009). 

 

Las raíces de las plantas vasculares juegan un papel importante en los ambientes 

contaminados ya que en su rizosfera se establece el microambiente para los 

organismos, donde hay procesos relacionados con el agua, nutrición mineral, 

intercambio de cationes, producción de exudados, degradación de compuestos 

orgánicos, remoción de contaminantes, entre muchos otros, que la hacen diferente 

del resto del suelo en sus propiedades físicas, químicas y biológicas, es en ella 

donde la poblaciones de microorganismos está condicionada tanto cualitativa y 

cuantitativamente (Walton y Anderson, 1990; Porta et al., 2003; Reyes-Jaramillo, 

2011). 

2.6. Fisiología del estrés en plantas 

La rizosfera es la base de la planta para soportar el estrés inducido por factores, 

físicos, químicos o biológicos. El estrés es una situación en la que algún factor 

ambiental actúa de manera desfavorable para la planta lo que afecta su desarrollo 

óptimo, la imposibilidad de movimiento a voluntad de estas las obliga a que se 

adapten a los cambios que se presentan en su medio para poder sobrevivir (Tadeo, 

2000; Taiz y Zeiger, 2006). Existen factores bióticos y abióticos que influyen en el 

estrés de las plantas: Los factores bióticos (animales grandes y pequeños, otras 

plantas, insectos, nematodos, bacterias, hongos, virus y viroides) y abióticos (sequía, 

exceso de sales, temperaturas extremas, anegación, contaminantes ambientales, 
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deficiencia de elementos, viento, compactación del suelo y lesiones o heridas). La 

respuesta de las plantas a los factores bióticos y abióticos causantes de estrés es 

diversa, algunas tienen la capacidad de tolerar y se consideran como resistentes, 

otras plantas no se adaptan y mueren (Hopkins y Hüner, 2008; Escaso-Santos et al., 

2010).  

 

El estrés en plantas vasculares sucede en cuatro fases (Figura 2). 1) Fase de 

alarma: Las plantas que no poseen mecanismos de defensa o respuesta al estrés 

tienen daños irreversibles y mueren. Esto se debe a que se supera la capacidad de 

resistencia y disminución de la vitalidad y los procesos catabólicos exceden a los 

anabólicos.  2) Fase de restitución: La planta alcanza un nuevo estado fisiológico con 

un grado máximo de resistencia, pero si el estrés continúa la capacidad de 

resistencia se agota, aquí se dan procesos de adaptación, procesos de reparación, 

endurecimiento o reactivación. 3) Fase agotamiento: En esta fase si el estrés no 

desaparece puede ocasionar muerte celular, se da en el estrés de larga duración y 

puede haber intensidad del estrés demasiado alta, sobrecarga de la capacidad de 

adaptación, daño crónico o la muerte celular. 4) Fase de regeneración: En esta fase 

la planta puede alcanzar un estado fisiológico optimo y los ciclos de estrés/repuesta 

se dan de manera rutinaria a lo largo de la vida de las plantas regeneración parcial o 

completa del funcionamiento fisiológico, cuando el agente estresante es eliminado y 

el daño no ha sido muy intenso (Lichtenthaler, 1996; Tadeo, 2000). 
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Figura 2. Secuencia de fases y respuestas inducidas en las plantas por el estrés 

(Tadeo, 2000). 

 

 

2.6.1. Potencial de adaptación de las plantas y microorganismos  

 

La presencia de los HTP´s ocasiona efectos adversos sobre los distintos grupos de 

organismos del suelo. El primer síntoma que se manifiesta al entrar en contacto el 

petróleo con la planta es clorosis y muerte (Olguín et al., 2007). Sin embargo, 

también se ha encontrado que algunas plantas vasculares como; Brachiaria mutica, 

Avena sativa, Hordeum vulgare, Triticum aestivum y Zea mays (Maldonado-Chávez, 

et al., 2010; Atlas y Bartha, 2002; García et al. 2013) tienen tolerancia al efecto 

fitotoxico del petróleo. La tolerancia y adaptación al petróleo de las gramíneas en 

particular los pastos se le atribuye según April y Sims, (1990); Walton et al., (1994); 

Gould y Shaw, (1992) a que poseen defensas bioquímicas y fisiológicas a sustancias 

orgánicas derivadas del petróleo, y sobre todo producen raicillas fibrosas abundantes 

con alta densidad que logran explorar hasta 2.7 metros de profundidad del suelo.   
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Los microorganismos del suelo al igual que las plantas vasculares, han demostrado 

ser tolerantes al petróleo, en una primera fase la diversidad de bacterias y hongos 

disminuye. Las poblaciones de microorganismos que logran sobrevivir de manera 

natural son resistentes al contaminante, debido a que desarrollan la habilidad de 

utilizar como fuente de carbono y energía a los hidrocarburos del petróleo (Muñoz-

Castellanos et al., 2010). Esta habilidad le permite al microorganismo realizar 

procesos metabólicos y fisiológicos en ambientes contaminados y formar parte de 

una microflora resistente y adaptada a las nuevas condiciones del ecosistema (Atlas 

et al., 1991). Ejemplos de estos organismos los mencionan Hernández-Acosta et al. 

(2000) donde las especies de Pseudomonas sp., Agrobacterium sp., Trichoderma 

sp., Asperguillus sp. y Mucor sp, presentes en la rizosfera fueron capaces de 

degradar hidrocarburos en un suelo contaminado. De igual manera los hongos 

micorrícicos arbusculares de las especies; Glomus verisiforme, Glomus intrarradices, 

Glomus aggregatum, Glomus mosseae han sido reportados como tolerantes a 

fenantreno, antraceno, petróleo crudo y metales pesados (Cabello, 1997; García et 

al., 2000; Liu y Dalpe, 2009).  

2.7. Importancia de la micorriza arbuscular en el suelo  

Se llama micorriza a la asociación simbiótica que existe entre las raíces de las 

plantas con las hifas de ciertos tipos de hongos del suelo, estas últimas son 

consideradas como la principal estructura del hongo involucrada en la captación de 

nutrientes para la mayoría de las plantas terrestres y dentro de las micorrizas 

podemos encontrar a las ectendomicorrízas, ericoides, arbutoide, monotropoide, 

orquideoide, ectomicorríza, y arbuscular, esta última se encuentra presente en más 
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del 80 % de las familias de plantas de la tierra (Atlas y Bartha, 2002; Gobat et al., 

2003; Giri et al., 2005; Madigan et al., 2009; Camarena-Gutiérrez, 2012). 

 

El hongo micorrícico arbuscular (HMA), desde el punto de vista funcional, es una 

estructura especializada relacionada con la absorción nutrimental de la planta 

especialmente del fósforo, y es una asociación entre la raíz de una planta con 

hongos del phylum Glomeromycota, clase Glomeromycetes, órdenes [Glomerales, 

Diversisporales, Paraglomerales, Archaeoesporales] (Schüβler et al., 2001; Redecker 

et al., 2013). El HMA crece en el interior de la raíz hospedera, en el apoplasto de las 

células corticales y otra en el exterior, estas se comunican con un micelio externo 

que explora gran parte del suelo (Reyes-Jaramillo, 2011).  

 

En esta asociación mutualista ocurre un intercambio nutricional en donde las hifas de 

los HMA son capaces de absorber los fosfatos hasta 1000 veces más rápido que por 

la difusión mediante la solución del suelo. También permiten estabilizar al suelo por 

los agregados por medio de la glomalina (Guerra-Sierra, 2007), proporciona 

resistencia al estrés por sequía, estabilización de metales pesados y acidez del 

suelo, mejoran la captación de otros iones del suelo como zinc, sulfatos o amonio 

todo hasta en la zonas donde las raíces no tienen influencia (Atlas y Bartha, 2002). 

 

Las estructuras típicas de HMA son los arbúsculos (Figura 3a, 3b) que poseen forma 

de árbol y constituyen ramificaciones de las hifas dentro de las células vegetales, su 

función radica en el intercambio de nutrientes. Las vesículas (Figura 3c, 3e) son de 

forma ovoide y pueden formarse inter o extracelularmente, aquí es donde se 
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almacenan las sustancias de reserva y polifosfatos. Las esporas (Figura 3d, 3e) son 

de forma globosa, extracelulares, su función principal es almacenamiento y 

propagación dentro del cual cuando las esporas germinan sus hifas recorren el suelo 

en busca de la raíz y cuando la encuentran se da el proceso de infección por medio 

de un apresorio (Figura 3f), cuando la simbiosis queda establecida el potencial de 

exploración del hongo es mayor (Nardini et al., 2011).  

  

Figura 3. Raíces de trigo cultivado a campo, teñidas con azul de 

Tripán. a: Arbúsculos en tejido cortical a 100x. b: Arbúsculos 

dentro de célula vegetal a 1000x. c: Vesículas a 400x. d: 

Espora germinada cuya hifa ha penetrado la raíz 100x. e: 

Vesículas (flecha negra) y esporas (flecha blanca) en tejido 

cortical. f: Hifas y apresorio (flecha) sobre células de la raíz 

(400x) (Nardini et al., 2011). 

 

 

a b c 
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La colonización de la planta por el HMA, puede regular sus mecanismos de defensa 

y localizarlos a nivel celular para controlar la colonización y formación de arbúsculos 

de acuerdo con sus necesidades, de tal forma que aparentemente es la planta quien 

controla la simbiosis. El HMA para garantizar su supervivencia debe colonizar a la 

planta por lo cual es posible que emita señales para debilitar las defensas de la 

planta, aunque hasta el momento no se ha podido evidenciar la existencia de este 

mecanismo (Alarcón et al., 2007; Ramírez-Gómez y Rodríguez-Villate, 2011). 

 

2.7.1. Diversidad de hongos micorrícicos  

 

La diversidad de los HMA en el ambiente es numerosa, actualmente se clasifica 

según Redecker et al., (2013) en 4 ordenes, 11 familias y 25 géneros (Cuadro 3). La 

identificación de los géneros y especies del HMA, es de gran importancia por la 

función que estos desempeñan en el suministro de nutrientes y su nivel de 

resistencia a factores ambientales. Al respecto Schüßler (2015); Blaszkowski (2015); 

INVAM (2015); consideran que las características morfológicas para clasificarlas a 

nivel de género y especie son; pared y estratos de pared (número, tipo, grosor, 

arreglo, ornamentaciones); hifas de origen (forma, pared, zona de oclusión); 

citoplasma (en esporas maduras, en esporas jóvenes); estructuras especializadas 

para la germinación (cámaras, escudos, estratos germinales). 

 

 

 

 



   

21 
 

 

 

Cuadro 3. Clasificación del Glomeromycota 

 

Orden Familia Género Tipo Genérico 

Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus  P. occultum 

 

Archaeosporales 

 

Archaeosporaceae Archaeospora A. trappei 

Geosiphonaceae Geosiphon G. pyriformis 

Ambisporaceae Ambispora A. Fennica 

 

Glomerales Glomeraceae Sclerocystis S. coremioides 

 Rhizophagus R. populinus 

 Septoglomus S. constrictum 

 Funneliformis F. mosseae 

 Glomus G. macrocarpum 

Claroideoglomeraceae Claroideoglomus C. claroideum 

 

Diversisporales Gigasporaceae Scutellospora S. calospora 

 Racocetra R. coralloidea 

 Cetraspora C. gilmorei 

 Detiscutata D. nigra 

 Gigaspora G. gigantea 

 Intraornatospora¶  

 Parandentiscutata¶  

Pacisporaceae Pacispora P. scintillans 

Sacculosporaceae¶ Saculospora¶  

Acaulosporaceae Acaulospora A. laevis 

Diversisporaceae Redeckera R. megalocarpa 

 Corymbiglomus¶  

 Diversispora D. spurca 

 Otospora¶  

 Tricispora¶  
¶ Género o familia con evidencia taxonómica insuficiente. Fuente; Redecker et al., 2013 
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2.8. Organismos indicadores de estrés a los hidrocarburos 

Se han realizado diversos estudios que presentan indicadores de estrés por medio 

de la toxicidad que inducen los hidrocarburos del petróleo en el crecimiento de un 

organismo. Los parámetros que se utilizan para obtener indicadores de estrés en 

planta son; altura, biomasa foliar y raíz, número de nódulos y presencia de 

leghemoglobina en nódulos (Rivera-Cruz et al., 2005; Vázquez-Luna et al., 2010; 

Pérez-Hernández et al., 2013).  Algunas plantas tropicales que han demostrado que 

son indicadoras de estrés a petróleo crudo e intemperizado se encuentran; 

leguminosas (Crotalaria sp, Leucaena sp, Mimosa sp y Mimosa pigra) (Rivera-Cruz 

et al., 2005). Crotalaria incana L. y Leucaena leococephala Lam (Vázquez-Luna et 

al., 2010), y Leucaena leucocephala (López-Ortiz et al., 2012).   

 

En cuanto a especies forestales han demostrado un efecto estimulatorio en una 

situación de estrés, debido a que las especies de Cedrela odorata, Swietenia 

macrophylla la germinación fue estimulada gracias a la presencia de petróleo crudo 

pesado, sin embargo en la variable de altura y biomasa de plántulas las especies 

estudiadas (Cedrela odorata, Haematoxylum campechianum, Swietenia macrophylla 

y Tabebuia rosea) sufrieron un efecto negativo por la presencia del petróleo (Pérez-

Hernández, 2013). 

 

Las plantas de marisma Salicornia fragilis Ball y Tutin  mostraron alta sensibilidad a 

la toxicidad de aceite combustible pesado, debido a que presento alta tasa de 

mortalidad, trastornos en el crecimiento y desarrollo (Meudec et al., 2007). Así mismo 
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en cultivos comerciales de Triticum aestivum L., Hordeum vulgare, Glycine hyspida 

fueron afectados por los HTP´s y los HAPs en la densidad de plantas y el 

rendimiento de cultivos de manera fuerte (Kisic et al., 2009). Tang et al. (2010) 

encontraron que la germinación de Gossypium hirsutum y Euchlaena mexicana fue 

completamente inhibida por la acción de los HTP´s. 

 

2.8.1. El uso de los pastos como indicador de estrés por petróleo 

 

Se han realizado estudios de pastos (Poaceae) que pueden funcionar como 

indicadores del estrés por medio de la toxicidad establecida sobre ellas por los HTP´s 

o sus derivados. Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004) determinaron que Brachiaria 

mutica y Echinocloa Polystachya tuvieron una disminución en la germinación, altura, 

longitud de raíz, biomasa total a nivel de plántulas a los 32 día de exposición al 

petróleo fresco e intemperizado, y disminución en altura y biomasa total a los 150 

días. Zavala-Cruz et al., (2005) describió que Brachiaria humidicola, Echinochloa 

polystachya y Brachiaria mutica tuvieron un rendimiento negativo en la materia seca 

total al ser sembrados en tres tipos de suelos contaminados con petróleo 

provenientes de derrames. Sangabriel et al., (2006) demostraron que en presencia 

de combustóleo los pastos Brachiaria híbrido, Brachiaria bizantha y Panicum 

maximum, tuvieron un efecto negativo en la altura de planta, volumen radical, peso 

seco y parte aérea de la raíz. Mezzari et al. (2011) encontró que en los pastos 

Brachiara decumbens y Paspalum notatum su biomasa sufrió una disminución 

significativa por la toxicidad ocasionada por el diésel. 
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2.8.2. El uso de la micorriza arbuscular como indicadora de estrés 

 

La micorriza arbuscular aún no ha sido usada como indicadora de estrés, pero si se 

ha evaluado el efecto de los hidrocarburos sobre sus estructuras fúngicas y 

colonización, al respecto Franco-Ramírez et al. (2007) determinó que Glomus 

Ambisporum tuvo baja germinación y disminución de la longitud de la hifa en 

presencia con hidrocarburos totales del petróleo, de igual manera con Glomus mosse 

encontró que hubo una disminución en la longitud hifal.  

 En HAPs se ha encontrado que en Glomus intrarradices la densidad de hifas 

intraradicales, la esporulación y la colonización en raíz se ve afectada en presencia 

de antraceno y fenantreno (Debiane et al., 2008; Villegas-Vásquez, 2011). En 

presencia de antraceno y benzo[a]pireno en Glomus irregulare la longitud de la hifas 

intraradicales y la producción de esporas se restringieron y en Rhizophagus 

irregularis tienen un efecto perjudicial sobre su crecimiento en raíz, aunado a esto la 

combinación de ambos HAPs aumentaron su toxicidad y se afectó el transporte de 

fósforo del hongo a la raíz y la actividad enzimática fosfatasa en raíz (Debiane, et al., 

2011; Calonne et al., 2014). 
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                          CAPITULO III. OBJETIVOS 
 

OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

Analizar el efecto del petróleo crudo en el crecimiento y producción de Leersia 

hexandra, en la asociación de la micorriza arbuscular e identificar la cantidad de 

morfoesporas en el suelo para seleccionar su potencial de adaptación e indicadores 

de la toxicidad a suelos contaminado, para contribuir en la generación de parámetros 

biológicos base de la evaluación de la sustentabilidad de fincas ganaderas 

impactadas por la actividad petrolera en el sureste de México. 

 

3.1.1. Objetivo particulares 

 

1. Determinar el efecto del petróleo crudo en el crecimiento y producción de L. 

hexandra, para seleccionar indicadores de fitotoxicidad. 

2. Cuantificar estructuras fúngicas del hongo micorrícico arbuscular (HMA) en la 

raíz de L. hexandra expuesta a diferentes dosis de petróleo crudo, que sirvan de 

base en la selección de indicadores de micotoxicidad.   

3. Identificar a nivel de especies a los hongos micorrícos que se establecen en 

suelo contaminado con petróleo crudo y asociado a Leersia hexandra.   

4. Seleccionar las especies de HMA que presenten respuestas tóxicas y de 

adaptación a las diferentes dosis de petróleo crudo, para proponerlos como 

índices de toxicidad.  
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           CAPITULO IV. HIPÓTESIS 
 

HIPÓTESIS 

4.1. Hipótesis general 

Mientras mayor sea la concentración de petróleo crudo vertida en el suelo, mayor 

serán los efectos tóxicos en el crecimiento y producción de Leersia hexandra, 

especies y colonización del hongo micorrícico arbuscular intrarradicales, parámetros 

que permitirán la selección de indicadores de toxicidad y adaptación al petróleo de 

estos organismos que son base de la sustentabilidad de fincas forrajeras.    

4.1.1. Hipótesis particulares 

 

1. La longitud de estolones, plantas jóvenes, biomasa vegetal de L. hexadra son 

parámetros que se afectan al aumentar la concentración de petróleo en el 

suelo, y son de utilidad para obtener indicadores de fitotoxicidad. 

2. El porcentaje de hifas, arbúsculos, vesículas y esporas intrarradicales en              

L. hexandra son parámetros que muestran niveles de sensibilidad a la 

concentración de petróleo crudo en el suelo y se pueden proponer como 

indicadores micotóxicos.  

3. La raíz de L. hexandra y los diferentes contenidos de petróleo en el suelo no 

afectan el establecimiento de la diversidad de especies de HMA. 

4. Las especies de HMA son afectadas por las diferentes dosis de petróleo crudo 

por lo que se puede generar índices de toxicidad, pero al menos una de estas 

sobrevive en concentraciones altas gracias a su adaptación al medio. 
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                                        CAPITULO V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Esta investigación se desarrolló en el Laboratorio de Microbiología Agrícola y 

Ambiental del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco ubicado en Periférico 

Carlos A. Molina s/n, km.  3.5, Huimanguillo, Tabasco y Laboratorio de Micorrizas, 

del Centro de Investigación de Ciencias Biológicas (CICB), Universidad Autónoma de 

Tlaxcala (UATx). San Felipe Ixtacuixtla, Tlaxcala, México. El proceso de investigación 

consistió de cuatro etapas secuenciales: Etapa I. Trabajo en campo. Etapa II. Trabajo 

en microtúnel. Etapa III. Trabajo en laboratorio. Etapa IV. Análisis matemática y 

estadísticos (Figura 4).  
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Figura 4. Flujograma de proceso de investigación.  
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5.1. Etapa I. Trabajo de Campo 

5.1.1. Colecta de suelo 

 

Se colectó suelo del horizonte superficial (0-30 cm) de un Gleysol, ubicado en el Ej. 

Blasillo segunda sección, Huimanguillo, Tabasco, con coordenadas geográficas; 18° 

03’ 08.0 latitud Norte y 93° 56’ 06.3 latitud Oeste (Figura 5a). Se colectó 50 kg de 

suelo, el cual se introdujo en bolsas de plástico y se trasladó a las instalaciones del 

Laboratorio de Microbiología Agrícola y Ambiental del Colegio de Postgraduados, 

Campus Tabasco. 

 

5.1.2. Colecta de Leersia hexandra Sw 

 

La colecta de L. hexandra se realizó en una pradera que se utiliza para el pastoreo 

de animales en el ejido José Narciso Rovirosa, Huimanguillo, Tabasco, a 2 Km al 

suroeste del Complejo Petroquímico Procesador de Gas de la Villa La Venta, 

Tabasco, con coordenadas geográficas 18º 4’ 37.05” latitud Norte y 94º 2’ 28.28” 

longitud Oeste (Figura 5b). Se cortaron tallos con yemas maduras de L. hexandra se 

sumergidas en agua para su traslado al invernadero.  
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Figura 5.  Localización de sitios de muestreo. a) Suelo Gleysol, Ej. Blasillo 

Segunda Sección, Huimanguillo, Tabasco b) Sitio de muestreo de      

L. hexandra Ej. Jose Narciso Rovirosa, Huimanguillo, Tabasco 

(Google maps, 2015).   

 

5.1.2.1. Características de Leersia hexandra 

 

  

Leersia hexandra  Swartz es una planta perenne, amacollada, hierva alta, que se 

reproduce vegetativamente por rizomas rastreros y por semillas pero este último es 

muy raro (Figura 6). Se encuentra generalmente en lugares de mucha humedad 

(acequias, arroyos, curso de agua, matorrales húmedos, estanques, arrozales 

BLASILLO 1RA. SECCIÓN 

BLASILLO 2DA. SECCIÓN 

COMPLEJO 

PROCESADOR DE GAS 

a b 
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inundados, tierras cultivables húmedas y pantanos, por lo general en agua dulce 

(CABI, 2015). 

   

  
 
 
 

  
 
 
 

Figura 6. Morfología de Leersia hexandra Sw. (DWAF, 2008; STDF, 2015) 
 

 

Dominio: Eukaryota 

 Reino: Plantae 

  Phylum: Espermatophyta 

   Clase: Monocotyledonae 

    Orden: Cyperales 

     Familia: Poaceae 

      Género: Leersia 

       Especie: Leersia hexandra Swartz 

 

L. hexandra es muy parecida a las plantas del género Oryza y puede ser distinguida 

debido a que la aurícula en el cruce de la vaina, la cuchilla y la gluma inferior y 

carece de la superior. Las hojas de Leersia son muy ásperas al tacto, tiene pelos en 

el envés en la parte inferior de la nervadura central, aunque se han encontrado 

especímenes con las hojas glabras, rizomas alargados; cañas 25-150 cm de largo, 

decumbentes, con enraizamiento en los nudos, nodos expuestos, densamente 
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retorse-pubescentes a casi glabras, a menudo algo encogidos especialmente al 

secarse; vainas toscamente escabrosa-híspidas a glabra, márgenes ciliados a 

menudo visibles, lígula truncada, 1-6 mm de largo, auriculasdas; cuchillas de 5-15 cm 

de largo, 3-5 mm de ancho, escabrosas a casi glabras por encima y por debajo; 

panículas 5-25 cm de largo, exertos, ramas 3-13 cm de largo, filiformes, 

ascendentes, espiguillas 3-4.4 (5.0) mm de largo, inmbricados, lema agudo a 

acuminada, ciliadas 0.6 mm de largo en la quilla y en los márgenes; cortos hispidas a 

glabras lateralmente; la subpalea es igual a la lema, ciliadas en la quilla;  seis 

estambres, anteras de 2-3 mm de largo; pistilo aproximadamente de 2.5 mm; El fruto 

en forma de cariópside por lo general no se desarrolla (Pyrah, 1969; CABI, 2015). 

 

5.1.3. Características del petróleo 

 

El petróleo que se utilizó fue colectado en la batería No.5 campo petrolero Cinco 

Presidentes, Agua Dulce, Veracruz. Es un petróleo crudo Ismo, clasificado como 

mediano del Golfo de México y la composición químicas es: saturados 56.4 % peso, 

aromáticos de 23.7 % peso y de polares / NHC de 44.1 % peso (Dorn et al., 1998).  

5.2. Etapa II. Trabajo en microtúnel 

5.2.1. Procesado de suelo  

 

El suelo colectado (Figura 7a) es un Gleysol y fue extendido bajo sombra a 

temperatura ambiente sobre lona de vinilo (Figura 7b), al estar seco el suelo se 
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removió manualmente las raíces y restos orgánicos grandes, posteriormente se molió 

(Figura 7c) y tamizó en malla de acero inoxidable con abertura de 5 mm (Figura 7d).  

 

Figura 7.  Procedimiento del procesado del suelo. a) Colecta de suelo Ej. Blasillo, 

segunda sección, Huimanguillo, Tabasco; b) Tendido y secado bajo 

sombra; c) Molido de suelo d) Tamizado en maya de acero inoxidable de 

5 mm de abertura. 

 

5.2.2. Propagación de L. hexandra 

 

Con las yemas que se se sumergieron en agua (Figura 8a) en microtunel se 

estableció un almácigo de L. hexandra con yemas maduras de cuatro cm de longitud. 

Las yemas se sembraron en charola de poliestireno (52 cm de largo X 27 cm de 

ancho) (Figura 8b) y se cubrieron con materia vegetal por un periodo de ocho días 

para conservar la temperatura y humedad. Se aseguro el brote de las yemas 

(Figuras 8c, 8d). Al día 50 las plántulas alcanzaron una altura de 11.81 ± 3.01 (Figura 

8e).  

a b c 

d 
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Figura 8.  Colecta y propagación de L. hexandra. a) Colecta de L. hexandra en 

Ej. José Narciso Rovirosa, Huimanguillo, Tabasco; b) Siembra de 

yemas maduras en charolas de poliestireno (200 plántulas); c) 

Guardado de humedad al colocar una cama de materia vegetal 

sobrante; d) Plántulas a los 15 dds; e) Plántulas a los 50 dds. 

 

5.2.3. Establecimiento de experimento 

 

Para simular un vertido de petróleo fresco en el suelo, se integró un diseño 

experimental con ocho concentraciones de petróleo fresco y un suelo sin petróleo 

(testigo), y cuatro repeticiones por tratamiento. Los tratamientos fueron nueve, T0: 

693 mg kg-1 de HTP's (biogénico), T1: 3000, T2: 10000, T3: 30000, T4: 60000, T5: 

90000, T6: 120000, T7: 150000 y T8: 180000 mg kg-1 base seca de HTP's. El suelo 

de los nueve tratamientos tiene fertilidad alta, textura arcillosa (método hidrométrico), 

pH moderadamente ácido (potenciometría), cantidades altas de CO (Walkley y Black, 

a b 

c 

d 

e 



   

35 
 

1934), alta cantidad de Ntotal
 (Page et al., 1982), bajos contenidos de Pdisponible (Olsen 

y Somer, 1982) y  niveles altos de sulfato (S-SO4) (Etchevers, 1992) (Cuadro 4). 

             

Cuadro 4. Propiedades químicas del suelo 

HTP’s 

(mg kg-1) 

pH OM 

(%) 

N 

(%) 

P 

(mg kg-1) 

S-SO4 

(mg kg-1) 

693¶ 

3 000 

10 000 

30 000 

60 000 

90 000 

120 000 

150 000 

180 000 

6.1 

6.1 

6.3 

6.0 

6.1 

6.0 

5.7 

5.5 

5.5 

26.40 

26.34 

26.94 

27.54 

28.88 

30.10 

30.48 

31.76 

32.94 

0.35 

0.51 

0.52 

0.49 

0.49 

0.52 

0.54 

0.52 

0.51 

5.794 

6.0574 

5.5307 

5.2673 

5.2673 

6.3208 

8.4277 

8.6911 

8.43 

28.67 

25.33 

33.67 

32.00 

48.67 

83.67 

92.00 

73.67 

105.33 

                         ¶Biogenico. 

 

La unidad experimental fue de vidrio con capacidad de 1500 g (18 cm de altura y 13 

cm de diámetro). En cada unidad experimental se adicionó 1200 g de suelo seco 

(Figura 9a, 9b) y la respectiva concentración de petróleo fresco (mg kg-1) (Figura 9c) 

del tratamiento correspondiente (3.6, 12, 36, 72, 108, 144, 180, 216 g), se 

homogenizo y se llevó a una humedad del 28 % (Figura 9d). Se trasplantaron dos 

plántulas de L. hexandra (altura de 11.81 ± 3.01) en cada unidades experimental 

(Figura 9e). A los 12 dds se deshijo una planta y se aleatorizaron las UE (Figura 9f). 

A los 30 dds se le colocó un soporte de metal a cada unidad experimental (Figura 9g) 

con el objetivo de conducir el crecimiento de la planta. Las 36 unidades 
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experimentales se distribuyeron completamente al azar en las mesas ubicadas en el 

microtunel las cuales permanecieron durante 180 dds.  

 

   

 
  
 
  
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  

Figura 9.  Procedimiento del establecimiento del experimento. a) Pesado de 1200 g 

de suelo seco y tamizado; b) Colocado del suelo en la maceta de vidrio; 

c) Contaminación de suelo por tratamiento; d) Regado de suelo a 

humedad aprovechable; e) Sembrado de dos plántulas de L. hexandra; f) 

Deshijado de una planta y aleatorización de UE a los 12 dds; g) 

Colocación de soportes de metal a los 30 dds. 

 

 

 

 

 

 

g f e 

d c b a 
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5.2.4. Seguimiento de variables en planta  

 

El crecimiento de L. hexandra se evaluó en términos de la longitud de estolones (LE), 

plantas jóvenes (PJ) y diámetro basal del estolón principal (DB). Las dos primeras 

variables se midieron en siete tiempos secuenciales; 1, 60, 120 y 180 dds, y el DB al 

día 180 dds.  

 

La LE se midió con una regla graduada (cm) desde la base del tallo del estolón 

principal hasta el ápice de este en cada unidad experimental (Figura 10a). Las PJ por 

conteo directo (Figura 10b). El DB se tomó a los 180 días de establecido el 

experimento y se realizó en la parte basal del estolón principal con un vernier digital 

marca Multutoya (Figura 10c). 

 

Figura 10.  Medición del crecimiento vegetal. a) Medición de longitud de estolón 

principal con regla graduada; b) Conteo directo de plantas jóvenes; c) 

Medición de diámetro de estolón principal con vernier digital. 

 

 

 

a b 

c 
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5.3. Etapa III. Trabajo de laboratorio 

 

5.3.1. Biomasa vegetal seca 

 

La biomasa aérea (BA), biomasa radical (BR) y biomasa total (BT) fue colectada a 

los 180 dds, y las 36 unidad experimental fueron procesadas; el suelo y la planta 

fueron separadas (Figura 11a) y se cortó el follaje (Figura 11b). Las raíces se 

removieron del suelo de cada unidad experimental (Figura 11c), se lavaron, 

escurrieron, y se colocaron en bolsas de papel estraza por separado para su secado 

(Figura 11d). El secado se realizó de acuerdo a las recomendaciones de Alcántar et 

al., (1992) a temperatura de 65 °C, por 8 dds en horno (Figura 11e), finalmente se 

pesó en balanza semianalítica marca OHAUS Scout Pro SP202.  

 

Figura 11.  Secado de la biomasa vegetal. a) Suelo y planta contenido en la 

unidad experimental; b) Corte de follaje; c) Remoción de raíces del 

suelo; d) Follaje y raíz en bolsas de papel estraza; e) Follaje y raíz 

en horno (temperatura 65 ° C) por 8 dds. 

 

a b 

c d e 
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5.3.2. Micorriza versículo arbuscular 

 

El hongo micorrícico arbuscular en raíz de L. hexandra se realizó a los 180 dds. La 

colonización de raíces fue realizada a través de la técnica de clareo y tinción 

(modificada) de Phillips y Hayman, (1970), y montadas en portaobjetos, para obtener 

por medio de la frecuencia el porcentaje de colonización a través de la siguiente 

fórmula: 

 

% 𝐶𝑀 =  
𝑁𝑅𝐶

𝑁𝑅𝑂 
 𝑥 100                                                  (1) 

 

Donde:  

% CM: Porcentaje de colonización micorrícica. 

NRC: Número de raíces colonizadas. 

NRO: Número de raíces observadas. 

 

5.3.2.1. Tinción y montaje 

  

Las raíces de L. hexandra de las 36 unidades experimental se lavaron con agua de la 

llave hasta dejarlas sin suelo. Se seleccionaron raíces secundarias y terciarias por 

(Figura 12a), estas fueron puestas sobre un trozo de gasa para ser colocadas en un 

capsula de plástico (Figuras 12b, 12c), seguidamente fueron sumergidas en KOH al 

10 % durante 72 horas (Figura 12d), al finalizar este tiempo las capsulas fueron 

lavadas con agua corriente y fueron sumergidas en peróxido de hidrogeno comercial 
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al 3 % durante 10 minutos (Figura 12e), posteriormente fueron lavadas nuevamente 

con agua corriente y se sumergieron en HCl al 10 % durante 5 minutos(Figura 12f), 

fueron lavandas una última vez con agua corriente (Figura 12g) y se sumergieron en 

azul de tripano al 0.05 % durante 72 horas (Figura 12h), pasado el tiempo de la 

tinción se desechó el azul de tripano y se sumergieron en lactoglicerol para eliminar 

el exceso de colorante (Figura 12i). 

 

Las raíces tenidas se fijaron en portaobjeto, para esto se tomaban las raíces y con la 

ayuda de unas tijeras se cortaban las raíces a lo ancho del portaobjeto (Figura 12j), 

15 raíces fueron montadas por portaobjetos y fueron 3 portaobjetos por cada unidad 

experimental (Figura 12k), se esperó un tiempo a que secaran y se observó en 

microscopio compuesto (Motic Digital microscope, DMB3-223, NTSC Systen) a 40 X 

(Figura 12l). 
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Figura 12.  Proceso de clareo y tinción de raíces. a) Selección de raíces; b) 

Raíces sobre gasa; c) Colocado en capsula para tinción; d) 

Sumergido en KOH 10 % 72 hrs.; e) Sumergido en H2O2 al 3% 

[comercial] 10 min.; f) Sumergido en HCl al 10% 5 min.; g) Lavado 

con agua corriente, h) Teñido con azul de tripano al 0.05 %  72 

hrs.; i) Eliminado de exceso de colorante en Lactoglicerol; j) 

Cortado de raíces para montar; k) Montado de raíces sobre 

portaobjeto; l) observación en microscopio óptico a 40 X. 

a b c d 

e f g h 

i j k l 
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5.3.2.2. Esporas microrrícicas 

 

5.3.2.2.1. Extracción de esporas micorrícicas del suelo 

 

La extracción de esporas micorrícicas fue realizada bajo la metodología de tamizado 

y decantación modificada de Gerdemann y Nicolson (1963) modificada por Daniels y 

Skipper (1982).  Los pasos fueron los siguientes: 1) De cada uno de las 36 unidades 

experimentales se tomó 100 g   de suelo fresco, se colocó en el vaso de un 

esquimero (Figura 13a). 2) Se le agregó un litro de agua y 3 gotas de jabón líquido, 

se agitó en esquimero durante 3 minutos (Figura 13b). 3) se dejó reposar durante 10 

min (Figura 13c). 4) Se vertió en tamices de 500 µm y 44 µm (Figura 13d) [este 

proceso se realizó 5 veces para cada una de las muestras experimentales]. 5) Se 

deja correr agua corriente sobre el tamiz para quitar restos de suelo menores a 44 

µm (Figura 13e). 6) En un tubo para centrifuga de 12 ml se colocaron 6 ml de 

sacarosa al 20 %, seguidamente se colocó sacarosa al 60 % con una pipeta desde el 

fondo del tubo (Figura 13f) soltando la sacarosa de manera lenta para que no se 

mezclara con la sacarosa al 20 %, esta última subió a medida que se soltó la 

sacarosa de 60 % y así obtener el gradiente de sacarosa (Figura 13g). 7) El 

contenido retenido en el tamiz de 44 µm se vertió sobre el gradiente se sacarosa 

(figura 13h) para centrifugarlo a 2500 rpm durante tres minutos (Figura 13i). 8) El 

sobrenadante obtenido se vertió a un tamiz pequeño de 44 µm (Figura 13j y k) y se 

lavó con abundante agua corriente para eliminar el exceso de sacarosa. 9) 

Finalmente se colocó en caja Petri con agua destilada para su revisión (Figura 13l). 
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Figura 13.  Procedimiento de extracción de esporas micorrícicas. a) pesado de 

suelo; b) Agitado en esquimero por 3 minutos; c) Reposado por 10 

minutos; d) Tamizado en tamiz de 500 y 44 µm; e) Lavado con agua 

corriente; f)6 ml de sacarosa al 20 %; g) Gradiente de sacarosa; h) 

Colocado de tamizado en tubos con gradiente de  sacarosa; i) 

centrifugado por 3 minutos a 2500 rpm; j) Tubo con esporas 

atrapadas en el gradiente después de centrifugado; k) Eliminado de 

exceso de sacarosa de las esporas en tamiz de 44 µm; l) Colocado 

de esporas sobre caja Petrí para su montaje. 

a b c d 

e f g h 

i k l j 
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5.3.2.2.2. Conteo por contenido citoplasmático  

 

Las esporas del extracto de agua destilada fueron observadas a través del 

estereoscopio y separadas de manera manual (Figura 14a). Para tomar las esporas 

del extracto, se aglomeraron las esporas y la materia orgánica en el centro de la caja 

(Figura 14b) con un movimiento oscilatorio y con una aguja de disección se apartaron 

las esporas de la materia orgánica, se tomaron con una pipeta Pasteur (modificada) y 

se colocaron sobre un papel filtro Marca Macherey-Nagel 12.5 cm Ø MN 615 (Figura 

14c). Las esporas con una aguja humedecida se colocaron en un portaobjeto 

suspendidas en una gota de PVLG + Melzer (1g de yodo, 3 g de yoduro de potasio y 

5 g de hidrato cloral) (Figura 14d) y se cubrieron con un cubreobjetos. Las lamillas 

con esporas se colocaron en una plancha de secado de muestras histológicas a 49 

°C (Figura 14e) para su posterior observación en el microscopio óptico. 

El conteo de esporas por contenido citoplasmático se realizó en microscopio óptico 

Nikon-Optiphot II Plus a 40 x y solo se consideró las esporas con pared intacta y con 

el contenido citoplasmático completo.  
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Figura 14.  Montaje de esporas. a) Observación microscopio estereoscópico; 

b) Extracto con materia orgánica, esporas y micelio; c) Tomado de 

esporas del papel filtro; d) Montaje de esporas con aguja sobre 

reactivo Melzer. e) Secado de laminilla en estufa de secado de 

muestras histológicas. 

 

5.3.2.2.3. Identificación taxonómica de especies  

 

La nomenclatura sigue la clasificación de Schuβler & Walker (2010) y la referencia de 

la clasificación de los HMA Glomeromycota echa por Redecker et al. (2013). Para la 

identificación taxonómica de especies las esporas montadas en PVLG más reactivo 

Melzer se observaron en microscopio óptico con contraste de interferencia de 

Nomarski, (Nikon-Optiphot II Plus) a 40x y 100x, midiendo con reglilla micrométrica 

acoplada al ocular, se consideró la morfología de cada uno de los morfotipos, 

tomando en cuenta: tipo de esporas (Glomoides, Acaulosporoides, Gigasporoides), 

diámetro de esporas e hifas, pared y estratos de pared (número, tipo, arreglo, 

ornamentaciones); hifas de origen (forma, pared, zona de oclusión); citoplasma (en 

a b 

c 

d 

e 
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esporas maduras, en esporas jóvenes) así como la reacción de los estratos con 

reactivo de Melzer, la morfología de estas se compararon con las descripciones del 

Internacional Vesicular Arbuscular Culture Collection (INVAM, 2015) y de 

Blaszkowski de la Universidad de  Agronomía de la Universidad de Szczezin, Polonia 

(Blaszkowski, 2015), tomando en cuenta la filogenia y taxonomía de Glomeromycota 

(Schüβler, 2015). Las esporas se fotografiaron en Microscopio óptico Iroscope 

NOC58TNOR con CIN, cámara digital Toupcam UCMOS02000KPB, software de 

digitalización de imágenes ToupTek ToupView versión x64.3.7.1460.  

 

5.4. Etapa IV. Analisis matemático y estadístico 

 

5.4.1. Índices relativos y absolutos de adaptación y toxicidad biológica 

 

Los índices de toxicidad se calcularon con la finalidad de saber cuál es la respuesta 

fisiológica a los hidrocarburos totales del petróleo de L. hexandra, el hongo 

micorrícico arbuscular en simbiosis con esta última y las esporas micorrícicas en un 

suelo. Para determinar estos índices se basó en las ecuaciones propuestas por 

diversos investigadores (Porta et al., 1999; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcía, 2004; 

Vazquez-Luna et al., 2010; Pérez-Hernández et al., 2013). Estos índices comprenden 

índices relativo y absoluto de fitotoxicidad (Ec.2,3) de L. hexandra al petróleo. Los 

índices relativo y absoluto de micotoxicidad (Ec.4,5) del hongo micorrícico en 

simbiosis al petróleo, y los índices relativo y absoluto de toxicidad de esporas 

micorrícicas al petróleo (Ec.6,7). 
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𝐼𝑅𝐹(𝑥) =
𝑇𝑝𝑅1

𝑇𝑡
                                                                                     (2) 

𝐼𝐴𝐹 =
∑ 𝐼𝑅𝐹(𝑥)𝑛

𝑖=1

𝑛
       𝑖 = 1,2,3 … 𝑡                                                (3) 

𝐼𝑅𝑀(𝑥) =
𝑇𝑝𝑅1

𝑇𝑡
                                                                                    (4) 

𝐼𝐴𝑀 =
∑ 𝐼𝑅𝑀(𝑥)𝑛

𝑖=1

𝑛
       𝑖 = 1,2,3 … 𝑡                                              (5) 

𝐼𝑅𝐸 =
𝑇𝑝𝑅1

𝑇𝑡
                                                                                           (6) 

𝐼𝐴𝐸 =
∑ 𝐼𝑅𝐸(𝑥)𝑛

𝑖=1

𝑛
       𝑖 = 1,2,3 … 𝑡                                                (7) 

 

Donde: 

𝐼𝑅𝐹(𝑥): Índice relativo de fitotoxicidad para la variable (x). 

𝐼𝐴𝐹: Índice absoluto de fitotoxicidad. 

𝐼𝑅𝑀(𝑥): Índice relativo de micotoxicidad para la variable (x). 

𝐼𝐴𝑀: Índice absoluto de micotoxicidad. 

𝐼𝑅𝐸(𝑥): Índice relativo de toxicidad de esporas para la especie (x). 

𝐼𝐴𝐸: Índice absoluto de toxicidad de esporas. 

𝑇𝑝: Tratamiento con petróleo. 

𝑇𝑡: Tratamiento testigo. 

𝑅1: Repetición 1… 𝑛 

𝑛: Número de variables. 
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La interpretación de los resultados se hizo de la siguiente manera: 

 

>1 Indica adaptación a los HTP´s (hay estimulación sobre la variable) 

= 1 indica tolerancia, no hay diferencias con el testigo (No se afecta a la variable) 

< 1 Indica toxicidad a los HTP´s (hay inhibición de la variable) 

 

5.4.2. Análisis estadístico 

 

El programa Statistical Analysis Software (SAS) 9.0 se usó para el análisis de 

varianza (ANOVA) de cada una de las variables evaluadas en esta investigación. El 

modelo usado fue lineal, (Ec. 8). La comparación de medias a las variables y a los 

índices de toxicidad se realizó de acuerdo con la prueba de Tukey, (p ≤ 0.05, n=4) 

así como la correlación de Pearson. 

 

𝑌𝑖𝑗 =  𝜇 + 𝜏𝑖 +∈ 𝑖𝑗 = 1, … , 𝑛 𝑖, 𝑖 = 1, … , 𝑡.                               (8)   

 

Los términos en la ecuación representan: 

 

𝑌𝑖𝑗: Respuesta en j-ésima unidad experimental con el tratamiento i-ésimo 

𝜇: Media general, común a todas las unidades antes de aplicar los tratamientos. 

𝜏𝑖 : Efecto del i-ésimo tratamiento. 

∈ 𝑖𝑗: Error experimental en la j-ésima repetición del i-ésimo tratamiento. 
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                                    CAPITULO VI. RESULTADOS Y DISCUCIÓN 
 

RESULTADOS Y DISCUCIÓN 

 

6.1. Crecimiento vegetal de Leersia hexandra Sw 

 

6.1.1. Longitud de estolones (LE) 

 

La media de la LE al día uno, 60 y 180 dds presentaron diferencias estadísticas 

significativas por efecto de la dosis de petróleo crudo (PC) y sin diferencias al día 120 

(Tukey p≤0.05) (Figura 15; Apéndice, Cuadro 1). El crecimiento de la LE en los 

nueve tratamientos (T) fue ascendente a través del tiempo.  Al día 180 ocho 

tratamientos son estadísticamente iguales, sobresale que el T5 (60000 mg kg-1 

HTP´s) fue mayor la LE (508.75 cm), con un 16.70% mayor respecto al T0 (testigo) el 

cual alcanzo 423.75 cm. La menor LE (363.5 cm) se observa en suelo con 3000 mg 

kg-1 (T1) y disminuye 14.21 % respecto al suelo testigo.  

 

El efecto positivo del PC en la LE de L. hexandra encontrado en esta investigación, 

es diferente al reportado en otras especies vegetales; por ejemplo Cyperius 

brevifolius disminuye cuando se expone a 80000 mg kg-1 de PC en suelo a los 180 y 

360 días (Basumatary et al., 2012). Zea mayz expuestos a 35000 mg kg-1 de PC no 

indujo efecto alguno en la altura (Quiñonez-Aguilar et al., 2003). Brachiaria brizantha, 

Brachiaria decumens, Paspalum nonatum expuestos a diésel (0, 2500, 5000, 10000 

mg kg-1) no tuvieron diferencias significativas entre tratamientos en cuanto altura de 

planta a los 85 días, esto debido a la tolerancia que tienen estas especies a estas 
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dosis (Mezzari et al., 2011).  La respuesta positiva de L. hexandra a dosis de 180000 

mg kg-1 de PC posiblemente se debe que es un pasto que de manera natural habita 

en suelos contaminados con petróleo en el sureste de México (Rivera-Cruz, 2011). 

La permanencia de L. hexandra a la exposición prolongada al PC genera adaptación 

a estas condiciones, pero principalmente a desarrollar un sistema rizosférico en 

donde los microorganismos que habitan este espacio utilizan como fuente de 

carbono y energía a los hidrocarburos derivados del petróleo, la llamada 

biodegradación (Labud et al., 2007), que sin este proceso los hidrocarburos 

conservan su toxicidad y mutagenocidad para los seres vivos (WHO, 1998; 

Mastandrea et al., 2005).  
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Figura 15.  Variación de la longitud de estolones del pasto L. hexandra por efecto 

del petróleo crudo en cuatro tiempos hasta los 180 dds después del 

trasplante. Barras con diferentes letras en cada uno de los tiempos son 

estadísticamente diferentes (Tukey, p≤ 0.05, n=4). 

 

6.1.2. Plantas jóvenes (PJ) 

 

La media del número plantas jóvenes de L. hexandra al día uno, 60, 120 y 180 fueron 

estadísticamente diferentes por efecto de la dosis del petróleo crudo en el suelo 

(Tukey p≤0.05), con una tendencia a incrementar respecto al tiempo (Figura 16; 

Apéndice, Cuadro 2). Al día 180 el mayor número de PJ (29.75) fue en T7 con 

150000 mg kg-1 petróleo crudo, con un incremento de 33.16% respecto al suelo 

testigo (T0). Destaca que las PJ son estimuladas a incrementar con presencia del 

petróleo en el suelo, con una relación positiva (r= 0.458**) (Cuadro 6) hasta dosis de 
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150000 mg kg-1 (T7), pero a partir de 180000 mg kg-1 (T8) el número de PJ 

disminuye.  

 

El efecto positivo del petróleo crudo en el número de PJ en esta investigación fue 

similar a los reportados por Arias et al. (2012) al exponer a L. hexandra a dosis de 

6000, 10000, 30000, 60000, 90000, 120000, 150000 y 180000 mg kg-1 por un 

periodo de 180 días, sin embargo el Echinocloa polystachya presentó respuestas 

diferentes al exponerlos a 100000 mg kg-1 de petróleo crudo, redujo un 42% el 

número de PJ con respecto al testigo (Rivera-Cruz, 2001). 

 

Una explicación de la estimulación del petróleo en el desarrollo de mayor cantidad de 

plantas jóvenes en el macollo de L. hexandra, posiblemente fue promovido por los 

altos contenidos de N total, P disponible y sulfato que fueron promovidos en los 

suelos de los nueve tratamientos evaluados en esta investigación (Cuadro 4), los 

cuales se incrementaron al adicionar dosis altas de petróleo.  Esta estimulación se 

corroborá en la relación positiva de los HTP´s en el suelo respecto al N (r=0.470**); 

S-SO4 (0.938**); P (r=0.872**) y PJ (r=0.458**) (Cuadro 6). La importancia del N, S y 

P para la planta radica en que son macronutrientes esenciales para el crecimiento 

debido a que forman parte importante de la materia viva vegetal, están presentes en 

aminoácidos y otras biomoléculas (Escaso et al., 2010).  Así mismo estos 

macronutrientes forman parte de la proteína más abundante en las hojas de los 

pastos; la rubisco, dicha proteína compone los polipéptidos presente en las 

membranas tilacoidales, así como en los pigmentos de la clorofila a, b, necesarios 

para la asimilación del carbono orgánico y por lo tanto la inducción de retoños 
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(Hopkins y Hüner, 2008), al respecto Latiffe et al. (2001) encontró en plantas de maíz 

que el primer síntoma de deficiencia de N es el menor crecimiento en vástagos. 

 

 

Figura 16.  Variación del crecimiento de plantas jóvenes del pasto L. hexandra 

por efecto del petróleo crudo en cuatro tiempos hasta 180 dds. Barras 

con diferentes letras en cada uno de los tiempos son estadísticamente diferentes 

(Tukey, p≤ 0.05, n=4).  

 

6.1.3. Producción de biomasa vegetal 

 

6.1.3.1. Biomasa aérea y radical  

 

La biomasa aérea y biomasa radical al día 180 presentaron diferencias estadísticas 

significativas por efecto de las dosis de petróleo en el suelo (Tukey p≤0.05) (Cuadro 

5; Apéndice, Cuadro 3). La biomasa aérea en los tratamientos 1, 2, 3 ,4 y 5 fue 

superior e igual al tratamiento testigo (T0), pero a partir de 120000 mg kg-1 PC (T6) 
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disminuye conforme la dosis se incrementa (Tabla 5). La mayor biomasa aérea 

(43.98 y 41.05 g) se presentó en los tratamientos con 10000 (T2) y 30000 (T3) mg 

kg-1 respectivamente, siendo la menor (18.35 g) en 180000 mg kg-1 (T8) (Cuadro 5; 

Apéndice, Cuadro 3).   

 

El efecto negativo de 120000, 150000 y 180000 en la biomasa aérea fue de 26, 

37.86 y 45.7% menos respecto al testigo. Otras plantas como Brachiaria brizantha, 

Cyperus aggregatus y Eleusine indica muestran un efecto negativo del petróleo crudo 

en la biomasa aérea pero en concentraciones de 5000 mg kg-1 (Merkl et al., 2005). 

 

Destaca en esta investigación que en los suelo con 90000 mg kg-1 petróleo L. 

hexandra desarrolla mejor su crecimiento, respecto al suelo sin petróleo (T0), 

resultados contrarios reporta Quiñones-Aguilar et al. (2003) en Zea mays, respuesta 

negativa de la planta atribuida que el aceite altera las propiedades físicas y químicas 

originales del suelo limitando la difusión de agua, agregación y baja disponibilidad de 

nutrientes para la planta.  

 

La biomasa radical de L. hexandra fue estimulada conforme se incrementa la dosis 

de petróleo crudo en el suelo, con relación directamente proporcional y positiva 

(Cuadro 5; Apéndice, Cuadro 3). La BR mayor (11.96 g) se observa en suelo con 

150000 mg kg-1 y la menor (2.01 g) en suelo testigo. La estimulación de la BR a la 

exposición de las ocho dosis de petróleo evaluadas en esta investigación fue de 

56.74, 62.10, 66.6, 73.28, 77.63, 83.11 y 76.94% en T2, T3, T4; T5, T6, T7 y T8 

respectivamente. Similares resultados son reportados por San Gabriel et al. (2006) 
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en dosis de 50000 mg kg-1 de combustóleo que estimulan un 17% la biomasa radical 

de Brachiaria híbrido. Rivera-Cruz y Trujillo-Narcía (2004) encontraron una ligera 

estimulación de la biomasa radical de Echinocloa polystachya en dosis de 50000 y 

100000 mg kg-1 con respecto al testigo (150 mg kg-1), así mismos Rivera-Cruz et al. 

(2012) registra en dosis de 78000 mg kg-1de petróleo una tolerancia de Brachiaria 

mutica, con similar respuesta en suelo testigo (150 mg kg-1 de hidrocarburo 

biogénico).  Otras especies se comportan diferente a L. hexandra, por ejemplo; 

Brachiaria brizantha, Panicum máximum reducen la biomasa radical un 50% y 71%   

en dosis de 50 000 mg kg-1 de combustóleo (San Gabriel et al., 2006), Brachiaria 

brizantha y Panicum reducen un 81.37 % y 98 % al exponerlos a 30000 mg kg-1 de 

PC (Hernández-Valencia y Mager, 2003).  

 

Otros factores inducidos en los suelos con petróleo fue el incremento de los 

nutrimentos esenciales primarios para la planta (Cuadro 4), factor nutrimental que 

favoreció el desarrollo radicular de L. hexandra, al respecto las relaciones de N total 

con biomasa radical fue positiva (r=0.569**), P disponible (r=0.760**) y S-SO4 

(r=0.756**) (Cuadro 6). 

 

La relación biomasa aérea con biomasa radical de L. hexandra disminuye conforme 

la dosis de petróleo en el suelo se incrementa (Cuadro 5), esto significa que el 

sistema radical fue mayor con respecto al sistema aérea de la planta, el pasto bajo 

condiciones de estrés inducido por el petróleo, posiblemente canaliza la mayor 

cantidad de energía para desarrollar el sistema radical. La menor relación con 1.76 
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fue en el suelo con 150000 mg kg-1 de petróleo (T7) y la mayor en suelo testigo 

(16.73).  

 

Relaciones de biomasa aérea y radical bajas estimuladas por el petróleo crudo como 

las encontrada en L. hexandra para el trópico húmedo mexicano fueron reportadas 

para este mismo pasto por Arias (2012), pero en otros pastos tropicales su respuesta 

a la exposición al petróleo crudo ha sido a incrementar esta relación, por ejemplo 

Brachiaria mutica (Rivera et al., 2012). Esta repuesta es atribuida según SEMARNAT 

(1996) al estrés abiótico inducido por el déficit de agua, falta de oxígeno y baja 

disponibilidad de nutrientes que induce el petróleo en el suelo.  

 

La adaptación al estrés de L. hexandra al petróleo, posiblemente se debe a  lo que 

han demostrado diversos investigadores e indican que los mecanismos de defensa 

de la planta para protegerse del daño, es la inducción de moléculas reactivas de 

oxigeno (MRA) en sus células; como son O2, H2O2 y radicales OH- que provocan 

daños en la membrana celular e inhiben el crecimiento vegetal, pero la inducción de 

altos niveles de estos antioxidantes en la célula vegetal tienen mejor resistencia al 

daño (Liu et al., 2009).  

 

6.1.3.2. Biomasa total (BT) 

 

La biomasa total presento diferencias estadísticas significativas por efecto de las 

diferentes concentraciones de petróleo evaluada en esta investigación (Cuadro 5; 

Apéndice, Cuadro 3). La mayor biomasa total (48.64 y 46.38 g) fue en 30000 y 60000 
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mg kg-1 y la menor con 27.11 g en T8 con 180000 mg kg-1.  El efecto del petróleo 

crudo en la biomasa total mostró una estimulación positiva en las primeras cinco 

concentraciones (3000, 10000, 30000, 60000, 90000 mg kg-1), pero en los tres 

tratamientos en donde la concentración es ≤ 120000 mg kg-1 (T6) es menor que en 

suelo sin petróleo (T0).  

 

La estimulación de la producción de biomasa total por dosis de hasta 90000 mg kg-1 

de petróleo no han sido reportadas hasta la fecha en pastos tropicales nativos, al 

respecto Rivera-Cruz et al., (2003); Rivera-Cruz et al. (2012) encontró que el pasto 

Brachiaria mutica y Echinocloa polistachya acumula biomasa total en suelo con 

50000 y 78000 mg kg-1 petróleo similar al que produce en suelo sin petróleo.  

 

La acumulación de la biomasa total vegetal de L. hexandra en suelo desde 3000 

hasta 90000 mg kg-1, puede ser atribuido a que las raíces fibrosas fasciculadas de 

los pastos poseen rizosfera extendida con potencial para tolerar, romper la tensión 

superficial que genera el aceite y hospedar bacterias reguladoras del crecimiento 

vegetal (PGPR) y con tolerancia a los hidrocarburos recalcitrantes (Merkl et al. 2005; 

Maldonado-Chávez et al. 2010). La participación de las PGPR en la destoxificación, 

mineralización y humificación de hidrocarburos aún no ha sido probada in situ, sin 

embargo diversos autores (Pothuluri y Cerniglia 1994; Chaudhry et al. 2005) sugieren 

que las bacterias Pseudomonas putida, Mycobacterium sp y Rhodococcus sp. Hacen 

esta función por la vía hidroxilación de anillos bencénicos, pero además fijan N 

atmosférico para que lo aprovechen las plantas.   
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Cuadro 5.  Efecto del petróleo crudo en la producción de biomasa aérea, radical 

y total del pasto L. hexandra a los 180 dds. 

Tratamiento/ 
petróleo crudo 

(mg kg-1) 

Biomasa 
aérea 

(g) 

Biomasa 
radical 

(g) 

Relación 
biomasas 

aérea/radical 

Biomasa total 
(g) 

T0: 693 
T1:3 000 
T2:10 000 
T3:30 000 
T4:60 000 
T5:90 000 
T6:120 000 
T7:150 000 
T8:180 000 

33.8±7.12abc 
38.82±12.34ab 
43.98±4.32ª 
41.06±7.64ª 
35.70±3.50ab 
33.82±4.04abc 
25.07±2.45bcd 
21.14±1.61dc 
18.35±2.93c 

2.02±0.74f 
2.91±1.34ef 
4.67±0.76def 
5.33±1.09de 
6.06±1.31cde 
7.56±2.08bcd 
9.30±1.01ab 
11.96±1.16ª 
8.76±2.03abc 

16.73 
13.33 
9.41 
7.70 
5.89 
4.47 
2.77 
1.76 
2.09 

35.82±7.69ab 
41.73±13.64ab 
48.65±5.05ª 
46.38±8.25ª 
41.77±4.74ab 
41.38±2.51ab 
34.37±2.19ab 
33.11±2.23ab 
27.11±4.81b 

CV: 18.55 20.89  17.13 
Valores con diferentes letras entre columnas son estadísticamente diferentes (Tukey, P≤ 0.05, n=4) 
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Cuadro 6. Correlación de variables 
 

 HTP´s MO N SO4 P AL PJ BA BR HF AR VE EI ES 

HTP´s 
CO 
N 
SO4 
P 
AL 
PJ 
BF 
BA 
HF 
AR 
VE 
 EI 
ES 

1 .996** 
1 

.470** 

.473** 
1 

.938** 

.942** 

.476** 
1 

.872** 

.829** 

.384** 

.810** 
1 

.269 

.299 

.001 

.254 

.009 
1 
 

.458** 

.481** 

.600** 

.430** 

.298 

.328 
1  

-.776** 
-.753** 
-.140 
-.710** 
-.787** 
-.068 
-.065 
1 

.846** 

.844** 

.569** 

.760** 

.756** 

.326 

.743** 
-.528** 
1 

-.831** 
-.821** 
-.143 
-.842** 
-.839** 
-.178 
-.259 
.793** 
-.654** 
1 

-.756** 
-.745** 
-.010 
-.756** 
-.713** 
-.231 
-.248 
.741** 
-.575** 
.846** 
1 

-.751** 
-.748** 
-.041 
-.743** 
-.642** 
-.344* 
-.299 
.705** 
-.591** 
.776** 
.918** 
1 

-.831** 
-.817** 
-.115 
-.845** 
-.839** 
-.149 
-.278 
.802** 
-.658** 
.952** 
.913** 
.863** 
1 

-.489** 
-.517** 
-.734** 
-.367* 
-.267 
-.157 
-.531** 
.190 
-.588** 
.139 
.022 
.085 
.119 
1 

HTP´s: hidrocarburos totales del petróleo; MO: materia orgánica; N: nitrógeno; SO4: sulfatos; P: fósforo; AL: altura; PJ: plantas jóvenes; BA: 

biomasa aérea; BR: biomasa radical; HF: % hifas; AR: % arbúsculos; VE: % vesículas; EI: % esporas intraradicales; ES: esporas en el suelo. 
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6.2. Análisis de los índices de fitotoxicidad a petróleo crudo de Leersia 

hexandra Sw.  

6.2.1.   Parámetros de crecimiento usados como índice relativo de fitotoxicidad 

(IRF). 

 

En la Figura 17 se observan que las medias de los IRF obtenidos con las variables 

longitud de estolones (LE), plantas jóvenes (PJ) y diámetro basal (DB) de L. 

hexandra presentan diferencias estadísticas significativas por efecto de las dosis de 

petróleo crudo en el suelo (Tukey p≤0.05) (Figura 17, Apéndice, Cuadro 4). 

 

Los parámetros de crecimiento evaluados en L. hexandra como indicadores de 

toxicidad reflejan que solo el diámetro basal en las dosis de 120000, 150000 y 180 

000 mg kg-1 de petróleo crudo presentan IRF menores a 1.0 (0.93, 0.84 y 0.96), por 

lo que es de utilidad como indicador biológico para estas dosis de petróleo.  

 

Longitud de estolones y plantas jóvenes muestran IRF iguales o mayores a uno en 

las ocho concentraciones de petróleo. Esta respuesta indica que tolera las 

condiciones de estrés que el petróleo genera en el suelo, es una planta adaptada. El 

parámetro que mejor manifiesta su adaptación es la producción de plantas jóvenes 

que alcanza IRF de hasta 2.2 en suelo con 150000 mg kg-1 (Figura 17).  Estos 

resultados son diferentes a los reportados por Arias, 2012; Maldonado (2006) e 

indican que Leersia sp. Y Brachiaria mutica son pastos que a través de la longitud de 

estolones y altura indica toxicidad a 150000, 50000 y 78000 mg kg-1 de petróleo 
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crudo, pero también existen plantas más sensibles como es Zea mayz que manifiesta 

la toxicidad a dosis de 1 700, 3 500, 7 000, 12 000 y 25 000 mg kg-1 (Ramírez-

García, 2013).  

 

 

Figura 17.  Índice relativo de fitotoxicidad (IRF) al petróleo crudo de tres parámetros 

de crecimiento vegetal de L. hexandra, a los 180 dds. IRF>1 Indica 

adaptación a los HTP´s (hay estimulación sobre la variable). < 1 Indica 

toxicidad a los HTP´s (hay inhibición de la variable). = 1 indica 

tolerancia, no hay diferencias con el testigo. Letras diferentes entre columnas 

del mismo color indican diferencias estadísticas significativas (Tukey p≤0.05, n=4). 
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6.2.2. Parámetros de producción vegetal de L. hexandra usados como índices 

relativos de fitotoxicidad 

 

Las medias de los IRF obtenidos de biomasa foliar, radical y total de L. hexandra, 

presentan cada uno de ellos diferencias estadísticas significativas por efecto de la 

dosis de petróleo crudo en el suelo (Tukey p≤0.05) (Figura 18; Apéndice, Cuadro 4).  

De los tres parámetros de producción utilizados para evaluar los niveles de toxicidad 

del suelo con petróleo, la biomasas foliar manifestó IRF menores 1.0 (0.8, 0.7 y 0.6) 

en 120000, 150000 y 180000 mg kg-1 respectivamente. Esto permite sugerir a la 

biomasa foliar como indicador de toxicidad al petróleo en estas dosis (Figura 18).   

 

Destaca en esta investigación IRF mayores a 1.0, obtenidos a partir de la biomasa 

aérea en dosis de petróleo entre 3000 y 90000; biomasa radical en 3000 a 180000 y 

biomasa total en 3000 hasta 150000 mg kg-1.  IRF que inducen a proponer que el 

petróleo induce hormesis a L. hexandra es un pasto adaptado a las condiciones de 

estrés.  

 

Los IRF superiores a dos (1.9, 2.7, 2.7, 3, 3.7, 4.9, 6.3 y 4.4) en las ocho dosis de 

petróleo se obtuvieron a través de la biomasa radical. Estos índices que indican 

hormesis y adaptación al petróleo crudo manifestado por el incremento del sistema 

radical sugiere que L. hexandra posiblemente tiene la habilidad de desarrollar raíces 

amorfas y no funcionales, ya que la parte aérea no crece con la misma magnitud, lo 

cual sugiere que el transporte de nutrimentos es restringido por algún efecto físico 

dentro del sistema vascular.  
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Figura 18.  Índice relativo de fitotoxicidad (IRF) al petróleo crudo usando 

parámetros de biomasa vegetal de L. hexandra los 180 dds. IRF>1 

Indica adaptación a los HTP´s (hay estimulación sobre la variable). < 1 

Indica toxicidad a los HTP´s (hay inhibición de la variable). = 1 indica 

tolerancia, no hay diferencias con el testigo. Letras diferentes entre columnas 

del mismo color indican diferencias estadísticas significativas (Tukey p≤0.05, n=4). 

 

6.2.3. Índice absoluto de fitotoxicidad al petróleo 

 

El índice absoluto de fitotoxicidad en un número, obtenidos con parámetros de 

crecimiento y producción de L. hexandra que reflejan el nivel de utilidad de este 

pasto para usarlo como indicador de toxicidad de suelos con petróleo. La media de 

los IAF muestran diferencia estadísticas significativa entre tratamientos por efecto de 

las ocho dosis de petróleo (Figura 19; Apéndice, Cuadro 4).  Los ocho IAF de la 

respuesta de L. hexandra a las dosis de petróleo, son mayores a uno e indica que el 

crecimiento y producción es estimulado por el petróleo. El mayor IAF (1.9) se obtuvo 
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en suelo con 150000 mg kg-1 (T7), esto indica un incremento de 90% respecto al 

testigo (T0), y el menor 1.3 en 3000 mg kg-1 con un incremento del 30%. Similares 

resultados fueron obtenidos por Arias (2012) en el pasto Leersia sp, e indica que 

soporta las condiciones de estrés inducido por el petróleo, por lo que sugiere que no 

es un buen indicador de la toxicidad del petróleo crudo, debido a que dosis de 

150000 mg kg-1 estimula un 28% su crecimiento y producción. 

 

Figura 19. Índice absoluto de fitotoxicidad (IAF) al petróleo crudo de                       

L. hexandra a los 180 dds. IAF>1 Indica adaptación a los HTP´s 

(hay estimulación sobre la variable). < 1 Indica toxicidad a los 

HTP´s (hay inhibición de la variable). = 1 indica tolerancia, no hay 

diferencias con el testigo. Letras diferentes entre columnas indican 

diferencias estadísticas significativas (Tukey p≤0.05, n=4). 
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6.3. El petróleo crudo y la colonización micorrícica arbuscular 

6.3.1. Efecto del petróleo en estructuras fúngicas del hongo micorrícico 

  

Las observaciones de hifas (HF), arbúsculos (AR), vesículas (VE), esporas 

intrarradicales (ER) de HMA en el interior de las células corticales de la raíz y entre 

las células de la epidermis corroboró que en suelo sin y con petróleo se establece la 

asociación simbiótica de la micorriza con L. hexandra.  El análisis de varianza 

muestra diferencias significativas de hifas, arbúsculos, vesículas, esporas 

intrarradicales entre tratamientos por efecto de las dosis de petróleo (Tukey p≤0.05) 

(Cuadro 7, Apéndices, Cuadro 5), las medias mayores de hifas con 74 % se 

observan en 30000 mg kg-1 de PC (T3), pero arbúsculos (39 %), vesículas (29 %) y 

esporas intrarradicales (60 %) en suelo con 10000 mg kg-1 (T2). Las tres estructuras 

fúngicas (hifas, arbúsculos y esporas intraradicales) son menores al testigo a partir 

de 90000 mg kg-1 PC (T5), pero las vesículas en 60000 mgkg-1 (T4).  

 

El efecto positivo del petróleo crudo en la asociación del HMA con L. hexandra se 

observa en los primeros cuatro tratamientos (T1, T2, T3 y T4), el porcentaje de hifas, 

arbúsculos, vesículas y esporas se incrementan respecto al testigo, pero es inhibida 

la colonización en dosis de petróleo de 90000 (T5), 120000(T6), 150000 (T7) y 

180000 (T8) (Cuadro 2).  Al respecto Debiane et al. (2009) encontró un efecto de 

reducción en el porcentaje de hifas a medida que aumentaban las concentraciones 

de 35, 70, 140, 280 µM de benzo [a] pireno en C. intybus. García et al. (2000) 

menciona que el porcentaje de arbúsculos y vesículas fue inhibida con una 
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concentración de 2 000 mg kg-1 de keroseno en avena sativa, Hordeum vulgare, 

Chloris gayana y Triticum vulgare.  

 

La inhibición del HMA puede ser por  las condiciones de estrés que induce el 

petróleo en la rizosfera que le afectan, como son;  intensidad de luz, agua, 

concentración de CO2, carbono y nutrición (Stover et al., 2012) y el menor  sistema 

radical que se desarrolla (Rivera-Cruz, 2011).  Sin embargo, los contenidos muy altos 

de carbono orgánico, N total y P disponible en el suelo de los ocho tratamientos de 

esta investigación, no fue una limitante, pero puede ser que los altos contenidos de 

nutrientes afecta la colonización. En el Cuadro 6, se observa una correlación positiva 

de HTP´s en el suelo con el carbono orgánico (CO), el N total y P disponible, así 

mismo, los cuatro parámetros resultaron que afectan de manera significativa y 

negativa a los porcentajes de estructuras fúngicas del HMA.  

 

Sobresale la alta acumulación de raíz conforme se incrementa los contenidos de 

petróleo en el suelo, con una correlación negativa de la biomasa seca radical con el 

porcentaje de hifas (-0.654**), arbúsculos (-0.575**), vesículas (-0.591**), esporas 

intraradicales (-0.658**) y esporas en suelo (-0.588**). Una explicación del bajo 

porcentaje de colonización y la mayor cantidad de biomasa radical de L. hexandra, 

puede ser a que el sistema radical abundante  que predomina en estos ambientes 

con petróleo contiene en las células corticales bajas cantidades de azúcar del cual el 

HMA depende para realizar sus procesos metabólicos, las bajas cantidades es una 

desventaja de supervivencia de asociación con la planta, pero también  a la planta le 
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representa un costo de energía entre 5 a 30% de la producción de los fotosintatos 

para sostener al hongo (Brady y Well, 2008).  

 

6.3.2. Efecto del petróleo en la colonización total 

 

La colonización total integra las variables (hifas, arbúsculos, vesículas y esporas 

intrarradicales). Las medias de la colonización total indica diferencias estadísticas 

significativas por efecto de la dosis de petróleo en el suelo (Cuadro 7; Apéndice, 

Cuadro 5). La mayor colonización total se encontró en T2 con 48% y la menor en T8 

con cero colonizaciones. El efecto inhibitorio del petróleo en la colonización total es a 

partir de la dosis de 90000 mg kg-1 (T5), alcanza solo un 8%.  Al respecto Debiane et 

al. (2008) indica que el porcentaje de colonización del HMA tuvo un descenso (6.06 

%) hasta un (11.47 %) en concentraciones de 6.25, 12.5, 25 y 50 mg L-1 de 

antraceno, así mismo Franco-Ramírez et al. (2007) reporta una colonización en 

Echinocloa polystachya de 77.5% en suelo con 61990 mg kg-1 de petróleo, y García 

et al. (2000) indica que la colonización total del HMA se redujo en adición de 

keroseno (2000 mg kg-1) en Avena sativa, Hordeum vulgare, Chloris gayana y 

Triticum vulgare.  
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Cuadro 7.  Porcentaje de la colonización de las diferentes estructuras fúngicas 

del HMA en simbiosis con L. hexandra y esporas en suelo sin y con 

petróleo crudo a los 180 días después del trasplante. 

HTP´s Hifas Arbus Ves Esp. Intra. Col. Total Esp. Suelo 

(mg kg-1) %  % % % % Número. 

693 (Biogenico) 

3 000 

10 000  

30 000 

60 000 

90 000 

120 000 

150 000 

180 000 

33±8de 

54±8bc 

64±3ab 

74±13ª 

43±2cd 

18±2ef 

11±11f 

4±1fg 

0±0g 

10±3cd 

25±5b 

39±8a 

22±8b 

15±6cb 

4±2cd 

0±1d 

0±0d 

0±0d 

8±3c 

17±1b 

29±6ª 

11±1c 

7±2c 

1±1d 

0±1d 

0±0d 

0±0d 

24±4d 

47±12bc 

60±5ª 

54±7ab 

37±3cd 

11±2e 

2±3e 

0±0e 

0±0e 

19±2c 

36±5b 

48±3ª 

40±6b 

26±2c 

8±2d 

4±3de 

1±0e 

0±0e 

2032±890ª 

909±721.57ab 

481±328.39b 

572±221.57b 

932±1205.50ab 

555±280.64b 

1157±496.48ab 

142±151.96b 

452±191.03b 

HTP´s: hidrocarburos totales de petróleo. Arb: Arbúsculos; Ves: Vesículas; Esp. Intra: Esporas 
intraradicales; Col. Total: Colonización total; Esp. Suelo: Esporas en el suelo.  Valores con diferentes letras 
entre columnas son estadísticamente diferentes (Tukey, P≤ 0.05, n=4) 
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6.4 . Identificación de especies de hongos micorrícico arbusculares 

Se identificaron nueve morfoespecies de HMA en suelo sin y con petróleo plantado 

con Leersia hexandra. Las morfoespecies encontradas fueron Ambispora aff. 

gerdemannii, Claroideoglomus lamellosun, Diversispora ebúrnea, Diversispora sp, 

Funneliformis aff. Geosporum, Funneliformis mosseae, Rhizophagus clarus, 

Rhizophagus fascilulatus y Rhizophagus intrarradices (Cuadro 8).  

 

6.4.1. Descripción de especies de HMA identificadas 

 

6.4.1.1. Rhizophagus fasciculatus (Thaxt.) C. Walker & A. Schüßler comb. nov. 

 

Esta especie presenta esporas encontradas individualmente en el suelo o en 

agregados de 2-20 esporas, sin peridio, color amarillo pálido; globosas o 

subglobosas de entre (50-) 150 (-130) µ de diámetro, con una sola hifa de sostén. La 

pared de la espora está constituida por tres capas (L1, L2 y L3): L1 es hialina, (0.5-) 

1.0 (-1.8) µ de espesor, con una tinción al reactivo melzer color blanco rojizo, L2 es 

un estrato laminado, liso de color amarillo pálido, (2.0-) 8.5 (-16.0) µ de espesor, con 

reactivo Melzer se tiñe de rojo granate, L3 es una capa flexible, de 0.5 µ d espesor, la 

hifa de sostén es de color amarillo pálido, recto o ligeramente recurvada, cilíndrica de 

(5.0) 12.5 (-16.0) µ de ancho en la zona de unión con la espora  (Cuadro 8) 

(Blaszkowski, 2015). 
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Cuadro 8. Descripción de las morfoespecies de hongos micorrícicos en asociación 

con L. hexandra en un Gleysol contaminado con petróleo crudo.   

Especie Descripción 
morfológica 

Especie Descripción morfológica 

 
 
Rhizophagus fasciculatus 
(Thaxt.) C. Walker & A. 
Schüßler comb. nov 

Color amarillo pálido; 
globosas o subglobosas 
de entre (50-) 150 (-130) 
µ de diámetro, con tres 
capas  (L1, L2 y L3) con 
reacción rojo granate en 
L2, la hifa de sostén es 
de color amarillo pálido, 
recto o ligeramente 

 
 
Diversispora eburnea (L.J. 
Kenn., J.C. Stutz & J.B. 
Morton C. Walker & A. 
Schüßler comb. nov 

Esporas globosas a subglobosa, 
color blanco brillante a color crema, 
tiene un tamaño (40-) 82 (-120) µ , 
posee dos capas muy unidas (L1,L2): 
la hifa de sostén es cilíndrica o 
ligeramente curva en la unión de la 
hifa y la espora tiene < 1 µ de ancho.  

 
 
Rhizophagus clarus (T.H. 
Nicolson & N.C. Schenck) C. 
Walker & A. Schüßler comb. nov 

Color va desde hialino 
hasta el amarillo pálido; 
globosa a subglobosa de 
(70-) 106 (-150) µ de, 
está compuesta por tres 
capas (L1, L2, L3): L1 
con coloración  rosada 
con el reactivo de Melzer, 
la hifa de sostén es de 
color hialina a amarillo 
pálido, es recta o 
recurvada, cilíndrica.  

 
 

Diversispora sp. 

 

Esporas de 49.47 µ con 2 capas 
(L1,L2): L1 evanescente, L2 
Laminado y con reacción al reactivo 
de Melzer color de rosa, hifa 
cilíndrica y muy frágil. 

 
 
Rhizophagus intraradices (N.C. 
Schenck & G.S. Sm.) C. Walker 
& A. Schüßler comb. nov. 

 
Esporas de color hialino 
(inmaduras), amarillo 
pálido a amarillo 
grisáceo, puede tener un 
tinte verdoso (maduras), 
su forma es globosa o 
subglobosa de espesor 
de (30-) 92 (-120) µ, está 
constituida por tres capas 
(L1, L2, L3) la hifa de 
sostén es de color 
amarillo pálido o amarillo 
grisáceo, de forma curva 
o recta; cilíndrica la base 
de la hifa es  de (13.7-) 
15.5 (-18.4) µ de ancho.  

 
 
Ambispora aff. gerdemannii 
(S.L. Rose, B.A. Daniels & 
Trappe) C. Walker, Vestberg 
& A. Schüßler, in Walker, 
Vestberg, Demircik, 
Stockinger, Saito, Sawaki, 
Nishmura & Schüßler. 
 

Está compuesta por tres capas 
(L1,L2,L3): tiene 2 paredes 
germinales en L1, L2 con reacción al 
Melzer con manchas de color rojo 
naranja con color rojo pastel. El 
pedicelo es de 10 a 15 µ de largo y 
15 a 27 µ de ancho, el sáculo 
esporífero es de hialino a blanco, La 
capa del sáculo esporífero es 
semiflexible el cuello del sáculo es 
blanco amarillento La cicatriz de la 
espora es ligeramente elevada. 

 
 
Funneliformis mosseae (T.H. 
Nicolson & Gerd.) C. Walker & 
A. Schüßler comb. nov 

Esporas están 
constituidas por tres 
capas (L1,L2, L3): L1 
coloración blanco rojizo 
con el reactivo de melzer, 
L2, la hifa de sostén es 
color amarillo pálido a 
amarillo dorado, tiene 
forma de embudo con un 
(12.5) 25 (-30) µ de 
ancho en la base que se 
une a la espora.  

 
Glomus lamellosun Dalpé, 

Koske y Tews sp nov. 

 

Esporas de color amarillo pálido, 
globosa a subglobosas, con un 
diámetro de (60-) 100 (-140) µ, están 
compuesta por tres capas (L1, L2, 
L3): L3 con  coloración blanco rosado 
a rojo pastel con reactivo Melzer, la 
hifa es de color amarillo claro, recta o 
recurvada en la base de la hifa tiene 
(8.3-) 13 (-8.3) µ de ancho. 

 
 

Funneliformis aff. geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) C. 
Walker & A. Schüßler comb. nov. 

 
 
 
Esporas son de color amarillo marrón  a naranja marrón, globosa o 
subglobosa, (120-) 176 (240) µ de diámetro, está compuesta por tres 
capas (L1, L2, L3):  la hifa de sostén tienen forma recurvada de ancho 
en la unión de la espora de (16-) 24 (-32) 
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6.4.1.2. Rhizophagus clarus (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) C. Walker & A. Schüßler 

comb. nov. 

 

En esta especie las esporas se encuentran solas en el suelo, su color va desde 

hialino hasta el amarillo pálido; globosa a subglobosa de (70-) 106 (-150) µ de 

espesor, con una solo hifa de sostén, está compuesta por tres capas (L1, L2, L3): L1 

es una capa mucilaginosa, hialina, de (0.3-) 0,6 (-0.9) µ de espesor, presenta 

coloración  rosada con el reactivo de Melzer y generalmente no se encuentra en las 

esporas madura, L2 es una capa laminada, suave, hialina, con espesor de (2.5-) 5.8 

(-11) µ, L3 es una capa laminada, suave, su color va desde hialina hasta amarillo 

pálido, su espesor es de (2.9-) 5.9 (-10) µ, la hifa de sostén es de color hialina a 

amarillo pálido, es recta o recurvada, cilíndrica con forma de embudo con un ancho a 

la altura de la unión con la espora de (11.3-) 13.3 (-15.7) µ  (Cuadro 8) (Blaszkowski, 

2015).  

 

6.4.1.3. Rhizophagus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. 

 

En esta especie las esporas en el suelo se producen en agregados o por separado y 

con frecuencia se forman en el interior de las raíces, estos agregados son de color 

amarillo pálido o amarillo grisáceo, generalmente son ovoides 0.3-1.8 x 1.0-3.0 µ y 

pueden tener de 2 a 100 esporas, las esporas son de color hialino (inmaduras), 

amarillo pálido a amarillo grisáceo, puede tener un tinte verdoso (maduras), su forma 

es globosa o subglobosa de espesor de (30-) 92 (-120) µ, ocasionalmente puede ser 
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ovoide con 46 a 90 x 62 a 120µ, está constituida por tres capas (L1, L2, L3): L1 esta 

capa siempre se encuentra muy deteriorado o desprendida de las esporas maduras  

y tiene un espesor de (0.7-) 1.4 (-2.5) µ, L2 es una capa semiflexible, hialina con un 

espesor de (2.2-) 3.0 (-3.9) µ, deteriorada en esporas maduras o con estructura 

granular, L3 es una capa laminada de color amarillo pálido o amarillo grisáceo con 

espesor de (2.0-) 6.7 (-11) µ, en esporas inmaduras esta capa está compuesta por 

20 subcapas (laminadas) de aproximadamente de 0.5 a 1 µ, la hifa de sostén es de 

color amarillo pálido o amarillo grisáceo, de forma curva o recta; cilíndrica la base de 

la hifa es  de (13.7-) 15.5 (-18.4) µ de ancho (Cuadro 8) (Blaszkowski, 2015). 

 

6.4.1.4. Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. Schüßler 

comb. nov. 

 

En esta especie las esporas se encuentran individuales en el suelo, también se 

pueden encontrar en agregados sueltos o esporocarpos compactos de color amarillo 

pálido al amarillo dorado, globosos o subglobosa de (80-) 185 (-280) µ de diámetro, 

puede ser irregular de 80-140 x 195-280 µ con una sola hifa de sostén, estos 

esporocarpos pueden tener 2 a 5 esporas rodeadas por un Peridio hifal, las esporas 

están constituidas por tres capas (L1,L2, L3): L1 es una capa mucilaginosa, hialina 

de (0.5-) 1.1 (-2.0) µ de espesor, esta capa tiene una coloración blanco rojizo con el 

reactivo de melzer, normalmente es esporas jóvenes, L2 es una capa semiflexible, 

hialina de (0.8) 1.2 (-1.8) µ de espesor, es suave y gruesa, que raramente se observa 

en esporas maduras en las que se encuentran fragmentos descompuestos, L3 es 

una capa laminada de color amarillo pálido a amarillo dorado con un espesor de   
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(2.8-) 4.5 (-7.2) µ de espesor, la hifa de sostén es color amarillo pálido a amarillo 

dorado, tiene forma de embudo con un (12.5) 25 (-30) µ de ancho en la base que se 

une a la espora (Cuadro 8) (Blaszkowski, 2015). 

 

6.4.1.5. Funneliformis aff. geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. 

 

En esta especie las esporas son de color amarillo marrón (más frecuente)  a naranja 

marrón, son de3 forma globosa o subglobosa, en algunos casos irregular su tamaño 

(120-) 176 (240) µ, está compuesta por tres capas (L1, L2, L3): L1 esta capa es 

hialina, con < 1 µ de espesor, no existe reacción al reactivo de Melzer y se degrada 

formando una capa granular con desprendimientos, L2 es una capa rígida y 

laminada, color amarillo marrón a naranja marrón con un espesor de 6.14 µ, L3 es 

una capa semirrígida de entre 1 y 2.5 µ de espesor, muy adherida  a L2 pero 

diferenciadas por el color de amarillo al naranja marrón, la hifa de sostén tienen 

forma recurvada de ancho en la unión de la espora de (16-) 24 (-32) (Cuadro 8) 

(INVAM, 2015). 

 

6.4.1.6. Diversispora eburnea (L.J. Kenn., J.C. Stutz & J.B. Morton C. Walker & A. 

Schüßler comb. nov. 

 

En esta especie las esporas poseen una forma globosa a subglobosa y a menudo 

presenta forma de lagrima, con un color blanco brillante a color crema, tiene un 

tamaño (40-) 82 (-120) µ , posee dos capas normalmente muy unidas (L1,L2): L1 
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hialina de 0.5 a 1.2 µ de espesor, semi-flexible cuando se separa de L2 (raro), a 

veces esta capa puede estar cubierta de restos orgánicos, L2 es una capa tiene 

subcapas una hialina delgada seguida de una subhialina, tiene un espesor de (1.2-) 

2.3 (-4), la hifa de sostén es cilíndrica o ligeramente curva en la unión de la hifa y la 

espora tiene < 1 µ de ancho (Cuadro 8) (INVAM, 2015). 

 

6.4.1.7. Diversispora sp.  

 

Las especies de este género son hongos hipogeos o parcialmente epigeos, que 

forman micorrizas arbusculares con o sin vesículas, con o sin células hipogeos 

auxiliares, se forman en sáculos esporígeos (esporas acaulosporoides), también 

pueden tener una formación en el que hay una base bulbosa en un a hifa esporígeas 

(espora gigasporoide) o esporas glomoides, se diferencia de otras familias de las 

diversisporales ya que posee esporas glomoides, y la germinación no está 

acompañada de un escudo de germinación, también porque sus esporas glomoides 

tiene una estructura de pared exterior delgada y de estructura laminada y una interior 

que no reacciona con el reactivo de melzer (Cuadro 8) (Schüßler y Walker, 2010). 

 

6.4.1.8. Ambispora aff. gerdemannii (S.L. Rose, B.A. Daniels & Trappe) C. Walker, 

Vestberg & A. Schüßler, in Walker, Vestberg, Demircik, Stockinger, Saito, Sawaki, 

Nishmura & Schüßler. 

 

La esporas de esta especie se forman por separado, se origina en un péndulo de un 

saco esporíferos, está compuesta por tres capas (L1,L2,L3): L1 es evaneceste y de 
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color amarillo pálido a color amarillo maíz con un espesor de (1.7-) 3.3 (-5.6) µ de 

espesor cuando está completa, por lo general se desprende con la edad, L2 es una 

capa semiflexible de un espesor de (1.2-) 2.5 (-3.7) µ es grueso y continuo con la 

pared del pedicelo, L3 es una capa semiflexible, hialina de 0.5 a 1 µ de espesor, por 

lo general está adherida fuertemente a la L 2, la pared germinal 1 comprende 2 

capas frágiles, lisas, hialinas,  gw 1/1 con un espesor de (0.5-) 1.1 (-1.6) µ y la gw 1/2 

(0.6-) 1.4 (-2.1) µ, por lo general están adheridas entre si La pared germinal 2 

consiste en tres capas lisas y hialinas gw 2/1-3, L1 Flexible a semiflexible, 0.5 a 0.8 µ 

de espesor, muy adherido a la L2, L2 es una capa semiflexible, coriáceas, finamente 

laminados, hialina (1.7-) 2.8 (-4.1) µ de espesor, L3 es una capa flexible o 

semiflexible de 0.5 a 0.8 µ de espesor, muy raro que este separada de la L2, con 

reactivo de Melzer, la única capa que tiene reacción es la 1 con manchas de color 

rojo naranja con colore rojo pastel. El pedicelo es de 10 a 15 µ de largo y 15 a 27 µ 

de ancho, de la base de las esporas hasta la base del sáculo esporífero mide 80 a 

120 µ, consta de una pared hialina continua de la pared dl cuello del sáculo, la pared 

de la espora y la L1 con un poro abierto. El sáculo esporífero es de hialino a blanco, 

globoso a subgloboso de (185-) 200 (-275) µ de diámetro, puede ser ovoide 160-200 

x 210-260 µ, formada en el extremo del cuello con forma de embudo. La capa del 

sáculo esporífero es semiflexible, semipermanente, hialina con color blanco 

amarillento con 3.5 a 8.8 µ de espesor, es lisa en esporas jóvenes y rugosa en 

maduras. El cuello del sáculo es blanco amarillento de 200 a 250 µ de largo y 30 a 45 

µ de ancho en la base de este, 2.5 – 25 µ de ancho en la base de la espora y 

disminuye gradualmente hasta 8.1 µ de ancho. La cicatriz de la espora es 
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ligeramente elevada y se puede observar en una vista transversal, circular y tiene de 

diámetro 9.5 a 12.0  x 12.0 a 14.0 µ (Cuadro 8) (Blaszkowski, 2015; INVAM, 2015). 

 

6.4.1.9. Claroideoglomus lamellosun (Dalpé, Koske & Tews) C. Walker & A. Schüßler 

comb. nov. 

 

Las esporas de esta especie se forman en el suelo, son de color amarillo pálido, 

blanco amarillento amarillo claro, su forma es globosa a subglobosas, con un 

diámetro de (60-) 100 (-140) µ, a veces ovoides d 80-110 x 120-160 µ, con una sola 

hifa de sostén, están compuesta por tres capas (L1, L2, L3): L1 es una capa hialina 

de (2.2-) 5.3 (-10.5) µ de espesor, forma un aro de luz cuando esta se refleja y no 

está deteriorada, está presente en las esporas maduras, L2 es una capa laminada de 

color blanco amarillento a amarillo claro con un espesor d (2.0-) 8.5 (-16.0) µ, L3 es 

una capa flexible, hialina de 0.2 - 0.5 µ de espesor a veces se separa de la capa 2 

cuando son trituradas muy fuertemente, por lo general unido a la superficie del lumen 

de la  hifa de sostén, con el reactivo de melzer tiene una coloración blanco rosado a 

rojo pastel, cuando hay esporas jóvenes la mayoría tiene solo una capa, la capa 2 y 

3 se forman sucesivamente con la maduración de las esporas, la hifa es de color 

amarillo claro, recta o recurvada en la base de la hifa tiene (8.3-) 13 (-8.3) µ de ancho 

(Cuadro 8) (Blaszkowski, 2015). 
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6.5. Efecto del petróleo en las especies de HMA 

El orden de abundancia de las morfoesporas por género y especie en suelo sin y con 

petróleo fue: Rhizophagus fascilulatus (1200) en T0 ˃ Diversispora sp. (1056) en T6˃ 

Rhizophagus intrarradices (753) en T0˃ Diversispora eburnea (126) en T0 ˃ 

Claroideoglomus lamellosun (54) en T1˃ Ambispora aff. gerdemannii (36) en T0˃ 

Rhizophagus clarus (25) en T0˃ Funneliformis mosse (10) en T6 (Cuadro 9). La 

media del número de esporas por especies fueron estadísticas diferentes por efecto 

de dosis de petróleo (Tukey, p≤0.05) (Cuadro 9; Apéndice, Cuadro 7). Rhizophagus 

fascilulatus fue reducida 12.9 veces su población en 180000 mg kg-1 (T8) respecto a 

suelo sin petróleo (T0). R. clarus 2.5 veces por 90000 (T5), 120000 (T6), 150000 (T7) 

y 180000 (T8). R. intrarradices, F. aff. Geosporum y D. ebúrnea 50.2, 3.6 y 7.87 

veces por 150000 (T6). A. aff. gerdemannii y C. lamellosun 2.4 y 0.93 veces por 

60000 (T4).  Una especies de HMA fue estimulada por la presencia de petróleo en el 

suelo; Diversispora sp (Cuadro 9), lo que llevaría a pensar que esta especies está 

asociada a la raíz de L. hexandra pero con dosis de hasta 90000 mg kg-1 de petróleo 

crudo.  

 

La diversidad de esporas viables por su contenido citoplasmático encontradas en el 

suelo cercano a la raíz de L. hexandra, indica que la planta tiene el potencial de 

sostener las necesidades energéticas del HMA, y beneficiarse de él en ambientes 

con estrés. Se identificaron nueve morfoespecies y ocho especies de ellas, se han 

localizado asociadas a diversas plantas en suelo no contaminado con petróleo y se 

comprueban que las plantas se benefician de esta asociación al incrementar su 
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crecimiento (Verma et al., 2008; Ortas, 2015). El género Diversispora ha sido 

reportada en otros ambientes, pero no la especie que se identificó en esta 

investigación.  

 

El efecto de las diferentes dosis de petróleo se observa en las nueve especies de 

HMA encontradas en esta investigación, pero en cinco de ellas (R. fasciculatus, R. 

intrarradices, F. geosporum, D. eburnea y A. gerdemannii) la tendencia inversamente 

proporcional a la dosis de petróleo utilizadas en los tratamientos; T1, T2, T3, T4, T5 y 

T6, pero esta relación cambia en T7:150000 mg kg-1,  R. clarus y C. 78amellosun son 

especies que no manifiestan tendencia alguna a la dosis de petróleo crudo. 

Funeliformis mosse solo se establece en T6, pero Diversispora sp. Alcanzó la mayor 

cantidad de esporas viables (1056 en 100g de suelo) en T6 (120000 mg kg-1) 

(Cuadro 9). Respuestas diversas como las encontradas en esta investigación han 

sido reportadas por otros investigadores, ya que esto depende según Volante et al. 

(2005) de la concentración de hidrocarburos y tipo de planta, por ejemplo:  R. 

intraradices  en suelo 3000 mg kg-1 de petróleo no afecta el porcentaje de  

germinación (Kirk et al., 2005), pero 35, 70, 140, 280 µM de benzo[a]pireno inhibió el 

número total de esporas (Debiane et al., 2009), así mismo Liu y Dalpé (2009) 

encontraron efecto inhibitorio en un 75 a 35% en suelo con fenatreno (0, 3500, 7000, 

10500 mg kg-1) y antraceno en las mismas concentraciones del 75 al 54 %.   

 

Funneliformis mosse en presencia de antraceno (6.25, 12.5, 25, 50 mg L-1) el número 

de esporas descendió de 559 a 248 lo que indica que el número de esporas es 

afectada por la presencia de los hidrocarburos (Debiane et al., 2008). R. custos es 
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resistente al antraceno debido a que no afecto su colonización (Aranda et al. 2013). 

Rhizophagus irregularis fue afectada por bezo[a]pireno (Calonne et al. 2014). G. 

mosse sobrevive y coloniza hasta un 54% en presencia de benceno, etilbenceno, 

tolueno y xileno y en la combinación de BTEX hasta un 51% (Volante et al., 2005). 

Glomus llamellosun, G. sinuasum, Acaulospora laevis y Ambispora gerdermanni fue 

encontrada asociadas a Echinochloa polystachya en suelo con 62 990 mg kg-1 HTP´s 

(Franco-Ramírez et al., 2007).  
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Cuadro 9. Especies de hongos micorrícicos arbusculares en suelo y rizosfera de Leersia hexandra a los 180 días de 

exposición a petróleo crudo. 

Valores con diferentes letras entre filas son estadísticamente diferentes (Tukey, P≤ 0.05, n=4)

 
Especies 

Petróleo crudo  (mg kg-1 suelo seco) 

693 3000 10000 30000 60000 90000 120000 150000 180000 

 Número de esporas (100 g de suelo) 

Rhizophagus 
fasciculatus 

Rhizophagus            
clarus 

Rhizophagus 
intrarradices 

Funneliformis        
mosseae 

Funneliformis              
aff. geosporum 

Diversispora         
ebúrnea 

Diversispora                    
sp. 

Ambispora                  
aff. gerdemannii 

Claroideoglomus 
lamellosun 

1200ª 
 
25ª 
 
753ª 
 
0a 
 
90ª 
 
126ª 
 
200b 
 
36ª 
 
40ª 

373b 
 
23ª 
 
384ab 
 
0a 
 
93ª 
 
108ª 
 
120b 
 
30ab 
 
54ª 

103b 
 
20ab 
 
310b 
 
0a 
 
16ab 
 
45ª 
 
53b 
 
20ab 
 
10ª 

106b 
 
33ª 
 
343ab 
 
0a 
 
15ab 
 
13ª 
 
216b 
 
6.67ab 
 
20ª 

143b 
 
20ª 
 
270b 
 
0a 
 
30ab 
 
60ª 
 
96b 
 
0b 
 
43ª 

17b 
 
0a 
 
86 
 
0a 
 
15ab 
 
30ª 
 
466ab 
 
15ab 
 
0b 

93b 
 
10b 
 
15b 
 
10ª 
 
25ab 
 
16ª 
 
1056ª 
 
0b 
 
0b 

0b 
 
10b 
 
0b 
 
0a 
 
0b 
 
0a 
 
125b 
 
0b 
 
0b 

0b 
 
0b 
 
0b 
 
0a 
 
0b 
 
0a 
 
1026ª 
 
0b 
 
0b 
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6.6. Análisis de los índices de micotoxicidad al petróleo  

Los índices de toxicidad integran los efectos causados por el petróleo en los 

organismos vivos del suelo. Un índice de micotoxicidad (IRM) y toxicidad (IRE) es 

el efecto en estructuras fúngicas del HMA en raíz de L. hexandra y en las nueve 

especies identificadas en esta investigación. Este índice proporciona un valor 

numérico de todas las variables evaluadas. Este valor sirve para determinar de 

una manera holística el comportamiento de un organismo en suelos contaminados 

con petróleo fresco.  

 

6.6.1. Índice relativo de micotoxicidad al petróleo  

 

En la Figura 20, se observa los IRM del porcentaje de hifas, vesículas, arbúsculos 

y esporas intraradicales. En cada uno de ellos con diferencias estadísticas 

significativas por efecto de las dosis de petróleo crudo (Tukey p≤0.05) (Figura 20 

Apéndice, Cuadro 6), y sugieren que estos parámetros son indicadores de 

adaptación y toxicidad al petróleo.  

 

El porcentaje de hifas, vesículas, arbúsculos y esporas intrarradicales responden 

al petróleo con IRM menor a uno e indica un efecto negativo en las dosis de 90000 

(T5), 120000 (T6), 150000 (T7), 180000 (T8), sin embargo los IRM mayores a uno 

se observan en 3000 (T1), 10000 (T2), 30000 (T3) y 60000 (T4) mg kg-1 petróleo, 

con un estímulo positivo en la colonización de L. hexandra. A partir de 

concentraciones ≥ 60 000 mg kg-1 de petróleo pueden ser considerados como 
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IRM, lo que indica que el umbral de tolerancia fue alto para esta asociación, y es 

posible que se desarrollen adecuadamente en pruebas de fitorremediación de 

suelos en dosis de 60000 mg kg-1. 

 

De las estructuras fúngicas evaluadas en esta investigación, solamente el número 

de esporas totales reflejan el efecto tóxico del petróleo de acuerdo con la 

concentración evaluada, por lo tanto es un parámetro útil para obtener el IRM en 

los tratamientos T1 hasta T8 (Cuadro 9). La productividad vegetal de L. hexandra 

estimulada por el petróleo y los IRM basados en el porcentaje de hifas, 

arbúsculos, vesículas y esporas intrarradicales en concentraciones ≥ 60000 mg kg-

1 petróleo crudo, indican que es una asociación micorrícica que se establece en 

suelos con estrés inducido por la contaminación, esto sugiere que la micorriza 

arbuscular mostró sensibilidad a la presencia del petróleo en el suelo y se propone 

a esta simbiosis como indicadoras de la toxicidad en Gleysoles contaminados con 

petróleo crudo en el trópico húmedo mexicano. 

Diferentes investigadores reportan lo contrario a la respuesta de los HMA 

encontrada en esta investigación, e indican que el porcentaje de hifas, arbúsculos, 

se inhibe en suelo con una concentración de 2000, 4000 y 8000 mg kg-1 de 

petróleo crudo (Nwoko, 2014), pero dosis de 0, 50, 100, 150 mg kg-1 el 

hidrocarburo policíclico antraceno no induce inhibición alguna en hifas, arbúsculos 

y vesículas (Cheung et al., 2008).  
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Una explicación de la respuesta del HMA asociado a L. hexandra en suelos 

estresados por el petróleo, posiblemente se debe a que se utilizó un Gleysol como 

sustrato, con altos contenidos de carbono orgánico, N total y un pasto nativo de 

zonas tropicales húmedas adaptado a la presencia del petróleo en el suelo y con 

un sistema radical fibroso. Posiblemente este pasto hasta dosis de 60000 mg kg-1 

logra suministrar el carbono que requiere el hongo como fuente de carbono y 

energía.  

 

Figura 20.  Índice relativo de micotoxicidad (IRM) del HMA al petróleo crudo a 

los 180 dds después del trasplante. IRM>1 Indica adaptación a los 

HTP´s (hay estimulación sobre la variable). < 1 Indica toxicidad a los 

HTP´s (hay inhibición de la variable). = 1 indica tolerancia, no hay 

diferencias con el testigo. Letras diferentes entre columnas del mismo color 

indican diferencias estadísticas significativas (Tukey p≤0.05, n=4). 
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6.6.2. Índice absoluto de micotoxicidad al petróleo 

 

Los índices absolutos de micotoxicidad que representa la respuesta del HMA de 

manera global al petróleo, estos IAM fueron diferentes y significativos por efecto 

de la dosis de petróleo (Tukey ≤0.05) (Figura 21, Apéndice, Cuadro 6), el mayor 

índice (2.9) se observa en 10 000 (T2) y el menor en 180 000 mg kg-1 de petróleo 

(T8). Los IAM mayores a uno se obtuvieron en los primeros cuatro tratamientos 

con petróleo 3000 (T1), 10000 (T2), 30000 (T3) y 60000 (T4) mg kg-1 e indican 

estimulación positiva para la asociación simbiótica con L. hexandra en condiciones 

de niveles que alcanzan los 60000 mg kg-1 de petróleo. Sin embargo, los IAM 

menores a uno se observan a partir de 90000 mg kg-1 e indican inhibición en la 

colonización.  
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Figura 21.  Índice absoluto de micotoxicidad (IAM) al petróleo crudo del HMA a los 

180 dds. IRM>1 Indica adaptación a los HTP´s (hay estimulación sobre 

la variable). < 1 Indica toxicidad a los HTP´s (hay inhibición de la 

variable). = 1 indica tolerancia, no hay diferencias con el testigo. Letras 

diferentes entre columnas indican diferencias estadísticas significativas (Tukey 

p≤0.05, n=4). 
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Los índices relativos de toxicidad de esporas (IRE) obtenidos del efecto del 

petróleo en el número de cada una de las nueve especies de HMA presentaron 

diferencias estadísticas significativas por efecto del petróleo crudo (Tukey ≤0.05) 

(Figura 22 a, 22b; Apéndice, Cuadro 8). 
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Los índices relativos de toxicidad (IRE) de R.  fasciculatus, R. intraradices, D. 

eburnea, A. aff. gerdermanii, F. aff. geosporum y Diversispora sp. Muestran 

diferencias estadísticas (Tukey, p≤0.05) por efecto del petróleo (figura 22 a), pero 

este efecto no  ocurrió para R. clarus, F. mosseae y C. 86amellosun (figura 22 b). 

Los IRE muestran efecto tóxico directamente proporcional al aumentar la dosis de 

petróleo. La figura 22ª muestra que en cinco morfoespecies el número de esporas 

disminuyó por el petróleo, pero por la amplia desviación estándar no se registraron 

diferencias estadísticas. El efecto tóxico del petróleo muestra que cinco HMA 

fueron afectados por el petróleo, acentuándose la toxicidad hacia las esporas en 

suelos donde L. hexandra estuvo expuesta a 150000 y 180000 mg kg-1 de petróleo 

crudo. Funneliformis aff. geosporum es una especie indicadora de toxicidad 

inducida por la presencia de 10000 mg kg-1de petróleo; por su parte, R. clarus y C. 

86amellosun muestran toxicidad pero sin diferencias estadísticas por la dispersión 

de datos (figura 22b). Diversispora sp. Fue tolerante a todas las dosis de petróleo, 

mientras que el valor del IRE muestra que la micorrícica en L. hexandra fue 500% 

mayor en 120000 g de petróleo que en el suelo sin petróleo. 

 

Las especies A. aff. gerdermanii, D. eburnea, R. fasciculatus y R. intraradices 

mostraron IRE menores a 1.0 en las ocho concentraciones  de petróleo 

(figura22a), lo que muestra su utilidad como indicadoras de la toxicidad. Sin 

embargo Diversispora sp. Presenta IRE inferiores a 1.0 en T1, T2, T4 y T7, y en 

suelos con 90 000 (T5), 120 000 (T6) y 180 000 (T8) los IRM son mayores a 1.0 

(Figura 22 b), y por el extenso sistema radical de L. hexandra, esto sugiere que la 

relación entre Diversispora sp. Y L. hexandra se establece por mecanismos 
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metabólicos, que son activados en condición de estrés causado por el petróleo, y 

les permite establecer la asociación simbiótica.  Lo que indica adaptación a las 

condiciones de estrés existentes en el suelo, esto sugiere que puede ser utilizada 

como una especies biorremediadoras de suelos con petróleo fresco.  

 

Las especies R. clarus, F. mosse, C. 87amellosun tuvieron un comportamiento 

heterogéneo según las dosis de petróleo. R. clarus se aisló en la mayoría de los 

tratamientos con excepción 90 000 (T5) y 180000 mg kg-1(T8) en los que fue 

completamente inhibida, F. mosseae solo tiene presencia en la dosis de 120000       

mg kg-1 de petróleo crudo (Figura 22 b).  
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Figura 22.  

 

 

Índice relativo de toxicidad (IRE) de nueve especies de hongos 

micorrícicos a los 180 dds de exposición a petróleo crudo. IRE>1 

Indica adaptación a los HTP´s (hay estimulación sobre la variable). 

< 1 Indica toxicidad a los HTP´s (hay inhibición de la variable). = 1 

indica tolerancia, no hay diferencias con el testigo. Letras diferentes 

entre columnas del mismo color indican diferencias estadísticas significativas 

(Tukey p≤0.05, n=4). 
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6.6.4. Índice absoluto de toxicidad por esporas al petróleo 

 

El IAE obtenidos con la respuesta de ocho especies de HMA e indica un 

comportamiento heterogéneo, con un efecto de inhibición en el número total de 

esporas en el suelo (Figura 23; Apéndice, Cuadro 8). Los ocho IAE son menores a 

1.0, el tratamiento de 150000 mg kg-1 (T7) fue el tratamiento que presento mayor 

toxicidad por la adición de petróleo con un índice de 0.02 que indica una inhibición 

del 98 %. El tratamiento con mayor significancia (IAE=0.5) el T6 (120000mg kg-1) e 

indica que disminuye un 50 % el número de esporas totales respecto a T0 

(testigo). Las concentraciones de 10000, 30000, 60000, 90000, 180000 mg kg-1 

presentaron IAE estadísticamente similares con reducciones en el número de 

esporas que van del 50 % al 80 %. 
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Figura 23.  Índice absoluto de toxicidad (IAE) de nueve especies de 

hongos micorrícicos arbusculares asociado a Leersia hexandra 

Sw. a los 180 dds. IAE>1 Indica adaptación a los HTP´s (hay 

estimulación sobre la variable). < 1 Indica toxicidad a los 

HTP´s (hay inhibición de la variable). = 1 indica tolerancia, no 

hay diferencias con el testigo. Letras diferentes entre columnas 

indican diferencias estadísticas significativas (Tukey p≤0.05, n=4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a

bc

bc bc

bc

bc

b

c

bc

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

In
d

ic
e
 a

b
s
o

lu
to

 d
e

 t
o

x
ic

id
a

d

Tratamientos

T0: 603 Biogénico T1: 3000 T2:10 000 T3: 30 000 T4: 60 000 T5: 90
000 T6:120 000 T7:150 000 T8:180 000 Tratamiento con petróleo crudo
(mg kg-1)



   

91 
 

                                     CAPITULO VII. CONCLUSIONES 

 

CONCLUSIONES 

 

7.1 Conclusión General. 

 

La inducción de hormesis en el crecimiento y producción de L. hexandra, el 

incremento de la cantidad de esporas del género Diversispora sp.  en suelo con 

dosis de hasta 180000 mg kg-1 de petróleo crudo y los índices relativos de 

micotoxicidad (IRM) mayores a 1.0 en concentraciones menores e iguales a 60000 

mg kg-1, indican una adaptación del pasto y de la asociación  micorrícica en suelos 

con estrés inducido por niveles de contaminación, pero también la asociación 

microrrícica a partir de 60000 mg kg-1 y las especies R. fasciculatus, R. 

intraradices, F. geosporum, D. ebúrnea y A. gerdemannii en dosis iniciales de 

3000 mg kg-1 son indicadores de la  toxicidad de suelos con estrés, por lo tanto la 

asociación micorrícica con L. hexandra tienen potencial para usarse como 

parámetros de evaluación de la toxicidad e integran una tecnología de 

fitorremediación de suelos Gleysoles impactados por la industria petróleo en el 

sureste de México.   
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7.1.1. Conclusiones particulares 

 

1. La longitud de estolones, plantas jóvenes, biomasa radical, foliar y total de 

L. hexandra son parámetros que no se afectan a dosis de hasta 90000 mg 

kg-1 de petróleo, por lo tanto no son de utilidad para usarlos como 

indicadores de fitotoxicidad. 

2. El porcentaje de hifas, arbúsculos, vesículas y esporas intrarradicales en L. 

hexandra son parámetros que muestran sensibilidad a dosis mayores e 

iguales a 90000 mg kg-1 de petróleo, se pueden usar como indicadores 

micotóxicos. 

3. Leersia hexandra expuesta a diferentes dosis de petróleo no afectan el 

establecimiento de las morfoespecies siguientes; R. fasciculatus, R. clarus, 

R. intrarradices, F. mosseae, F. aff. geosporum D. eburnea, D. sp, A. aff. 

gerdemannii, C. lamellosun, lo que indica la capacidad de estas para 

sobrevivir en ambientes estresados con contaminantes orgánicos.  

4. Diversas morfoespecies de hongos micorrícicos son afectadas por dosis de 

3000 hasta 180000 mg kg-1 de petróleo crudo, por lo que se pueden utilizar 

como indicadores de toxicidad.  

5. Diversispora sp. fue la especie que se mantuvo presente hasta en la 

concentración más alta de HTP´s por lo que esta puede ser usada para 

actividades de fitorremediación inoculada en Leersia hexandra Sw., pero no 

como indicadora de la toxicidad. 
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                                              CAPITULO VIII. RECOMENDACIONES 
 

RECOMENDACIONES 

 

1. Purificar las esporas micorrícicas de las especies tolerantes a 

concentraciones altas de petróleo, a través de un cultivo trampa. En 

especial Diversispora sp. que es la más resitentes a dosis de hasta 180 000 

mg kg-1 de petróleo fresco. 

2. Inocular morfoespecies en suelo plantado con el pasto Leersia hexandra 

Sw. y someterlas a estrés abiótico a través de petróleo crudo para evaluar 

su comportamiento en la fitorremediación, usando como factor cada 

morfoespecies e identificar la mejor asociación entre especie micorrícica y 

pasto en la degradación del petróleo. 

3. Realizar una descripción taxonómica de especies micorrícicas in situ con 

petróleo intemperizado y en invernadero con petróleo fresco, que permitan 

seleccionar nuevas especies tolerantes e indicadoras de la toxicidad de 

ambientes contaminados.  

4. Analizar de manera comparativa los resultados in situ e invernadero de la 

colonización micorrícica arbuscular, que permita encontrar similitudes y/o 

aproximaciones, para generar información y complementar la explicación de 

la toxicidad y/o adaptación al petróleo del hongo micorrícico arbuscular y las 

morfoespecies.  
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                        CAPITULO IX. APÉNDICES 
 

APÉNDICES 

 

Cuadro 1. Análisis de varianza de longitud de estolones de Leersia hexandra Sw. 

en suelo con petróleo crudo durante seis meses. 

Fuente de 
variación 

Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F calculada P>F 

Inicial      
Modelo 8 1110.013 138.751 7.37 <.0001 
Error 27 508.375 18.828   
Total 35 1618.388    
R cuadrada 0.685     
60 días      
Modelo 8 9141.722 1142.715 7.77 <.0001 
Error 27 3968.500 146.981   
Total 35 13110.222    
R cuadrada  0.697    
120 días      
Modelo 8 19613.500 2451.687 1.26 0.304 
Error 27 52555.500 1946.500   
Total 35 72169.000    
R cuadrada 0.271     
180 días      
Modelo 8 51769.500 6471.187 2.43 0.040 
Error 27 72039.250 2668.120   
Total 35 123808.750    
R cuadrada 0.418     
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Cuadro 2. Análisis de varianza de plantas jóvenes de Leersia hexandra Sw. en 

suelo con petróleo crudo durante seis meses. 

Fuente de 
variación 

Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F calculada P>F 

Inicial      
Modelo 8 8.388 1.048 2.27 0.053 
Error 27 12.500 0.462   
Total 35 20.888    
R cuadrada 0.401     
60 días      
Modelo 8 91.500 11.437 2.79 0.216 
Error 27 110.500 4.092   
Total 35 202.000    
R cuadrada 0.452     
120 días      
Modelo 8 275.000 34.375 4.08 0.0027 
Error 27 227.750 8.435   
Total 35 502.750    
R cuadrada 0.546     
180 días      
Modelo 8 961.222 120.152 9.17 <.0001 
Error 27 323.750 13.101   
Total 35 1314.972    
R cuadrada 0.730     
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Cuadro 3. Análisis de varianza de biomasa seca foliar, radical y total y diámetro 

basal de estolón principal. 

Fuente de 
variación 

Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F calculada P>F 

Biomasa 
seca foliar 

     

Modelo 8 2571.525 321.440 8.88 <.0001 
Error 27 977.189 36.192   
Total 35 3548.71    
R cuadrada 0.724     
Biomasa 
seca 
radical 

     

Modelo 8 327.241 40.905 22.13 <.0001 
Error 27 49.901 1.848   
Total 35 377.142    
R cuadrada 0.867     
Biomasa 
seca total 

     

Modelo 8 1503.766 187.970 4.23 <0.0022 
Error 27 1201.207 44.489   
Total 35 2704.973    
R cuadrada 0.555     
Diámetro 
basal  

     

Modelo 8 0.418 0.052 1.20 0.3376 
Error 27 1.180 0.437   
Total 35 1.598    
R cuadrada 0.261     
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Cuadro 4. Análisis de varianza de índices relativos y absolutos de fitotoxicidad 

(IRF) de las variables longitud de estolones, plantas jóvenes, biomasa foliar, 

radical, total y diámetro basal de estolón principal.  

Fuente de variación Grados 
de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F calculada P>F 

IRF longitud de 
estolones 

     

Modelo 8 0.218 0.027 5.37 0.0015 
Error 18 0.091 0.005   
Total 26 0.309    
R cuadrada 0.704     
IRF de plantas 
jóvenes 

     

Modelo 8 3.395 0.424 23.33 <.0001 
Error 18 0.327 0.018   
Total 26 3.723    
R cuadrada 0.912     
IRF Biomasa foliar      
Modelo 8 2.484 0.310 20.77 <.0001 
Error 18 0.269 0.014   
Total 26 2.753    
R cuadrada 0.902     
IRF Biomasa 
radical 

     

Modelo 8 62.198 7.774 29.83 <.0001 
Error 18 4.691 0.260   
Total 26 66.89    
R cuadrada 0.929     
IRF Biomasa 
radical 

     

Modelo 8 1.520 0.190 11.49 <.0001 
Error 18 0.297 0.016   
Total 26 1.818    
R cuadrada 0.836     
IRF Diámetro basal 
de EP 

     

Modelo 8 0.117 0.014 3.44 0.0140 
Error 18 0.016 0.004   
Total 26 0.193    
R cuadrada      
IAF      
Modelo 8 1.699 0.212 11.48 <.0001 
Error 18 0.332 0.018   
Total 26 2.032    
R cuadrada 8.715     
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Cuadro 5. Análisis de varianza de % colonización de las variables hifas, esporas, 

vesículas, arbúsculos   y colonización total.  

Fuente de variación Grados 
de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F calculada P>F 

% Hifas      
Modelo 8 22998.916 2874.864 57.79 <.0001 
Error 27 1343.088 49.744   
Total 35 24342.005    
R cuadrada 0.944     
% Arbúsculos      
Modelo 8 5866.229 733.278 34.97 <.0001 
Error 27 566.155 20.968   
Total 35 6432.384    
R cuadrada 0.911     
% Vesículas      
Modelo 8 3079.915 384.989 63.27 <.0001 
Error 27 164.295 6.085   
Total 35 3244.211    
R cuadrada      
%Esporas 
intrarradicales 

     

Modelo 8 22998.916 2874.864 57.79 <.0001 
Error 27 1343.088 49.744   
Total 35 24342.005    
R cuadrada 0.958     
% Colonización 
total 

     

Modelo 8 10451.889 1306.486 141.26 <.0001 
Error 27 249.710 9.248   
Total 35 10701    
R cuadrada 0.976     
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Cuadro 6. Análisis de varianza de índices relativos y absoluto de micotoxicidad 

(IRM) de las variables % hifas, esporas, vesículas, arbúsculos   y colonización 

total.  

Fuente de variación Grados 
de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F calculada P>F 

IRM % Hifas      
Modelo 8 20.729 2.591 58.55 <.0001 
Error 27 1.195 0.044   
Total 35 21.924    
R cuadrada 0.954     
IRM % Arbúsculos     <.0001 
Modelo 8 63.479 7.934 34.84  
Error 27 6.149 0.227   
Total 35 69.628    
R cuadrada 0.944     
IRM % Vesículas      
Modelo 8 48.562 6.070 63.20 <.0001 
Error 27 2.593 0.096   
Total 35 51.156    
R cuadrada 0.949     
IRM % Esporas 
intrarradicales 

     

Modelo 8 31.256 3.907 78.53 <.0001 
Error 27 1.343 0.049   
Total 35 32.600    
R cuadrada 0.958     
IAM      
Modelo 8 35.605 4.450 145.03 <.0001 
Error 27 0.828 0.030   
Total 35 36.433    
R cuadrada 0.977     
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Cuadro 7. Análisis de varianza de número de esporas por especies. 

 

Fuente de 
variación 

Grados 
de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F 
calculada 

P>F 

Rhizophagus 
fasciculatus 

     

Modelo 8 3130722.222 391340.278 5.68 0.0003 
Error 27 1861600.000 68948.148   
Total 35 4992322.222    
R cuadrada 0.627     
Rhizophagus 
clarus 

     

Modelo 8 1850.000 231.250 0.94 0.4991 
Error 27 6625.000 245.370   
Total 35 8475.000    
R cuadrada 0.218     
Rhizophagus 
intrarradices 

     

Modelo 8 1440655.556 180081.944 6.93 <.0001 
Error 27 701175.000 25969.444   
Total 35 2141830.556    
R cuadrada 0.672     
Funeliformis 
mosse 

     

Modelo 8 138.888 17.361 1.10 0.3918 
Error 27 425.000 15.740   
Total 35 563.888    
R cuadrada 0.246     
Funneliformis 
aff. geosporum 

     

Modelo 8 23955.555 2994.444 2.47 0.0373 
Error 27 32675.000 1210.185   
Total 35 56630.555    
R cuadrada 0.423     
Diversispora 
eburnea 

     

Modelo 8 212988.000 26623.500 0.92 0.5183 
Error 27 784520.750 29056.324   
Total 35 997508.750    
R cuadrada 0.213     
Diversispora sp.      
Modelo 8 1917788.000 239723.500 1.70 0.1447 
Error 27 3812670.750 141210.028   
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Total 35 5730458.750    
R cuadrada 0.334     
Diversispora aff. 
gerdemannii 

     

Modelo 8 2305.555 288.194 1.41 0.2379 
Error 27 5525.000 204.629   
Total 35 7830.555    
R cuadrada 0.294     
Claroideoglomus 
lamellosum 

     

Modelo 8 7150.888 893.861 1.38 0.2485 
Error 27 17458.000 646.592   
Total 35 24608.888    
R cuadrada 0.290     

 

 

Cuadro 8. Análisis de varianza de índice de toxicidad por especies. 

Fuente de 
variación 

Grados 
de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Cuadrado 
medio 

F 
calculada 

P>F 

IRE Rhizophagus 
fasciculatus 

     

Modelo 8 2.445 0.305 6.88 0.0003 
Error 18 0.799 0.044   
Total 26 3.245    
R cuadrada 0.75     
IRE Rhizophagus 
clarus 

     

Modelo 8 3.142 0.392 2.32 0.0663 
Error 18 3.053 0.169   
Total 26 6.196    
R cuadrada 0.507     
IRE Rhizophagus 
intrarradices 

     

Modelo 8 2.607 0.325 8.77 <.0001 
Error 18 0.669 0.037   
Total 26 3.276    
R cuadrada 0.795     
IRE 
Funneliformis 
aff. geosporum 

     

Modelo 8 3.719 0.464 3.77 0.0092 
Error 18 2.219 0.123   
Total 26 5.938    
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R cuadrada 0.626     
IRE Diversispora 
eburnea 

     

Modelo 8 3.142 0.392 2.32 0.0663 
Error 18 3.053 0.169   
Total 26 6.196    
R cuadrada 0.507     
IRE Diversispora 
sp. 

     

Modelo 8 64.144 8.018 6.72 0.0004 
Error 18 21.485 1.193   
Total 26 85.629    
R cuadrada 0.749     
IRE Diversispora 
aff. gerdemannii 

     

Modelo 8 3.521 0.440 4.56 0.0036 
Error 18 1.737 0.096   
Total 26 5.259    
R cuadrada 0.669     
IRE 
Claroideoglomus 
lamellosum 

     

Modelo 8 7.092 0.886 2.79 0.0338 
Error 18 5.726 0.318   
Total 26 12.819    
R cuadrada 0.553     
IAE       
Modelo 8 6.335 0.791 20.39 <.0001 
Error 18 0.699 0.038   
Total 26 7.034    
R cuadrada 0.900     
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