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RESUMEN

Palabras clave: Pifiébn, hongo micorricico arbuscular, fase de adaptacion, indice de

toxicidad y bacterias hidrocarbonoclasticas.

En México y el mundo la degradacion de suelos por la contaminacion con petréleo crudo
(PC) es un problema que afecta la dindmica de los sistemas de produccion agricola. Se
requiere estudiar plantas bioenergéticas como J. curcas y su estado de la asociacion
simbidtica microbiana que sobrevivan al estrés ambiental, para generar tecnologias de
fitorremediacion. Este estudio se realizd por 27 semanas en micro-tinel con el objetivo
de generar informacion basica de cinética de crecimiento, indices de toxicidad relativos
(ITR) y recuperacion biologica de suelos contaminados con PC. Se establecio un disefio
experimental completamente al azar con arreglo unifactorial en suelo arcilloso del trépico
mexicano. Siete dosis de PC (0,4,14,27,42,56 y 75) se evaluaron y se cuantific su efecto
en las variables: altura de la planta (AP), nimero de hojas totales (NHT) y diametro basal
(DB). En la semana 27 se evaluo el impacto de los tratamientos en AP, DB, area foliar
(AF), numero de raices (NR), longitud de raiz (LR), materia seca aérea (MSA), poblacion
de bacterias heterotrofas (BH), actinomicetos (ACT), hongos heterétrofos (HH),
estructura intraradical del hongo micorricico arbuscular (HMA) y remocion de
hidrocarburos totales del petréleo (RHTP). La cinética de crecimiento de J. curcas se
modificd durante las 27 semanas de exposicién para AP, NHT y DB, con fase lag
prolongado lineal por tiempos cortos y fase de senescencia precoz. En la semana 27 el
indice de toxicidad (IT) fue negativo (< 1) para AP, NHT, MSR y MSA,; positivo (= 1) para
DB, AH, NR y LR. Los indices de totales para variables de crecimiento y produccion
fueron negativos. En general, el PC estimula el crecimiento de BH, HH, ACT y HT y
colonizacion total de HMA. sobresale la relacion positiva altamente significativa del HMA
con RHTP. J. curcas estimula un 54.8% la remocion de hidrocarburos totales del petréleo
en suelo con 4g/kg de PC. Se recomienda el uso de J. curcas por su potencial para
indicar toxicidad y fitorremediar PC de Gleysol del estado de Tabasco.
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ABSTRACT
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In Mexico and the world, soil degradation due to contamination with crude oil (CO) is a
problem that affects the dynamics of agricultural production systems. | know requires
studying bioenergetic plants such as Jatropha curcas and their association status
microbial symbiotic that survive environmental stress, to generate technologies of
phytoremediation. This study was carried out for 27 weeks in a micro-tunnel with the aim
of generate basic information on growth kinetics, relative toxicity index (RTI) and
biological recovery of soils contaminated with OC. A design was established completely
randomized experimental with unifactorial arrangement in Gleysol del tropic Mexican.
Seven CO dose (0, 4, 14, 29, 42, 56 and 75 g/kg). In seven treatments with repeated
measures over time (27 weeks) plant height was evaluated (PH), number of total leaves
(NTL), basal diameter (BD), curves of growth of J. curcas. At week 27 in the seven
treatments, area leaf (AL), number of roots (NR), root length (RL), root dry matter (RDM),
aerial dry matter (ADM), population of heterotrophic bacteria (BH), actinomycetes (ACT),
fungi heterotrophs (HF), intraradical structures of the arbuscular mycorrhizal fungus
(AMF) and removal of total hydrocarbons from petroleum (RTHP). The growth kinetics of
J. curcas was modified during the 27 weeks, exposed to CO for PH, NTL and BD; with
prolonged lag phase, linear for short times and phase of early senescence. A week 27
PH, NTL, RDM and ADM samples RTI < 1 (negative response), but DB, AL, NR and LR
with RIT =21 (positive response). The total toxicity index that includes growth variables and
production were < 1. CO generally stimulates BH, HH, ACT, HT, and colonization of the
HMA, the highly significant positive relationship of the HMA with RHTP stands out. J.
curcas stimulates 54.8% in soil with 4g/kg of PC. The use of J. curcas is recommended
for its potential to indicate toxicity and phytoremedial CO from Gleysols from the state of
Tabasco.
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I. INTRODUCCION

El petréleo crudo (PC) es un recurso no renovable que sostiene la economia y sociedad
del planeta, pero durante su extraccion, conduccion y transformacion es derramado por
accidente al suelo y contiene hidrocarburos totales del petroleo (HTP), y ellos son téxicos,
cancerigenicos y mutagénicos para los seres vivos (Rivera-Cruz et al., 2016; Pothuluri y
Cerniglia, 1994). Las concentraciones promedio de HTP 75 y 118 g/kg en los 30 cm
superiores de suelos cerca de pozos taponados, lineas de transporte y areas de
refinacion exceden limites aceptables por normas oficiales ambientales (Trujillo-Narcia
et al., 2018; Sari et al., 2018). Concentraciones que excedan el maximo limite aceptable
de HTP en suelo de 10 g/kg para los humanos (ATSDR, 1999) y 3 g/kg se consideran
fracciones pesadas para los seres vivos (DOF, 2013). Limites superiores de tolerancia a
la contaminacion por plantas y microorganismos convierten a los suelos en marginales

para la agricultura.

El potencial de las plantas a la tolerancia a HTP se conocer con la relacion que existe
entre la cantidad, composicion y grado de afectacion sobre ella (Al-Mutairi et al., 2008).
Los estudios de toxicidad de la contaminacion del suelo pueden evaluarse con la
respuesta in vitro de plantas y microorganismos rizosféricos que crecen en suelos
contaminados (Shabhriari et al. 2007; Chavez-Alvarez et al., 2022). Esto permite obtener
los efectos del contaminante sobre los organismos vivos (Porta et al., 2003) y el posible
potencial de los organismos tolerantes para descontaminar hidrocarburos totales del
petréleo del suelo. Los modelos empleados provienen de mecanismos fisiolégicos y
bioquimicos que inducen el restablecimiento de la homeostasis celular en
concentraciones especificas del contaminante (Mickelbart et al., 2015) Se utilizan indices
de toxicidad y hormesis para mediar dosis-respuesta en planta (Rivera-Cruz et al., 2004
Alejandro-Cérdova et al., 2017: Orocio-Carrillo et al., 2019: Chavez-Alvarez et al., 2022).
La toxicidad y hormesis muestra la tipica dosis-respuesta por bajas y altas dosis del
contaminante, siendo respuesta inhibitoria para la primera y estimulatoria para la
segunda (OECD, 1984; Calabrese, 2013).



El indice de toxicidad y hormesis es un valor absoluto que muestra la capacidad de una
planta para establecerse, crecer y producir en suelo con diferentes concentraciones de
HTP, parametro basico de seleccion de plantas con potencial de fitorremediar suelos
contaminados con PC. Ejemplos de plantas arbustivas perenes usadas como indicadoras
de estrés al PC; Jatropha curcas de la familia Euphorbiaceae (Agamuthu et al., 2010;
Agbogadi et al.,, 2013); Haematoxylum campechianum (tinto bush) y Swietenia

macrophylla (mahogany) (Pérez-Hernandez et al., 2013).

La fitorremediacion es una tecnologia que usa plantas previamente seleccionadas del
modelo dosis-respuesta al contaminante, y con rizosfera colonizada por
microorganismos que utilizan como fuente de carbono y energia a los hidrocarburos del
petréleo desde el suelo o agua (Hegazy et al., 2017). Algunos estudios indican que la
rizosfera de vegetacion arbustiva como Jatropha curcas (pifion) (Nero et al., 2020);
Cedrela odorata (tropical cedar), Haematoxylum campechianum (tinto bush), Swietenia
macrophylla (mahogany), y Tabebuia rosea (macuilis) demostraron habilidad para
descontaminar HTP del suelo (Pérez-Hernandez et al., 2017).

Las plantas inducen la biodegradacion de HTP porque provee un ambiente éptimo para
proliferar microorganismos en la rizosfera o zona de la raiz (Denys et al., 2006; Van,
2011). Diversos estudios Gupta et al. (2012); Widdowson et al. (2005); Gonzalez
Moscoso et al. (2019) son ejemplo del efecto de la rizosfera en la fitorremediacion de
HTP. Adam and Duncan (2002) informa que este efecto puede ser debido a que en el
suelo con petréleo crudo (PC) se activa una barrera fisica que reduce el acceso del agua,
oxigeno y nutrientes por las raices. Las raices de plantas adaptadas al estrés exudan
compuestos organicos (fenoles, acidos organicos, alcoholes, proteinas) en la rizosfera
con PC que pueden servir como fuente de carbono y energia para la sobrevivencia y
crecimiento de bacterias, hongos, actinomicetos y hongos micorricicos arbusculares
(HMA) (Alkorta y Garbisu, 2001; Balestrini et al., 2015).

Los microbios en suelo con PC desactivan la barrera fisica que permiten que las raices
tengan acceso al agua, oxigeno y nutrientes en la rizosfera. Se ha demostrado que los
microorganismos asociados a la rizosfera mineralizan y estimulan el co-metabolismo

aerobico de compuestos inorganicos, organicos de origen biogénico y petrolifero (Saleh
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et al., 2004) debido a la presencia de oxigeno derivado de la raiz (Anderson et al., 1995),
enzimas, hormonas, carbohidratos, vitaminas, flavonoides, 4cidos y surfactantes que los
microorganismos transfieren al suelo (Pepper et al., 2015). Diversas investigaciones
informan que las bacterias y hongos hidrocarbonoclasticos, asi como HMA son
promotoras del crecimiento vegetal, y degradan hidrocarburos del PC en la rizosfera
(Gonzéalez-Moscoso et al., 2019; Alejandro-Cérdova et al., 2017; Rabie et al., 2005).

Los HMA tiene la habilidad de mejorar la capacidad de la planta para establecerse y
hacer frente a situacion de estrés inducida por el carbono organico derivado del PC que
es toxico, cancerigeno y mutagénico (Querejeta et al. 2003). Los HMA contribuyen en
romper la tension superficial, disponen de agua y nutrimentos para la planta y
microorganismos (Kohler et al., 2008). Jatropha curcas establece simbiosis con HMA
(Reyes et al., 2003; Gonzélez et al., 2015).

Jatropha curcas “Pifidn” originaria del estado de Veracruz, México, fue seleccionada para
ese estudio debido a que es una planta versatil cultivada en suelos marginales para la
produccion de cultivos agricolas y productora de aceite para biocombustibles (Martinez-
Herrera et al., 2006), y promete doble uso ambiental y humano. Se desconoce el uso de
J. curcas como bioindicadora de toxicidad y rizodegradacion de HTP en suelos arcillosos

del Tropico humedo mexicano asociada a bacterias y hongos micorricicos arbusculares.



[I. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo general

Conocer el potencial de Jatropha curcas para usarla en protocolos de toxicidad y

fitorremediacién de suelo arcilloso contaminado con petréleo crudo, en términos de su

crecimiento, produccion y actividad microbiana de bacterias y hongos micorricicos

arbusculares.

2.1.1. Objetivos particulares

1.

Determinar el efecto del petrdleo crudo a través del tiempo en altura, diametro
basal y niumero de hojas, para sefalar las fases de crecimiento vegetativo bajo
condiciones de estrés.

Obtener a la semana 27 indices dosis-respuesta a PC en el crecimiento y
produccion de material vegetal de J. curcas.

Determinar a través de indices dosis respuesta el potencial de fitorremediacion
de J. curcas.

Evaluar el efecto del petréleo crudo en la poblacion de bacterias y hongos
micorricicos arbusculares que se establecen en la rizosfera de J. curcas a la
semana 27.

Relacionar la produccion de raiz de J. curcas, microorganismos rizosfericos con

el porcentaje de remocion de hidrocarburos totales del petroleo.



2.2. Hipotesis general

Jatropha curcas es una planta versatil que manifiesta en su crecimiento y produccién el
estrés inducido por el petréleo crudo, pero que al asociarse con bacterias y hongos
micorricicos arbusculares tiene potencial de uso en tecnologias de fitorremediacion de

suelos arcillosos contaminados con hidrocarburos totales del petroleo.
2.2.1. Hipotesis particulares

El petréleo crudo indujo cambios significativos en altura de planta, nUmero de plantas y

diametro basal durante las 27 semanas secuenciales

Jatropha curcas manifiesta fases de crecimiento con curvas dosis respuesta al estrés

diferentes segun la dosis de exposicion al petréleo crudo

Jatropha curcas a la semana 27 de su crecimiento induce indices de toxicidad menores

y mayores a uno en parametros de crecimiento y produccion.
J. curcas presenta indices que la potencializan como planta fitorremediadora.

La poblacién de bacterias y estructuras fungicas del hongo micorricico arbuscular
asociadas a la rizosfera de J. curcas es afectada por la exposicion a diferentes
concentraciones de petroleo crudo, a la semana 27 después de aplicada la tecnologia

de fitorremediacion

La remocion de hidrocarburos totales del petréleo en suelo arcilloso a la semana 27
después de aplicada la fitorremediacibn usando J. curcas, se relaciona con la

concentracion de petréleo y la actividad microbiana rizosferica.



l1.REVISION DE LITERATURA
3.1. Definicién y composicion del petroleo crudo

El petréleo o Petroleum significa aceite de roca. El crudo del petréleo (PC) es un liquido
de naturaleza hidrocarbonatada, oleaginoso e inflamable, est4 constituido por una
mezcla compleja de diferentes tipos de hidrocarburos (SGM, 2017; Lluch, 2008) Los
compuestos quimicos elemental son carbono, hidrogeno, azufre y nitrégeno, en
porcentajes que van 84-87%, 11-14 %, 0-2% y 0.2 % respectivamente (Gary y
Handework, 2003), metales traza como vanadio, Niquel, hierro, aluminio y cobre, y de
acuerdo al tipo de PC y la region de origen depende su concentracion (Lluch, 2008). El
color del PC es variable también entre ambar y negro (SGM, 2017) marron, verdoso o

amarillento (Varjani, 2013)

El PC segun la proporcion relativa del peso molecular se clasifica en pesado, mediano y
ligero (Varjani, 2013). Y segun los estandares del Instituto Americano del Petréleo (API),
el crudo mexicano se clasifica segun los grados APl y el contenido de azufre en amargo
(mayor de 1.5%), semi- amargo (entre 0.5 a 1.5%) y dulce (menor del 0.5%) (Pemex,
2022).

En México Petroleos Mexicanos clasifica a la mezcla del PC mexicano en cinco tipos

segun los grados API:

a) Extra Ligero el “Olmeca”, bueno pata producir lubricantes y petroquimicos, cuenta
con una densidad de 0.83 g/cm3, 39 APl y 0.8% de azufre en peso, semi amargo.

b) El Crudo Ligero “Istmo” quien brinda mayor rendimiento para la realizacion de
gasolina y destilados intermedios, con una densidad de 0.87 - 0.83 g/cm3, 32 API
y 1.3% de azufre en peso, semi- amargo.

c) El crudo Pesado “Maya” tiene menor rendimiento en produccion de gasolina con
densidad de 1.0 - 0.92 g/cm?3, 22 APl y 3.3% de azufre en peso, amargo.

d) El crudo pesado “Talam” con densidad de 16° APl y 2.8% de azufre en peso,
amargo.

e) El crudo pesado “Altamira” con una gravedad de 15° a 16.5° APl y 5.5% a 6.0%
de azufre en peso, amargo (PEMEX, 2022).
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3.1.1. Hidrocarburos del petréleo

La composicion tipica de hidrocarburos del PC es; parafinas normales (14%), parafinas
ramificadas (16%), parafinas ciclicas (30%), aromaticos (30%), resinas (10%) y
asfaltenos (10%) (Figura 1) (Thomas et al., 2001).

- caEe
&
e __,—’@
¢ Dhdatenos
o Fesinas
—— Parafinas
= Aromaticos

Figura 1. Coloide formado por agregados del petréleo (Thomas et al., 2001).
3.1.2. Composicion quimica de parafinas y efectos en seres vivos

Las parafinas son hidrocarburos alifaticos que se dividen en alcanos, cicloalcanos,
algquenos y alquinos. (Figura 2). Los alcanos tienen la formula general CnHznt+2 donde
n=1,2... Se distinguen por presentar enlaces covalentes sencillos, se les denomina
también saturados porque presentan una serie de alcanos, y aumentan el nimero de
atomos de C al aumenta el nimero de isémeros estructurales. En el Cuadro 1 se
muestran los primeros is6meros de cadena lineal de alcanos. Los primeros cuatro
alcanos se presentan en forma gaseosa y del quinto al décimo en estado liquido a
temperatura ambiental, superiores a ellos se presentan como parafinas (solidos
aceitosos) (Chang, 2007; McMurry, 2008).
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Figura 2. Parafinas del petréleo con enlaces sencillos y triples.

Cuadro 1. Alcanos derivados del petroleo crudo

Hidrocarburo Formula Atomos de
parafinico molecular carbono
Metano CHa 1
Etano CHs-CH3 2
Propano CH3-CH2-CH3s 3
Butano CH3-(CH2)2-CH3 4
Pentano CH3-(CH2)3-CH3 5
Hexano CH3-(CH2)4-CH3 6
Heptano CH3-(CH2)s-CH3 7
Octano CH3-(CH2)6-CH3 8
Nonano CHs-(CH2)7-CH3 9
Decano CHs-(CH)s-CHs 10
Undecno Ci1Hza 11
Dodecano CHi2Has 12
Tridecano CisH2s 13
Icosano CooHa2 20
Triacontano CaoHs2 30

Fuente: Chang, 2007; McMurry, 2008



Alquenos u oleofinas. Son hidrocarburos insaturados que contienen enlaces dobles o
tiples de carbono-carbono, siendo esta su parte mas reactiva y grupo funcional, en
ocasiones suelen presentar isometria geométrica (cis-trans) como el cis-but-2-eno o el
trans- hex-2-eno; los alquenos presentan reacciones de moléculas o alégenos y formar
propeno entre otros (Chan, 2007); otra forma de presentarse es en su forma de
cicloalquenos (Wade, 2012). Las formula general de los alquenos es CnH2n+ donde n=
2,3...(Chang, 2007) .

Alquinos. Son hidrocarburos con al menos un enlace triple carbono- carbono como su
grupo funcional. La formula general es CnH2n-2, donde n=2,3 (Chang, 2007) en este grupo
no existen probabilidad de isomeria geométrica (cis-trans) debido a que el triple enlace
es lineal. En el Cuadro 2 se observan siete tipos de alquinos y un cicloalquino (Chang,
2007; Wade, 2012).

Cuadro 2. Alquinos lineales y ciclico derivados del petrdleo crudo

Alquino lineal Alquino ciclico
CH=C-CH2-CH3 (I-butino) (Ciclooctino)
H3C-C=C-CH3 (2-butino) H.C—CH
H-C=C-H (etino) | |
H-C=C-CH3 (propino) |c| TH‘

C

H-C=C-CH3 (propino) C CH:
H--C=C--CH2-CH3 (but-1-ino) |
CH3—C=C—CH3 (but-2-ino)

Fuente: Chang, 2007; Wade, 2012

Cicloalcanos. Son alcanos especiales donde los atomos de carbono se unen en anillos,
tienen la formula general CnH2ndonde n=3,4... ejemplo de ellos se observan en las Figura
3 (Chang, 2007). Algunos ciclohexanos presentan diversas geometrias, estando libres
de tension, es decir, que sus enlaces estan estirados, o torcidos frente a las formas

normales geométricas. Su hibridacion es sp3 (Chang, 2007).

Los efectos de los alcanos sobre el medio ambiente y organismos vivos son diversos:

(A) en agua forman una pelicula lustrosa flotante que afecta y mata la fauna marina
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debido al impedimento de intercambio de oxigeno y CO.. (B) En aire y agua, son causa
de gases efectos invernaderos, al aumentar su deposicion atmosférica. (C) en humanos
a nivel celular impide la oxigenacion celular causando carboxihemoglobina. Los alcanos
son cancerologicos, y al formar parte del aire atmosférico causa irritacion de 0jos y
pulmones en humanos. Los alquenos al formar parte de los plasticos contaminan el suelo

y agua a larga plazo, debido a su caracter de baja biodegradacion (Recio, 2013)

H H H
HH ZH H'N /H
H\C/H c/-_\ }(/C\ { \i’:/c(‘(:f
H_/\ _H H I H/C\ /C\H o =
LA / \ [ el
H H HH HH Hy  “yH

A O

Ciclopropano Ciclobutano Ciclopentano Ciclobexano
a (1) 7
ciclopenteno ciclohexeno trans-ciclodeceno

Figura 3. Cicloalcanos derivados del petréleo crudo (Chang, 2007)

3.1.3. Composicion quimica de aromaticos y efectos en seres vivos.

Los hidrocarburos aromaticos (HA) son derivados del benceno, se representa mediante
un anillo de seis miembros con tres enlaces dobles muy estables. El grupo alquilo
presenta un sustituyente llamado R, el sustituyente del grupo arillo se llama Ar. Si el anillo
bencénico es el sustituyente se le denomina como grupo fenilo (Ph, phenyl) (Wade,
2012).

Los HA causar efectos agudos y crénicos en los organismos vivos, pero el benceno
contenido en los aromaticos es metabolizado y eliminado de forma répida en los
organismos, una pequefia parte puede quedar adherida durante varios dias en los tejidos
después de haberse finalizado la exposicion a €l (Zubizarreta et al., 2018).
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La toxicidad puede ser aguda o crénica y producir efectos diversos como cefalea y hasta
problemas cardiovasculares y hepatotoxicidad. En exposicion crénica el benceno
presenta efectos carcinogénicos, desarrollo de leucemias, alteraciones hematicas y

cromosomicas en animales y humanos (Zubizarreta et al.,2018).

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son considerados segun Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA, por su sigla en inglés) como contaminantes prioritarios por
ser cancerigeno, mutagénicos, teratogénicos para los seres vivos (Cuadro, 3) (Conejo-
Saucedo et al., 2019). En la Figura 4 se muestran seis ejemplos de estructuras quimicas
estables de HPA. Sin embargo, entre HPA disponibles en el suelo segun la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012 se encuentra el Benzo[a]pireno, Dibenzo[a,h ]antraceno,
Benzo[ a ]antraceno, Benzol[b]fluoranteno, Benzo[k]fluoranteno, y Indeno (1 ,2,3-cd)
pireno (DOF, 2013).

Los HPA causan dafios a los seres vivos entre estos; disminuir la fecundacion y
malformaciones en las crias, epitelio externo y los fluidos corporales, y perdida de

habilidad del sistema inmunoldgico para combatir infecciones (Toxfagstm, 2021).

La norma oficial mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (DOF, 2013) establece
los limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos y lineamientos para el

muestreo en la caracterizacion y especificaciones para la remediacion.

Cuadro 3. Hidrocarburos aromaticos policiclicos y su riesgo a la salud y el ambiente.
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Compuesto  Estructura Formula Posicién Riesgo a Riesgo ambiental
quimica molecular Rango! lasalud
y PM T
Irritante/
Nocivo en Muy toxico para
C10H8 caso de organismos
Naftaleno 81 _ y .
/128.174 ingestion; acuaticos; a largo
carcinogénic  plazo y el ambiente
0.
Toxico; no Muy toxico para
Antraceno R\ RN C14H10 9 carcinogénic  organismos
NI /178.23 0. acudticos; a largo
plazo y el ambiente
Toxico; )
) o Muy toxico para
Fenantreno I\ carcinogénic _
' — C14H10 organismos
7 N N 252 o] y
{ N »
e d e 1178.23 o acuaticos; a largo
mutagénico. ]
plazo y ambiente.
Muy toxico para
organismos
N C16H10 _ acuaticos;
) Toxico; no y
Pireno W w4 120225 260 . bioacumulacion en
s A genotoxico )
= leche, crustaceos,
peces, moluscos y
algas.
Toxico;
carcinogénic )
Muy toxico para
0; Yy causa _
. ‘O C20H12/ -~ organismos
Benzopireno 30 dificultades »
OOO 252.31 _ acuaticos; a largo
reproductivas

teratogénico.

plazoy
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Carcinogénic _
Peligroso para el
= 0; causa i _
ambiente muy toxico

Benzo [g,h,i] N C22H12 / 9 ruptura  de _ -
_ para la vida acuatica;
perieno 276.338 (PAHs) cadena de
con efectos
ADN

o duraderos.
mutagénico.

T Rango de posicion de acuerdo al CERCLA (Priority List of Hazardous Substances) C&L
Inventory (europa.eu)). Conejo-Saucedo et al., 2019. Y datos obtenidos de National Center for
Biotechnology Information (NCBI por sus siglas en ingles, 2022) en Benzo[ghi]perylene | C22H12
- PubChem (nih.gov). Fuente: Conejo-Saucedo et al., 2019. "PM : peso moecular

| @

Benzo(g)antraceno* Dibenzo(a,k)antraceno* Benzo(e)pireno
Naftalenc Antraceno Fenaritreno Naftaceno

Figura 4. Hidrocarburos aromaticos policiclicos del petroleo crudo (Chang, 2007).

3.1.4. Resinas, asfaltenos y efectos en seres vivos

Las resinas y asfaltenos es la fraccibn mas pesada del PC y corresponde
aproximadamente al 10 % de su composicion quimica (Thomas et al., 2001). Estas
moléculas contienen entre tres a diez 0 mas anillos aromaticos, y con peso molecular
grandes entre 516 a 5000 Dalton (Figura 5 y 6) (Navarro et al., 2004). Las resinas y
asfaltenos presentan diferencias importantes a pesar de contar con estructuras similares;
las resinas son facilmente solubles mientras que los asfaltenos tienen dispersion coloidal

y no se disuelven en aceite. Los asfaltenos suelen ser oscuros y no volatiles cuando son
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puros mientras que las resinas puras presentan un caracter de solido pastoso o liquidos
pesados muy volatiles como hidrocarburos del mismo tamafio, ademas son rojizas
cuando tienen un peso molecular alto y son menos coloridas a menor peso (Thomas et
al., 2001).

Las resinas son compuestos quimicos eluidos de la fase estacionaria del petréleo,
después de haber removido las fracciones saturadas y aromaticas del petroleo (Reyes
et al., 2012). Las resinas forman parte de la fraccién de crudo soluble conformado por
carbono, hidrogeno y elementos en una composicion elemental de 81.8 % C, 9.5%H,
3,76% S, 1.04% N respectivamente, y 257.1 ppm de V y 73.9ppm de Ni. Con un peso
molecular entre 700 y 1300 Dalton. Su estructura quimica es similar a la de los asfaltenos,
aunque su peso molecular es menor (Navarro et al., 2004)

Figura 5. Estructura de resinas (Navarro et al., 2004)

Asfaltenos. Fraccion de crudo soluble en tolueno o benceno e insoluble en exceso de
n- alcano (pentano u hexano). Estan constituidos por anillos aromaticos ligados por
cadenas alquilicas y cicloalcanos asi como compuestos heterociclicos con relacion C/H
1:1.1 (40% de C es aromatico) poseedores azufre (6-9%), nitrégeno (7.3%), Vanadio
(1530 mg/kg y Niquel (403 mg/kg) (Figura 6) (Thomas et al., 2001; Navarro et al., 2004;
Delgado, 2006).
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Figura 6. Estructura de asfaltenos (Delgado, 2006)

3.2. El suelo e importancia

El suelo es un cuerpo natural ubicado en la superficie terrestre, que soporta seres vivos,
liquidos, solidos como minerales, materia organica y gases (SSS, 2014). El término suelo
incluye la capa arable de la tierra y parte superior hasta donde llegar las raices de las
plantas “solum” (SSS, 2014). Otra definicidn, segun el origen del suelo dice es el material
parental donde subyace en cuanto a estructura, textura, consistencia, propiedades
guimicas, biolégicas vy fisicas, debido a la influencia que recibe a través del tiempo por

parte del clima, topografia, flora, fauna y el ser humano ( FAO, 2016).

Las funciones del suelo son diversas; ciclaje de nutrientes, almacenaje y renovacion del
carbono, mantenimiento del agua, disposiciébn de su estructura, regula la diversidad
aérea, bidtica, amortigua y transforma elementos toxicos. El suelo permite la contencion
de micro y macro biota para su funcionalidad, usando la actividad, biomasa y diversidad
de los organismos alli existentes (Paul, 2015). En el suelo se desarrollan ciclos basicos
de macronutrientes y micronutrientes; carbono, nitrégeno, fésforo, sulfato y potasio entre

otros., y ellos sostienen la nutricion de plantas y microorganismos (FAO, 2016).
3.2.1. Suelo Gleysol

Se define a este tipo de suelos como aquellos que contiene un horizonte moteado y se
forma en una zona del suelo que esta saturado de agua durante una parte del afio, pero
parcial o completamente aireada durante el verano o el periodo mas seco del afio.
Desarrolla condiciones reductoras que dan lugar propiedades gléycas mostrandose en
color amarillento, mardn o rojizo, mientras que dentro de los agregados o capas mas
profundas del horizonte colores gris/azulado (FitzPatrick, 1980). Los Gleysols tienen uso

agricola y de conservacion, se cultivan plantas tolerantes a la humedad como: arroz,
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pastos y arboles (zapote de agua, mangle) (WRB, 2015). En época de sequia se

establecen plantas anuales como el cultivo de maiz y el pifion (Jatropha curcas)
3.3. Taxonomiay uso del pifion Jatropha Curcas

El pifibn nombre comun, es una planta con la siguiente taxonomia; Reino: Plantae.
Subreino: Tracheobionta. Division: Embryophyta. Clase: Magnoliopsida. Subcalses:
Malpighiales. Familia: Euphorbiaceae. Subfamilia: Crotonoideae. Tribu: Joannesieae.
Género: Jatropha. Especie: Jatropha Curcas L. (TOMBG, 2022). Jatropha curcas fue
definido por Linnaeus, Carl Von (1753-1754) (Font, 2003). El género esté constituido por
alrededor de 66 especies del viejo mundo y en México solo una poca proporcion de estas

especies no son nativas (Dehgan y Webster., 1979).

J. curcas es una hierbas, arbusto o arbol, a veces carnosa en forma de cactacea,
regularmente con latex. En la Figura 7 se observan las partes de la planta, con hojas
simple o compuestas, alternas o a veces opuestas con estipulas; inflorescencias variadas
gue simulan ser una flor Unica, o en ciatos; flor unisexual, monoica y en ocasiones dioica,
muy reducida regularmente, perianto nulo, flores estaminadas con uno o varios
estambres libres o monoadelfos, flores con o sin estaminodios pero postiladas y
pediceladas; ovario supero tricarpelar y triocular con 1 o 2 évulos por I6bulo y basales
unidos; fruto en forma de capsula tricarpelar; semilla carnosa con cartncula sobre el

micrépilo, y endospermo graso (Heller, 1996).

Fases de crecimiento. Es una planta perene. Con un desarrollo 6ptimo la fase de
crecimiento puede tardar entre 1, 2 y 3 afios alcanzando 1.5 m de altura, siempre y
cuando tengan condiciones ambientales y suelo con fertilidad adecuada, pero tras de
cuatro a cinco afos se regulariza la produccion de la floracion y semilla, y estas fases
son tres meses por afio (Anonimo, 2022) la floracion tarde entre 2 a 10 dias (Heller,
1996). En el estado de Veracruz, México se reporta las fases fenoldgicas desarrollo de
la planta (ocho meses), floraciébn dos meses y fructificacién (tres meses) y defoliacion
(dos meses) (Pérez et al., 2013; Martinez et al., 2020)

Usos J. curcas se empleada como cerco vivo por los campesinos, debido a que no es

consumida por los bovinos, ademas de ser una especie de cobertera, es usada para el
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control de la erosiéon del suelo en zonas aridas. Presenta usos medicinales e industriales
como la elaboracion de purgantes, jabones, como control de plagas en forma de

pesticidas (para cultivos de algodon, papa, legumbres, sorgo, maiz) (Heller, 1996).

Es una especie promisora y de gran aporte en la industria extractiva de combustibles de
origen vegetal como el biodiesel, ya que pose gran cantidad de aceite en sus semillas;
es til en la produccion de fertilizantes, y en medicina tradicional (Pabén y Hernandez-
Rodriguez, 2012). Diversas investigaciones muestran su potencial como especie (til para
el saneamiento de suelos, debido que tolera condiciones de estrés a sequia y a
contaminacion por metales pesados e hidrocarburos (Juwarkar et al., 2008; Jamil et al.,
2009; Agamuthu et al., 2010; Nero, 2020).

Distribucion. J. curcas es cultivada desde América Central, Sudamérica, Sudeste de
Asia, India y Africa (Schmook and Seralta-Peraza, 1997), de esta forma el género se
distribuye desde los tropicos hasta los subtrépicos. De acuerdo con Cordova., et al (2015)
en México la distribuciéon de la especie, basada en revisiones de herbarios, se encuentra
de manera mayoritaria en los estados de Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Nayarit,

Oaxaca, Puebla y Veracruz
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Figura 7 Partes importantes de Jatropha curcas L. a) ramas florecidas, b) corteza,
c) venas de la hoja, d) flor pistilada, e) flor estaminada, f) corte transversal de fruto
inmaduro, g) frutos, h) corte longitudinal de un fruto, i) semilla (Foto:

http://leqgacy.tropicos.org/Image/39167; Heller, 1996)
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3.4. Larizosferay sus caracteristicas

La palabra rizosfera se compone por el termino Rhiza, raiz y sphere, campo de influencia.
Esta fue definida inicialmente como " la zona del suelo que aguanta grandes niveles de
actividad bacteriana y ubicada inmediatamente adyacente a las raices de las
leguminosas” (Hiltner, 1904), actualmente se define como una estrecha zona de suelo
que rodea y recibe la influencia de las raices de las plantas (Figura 8) (Prashar et al.,
2014). Las raices, liberan exudados pueden ser; carbohidratos, aminoacidos y aminas,
acidos alifaticos, acidos aromaticos, fenoles, entre otros (Figura 8, Cuadro 4) y tienen un
rol importante en la nutricion vegetal y microbiolégica debido a la retencién de agua y

nutrientes (Marschner y Rengel ., 2012).

Los exudados generan cambios en estructura del suelo rizosférico, la disponibilidad de
nutrientes inorganicos debido a cambios en pH y por consiguiente induce interacciones
negativa o positivamente planta-comunidad microbiana. En la Figura 8, se observa la
interaccién con hongos micorricicos arbusculares, bacterias de vida libre reguladoras del
crecimiento vegetal, microorganismos hidrocarbonoclasticas degradadoras de

hidrocarburos del petroleo (Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2007).

La importancia de la rizosfera es diversa entre estas: 1) disposicion de macronutrientes
y micronutrientes para las plantas y microorganismos en el microbioma. 2). Protege a
las plantas a través de la accion de los exudados radicales (Alshaal et al., 2017). 3)
Mejora de los procesos de biodegradacion de contaminantes y fitorremediacion (Liu et
al., 2017).
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Figura 8. Interacciones en la rizosfera y exudados radicales (Ferrera-Cerrato y
Alarcén, 2007).

Cuadro 4. Exudados radicales de importancia para la nutricion vegetal y microbiolégica.

Ejemplo Funcién reportada
Carbohidratos
Arabinosa, (glucosa, fructuosa, galactosa, Proveer ambiente favorable para el
maltosa, ramosa, ribosa, sucrosa y ribosa crecimiento de microorganismo

Aminoacidos y aminas

Aminoé&cidos proteicos (20 existentes), acido Inhibidor de nematodos

amino butirico, homoserina, cistationina y acido

mugineico

Acidos alifaticos
Formico, acético, butirico, propiénico, maleico, Reguladores del crecimiento de la
citrico, isocitrico, oxalico, fumarico, maldnico, planta y efecto inhibidor
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succinico, tartarico, oxaloacético, piravico,
oxalogutarico, glicdlico, chiquimico, acetonico,

valerico, glucoénico

Acidos aromaticos

p-hidroxibenzoico, cafeico, p-cumérico, ferulico, Efecto estimulante, dependiente de la
galico, gentisico, protecatecuico, salicilico, concentracion de prueba

sinaptico, siringico

Fendélicos varios

Flavonoides, flavonas, flavononas, Inhibidor o estimulante del crecimiento
antocianininas, isoflavonoides dependiendo de la concentracion de
prueba

Acidos grasos

Linoleico, linolénico, oleico, palmitito, estearico Reguladores de crecimiento
Esteroides
Compestrol, colesterol, sitosterol, estigmasterol Reguladores de crecimiento

Fuente: Oliveros-Bastidas et al., 2009
3.5. Tecnologias bioldgicas de recuperacion de suelos con petréleo

Las tecnologias por el instrumento a utilizar en el proceso de descontaminacién del suelo
se clasifican en fisicas, quimicas y biolégicas. Las bioldgicas utilizan plantas vy
microorganismos para remediar al suelo y se clasifican en; biorremediacion,
fitorremediacién, atenuacion natural, bioaumentaciéon, bioventeo, bio-pilas,
bioestimulacion y biolabranza (Chan- Quijano et al., 2015; Hussain et al., 2018). La
biorremediaciéon y la fitorremediacién tienen mejor potencial para la ingenieria del

ambiente (Hussain et al., 2018).
3.5.1. Biorremediacion

Ma et al. (2016) y Hussain et al. (2018); describen a esta tecnologia como natural,
amigable con el medio ambiente, econémica, sostenible y de bajo costo, al ser no
invasiva es una soluciobn permanente que puede finalizar con degradacion o
transformaciéon de contaminantes ambientales en formas mas inocuas o menos toxicas.

Esta tecnologia logra transformar contaminantes organicos en productos mas inocuos
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como dioxido de carbono y agua. Esta tecnologia tiene capacidad de eliminar
contaminantes organicos e inorganicos, en especial cuando se utiliza de manera
combinada con otras tecnologias (Liu et al, 2017). Su aplicacion es in situ o ex situ en
superficie de suelo pequefias y extensas (Dzione et al, 2016). Su eficiencia dependera
de algunos factores como pH, temperatura, peso molecular de los &cidos organicos y
acidos humicos, valencia de los metales pesados, biodisponibilidad de los HAP y

toxicidad de estos hacia la microbiota (Liu et al, 2017).
3.5.2. Fitorremediacion

La fitorremediacion es descrita por Sarma. (2011) como el aprovechamiento de especies
vegetales seleccionadas y su microbiota especifica, que en conjunto limpian y
desintoxican contaminantes ambientales en suelos, agua y aire. La fitorremediacion se
sustentan en los mecanismos fisiolégicos basicos de las plantas y microbiota asociada
a ellas, como transpiracion, fotosintesis, metabolismo y nutricibon (Thangavel y
Subhuram, 2004; Delgadillo-L6pez et al., 2011).

En la fitorremediacion se utilizan plantas que no muestren sintomas de toxicidad al
contaminante objeto de tratar, asi como con un sistema rizosferico colonizado por
microorganismos que metabolicen moléculas organicas e inorganicas no deseadas en el
suelo, sedimento y agua. La seleccidn de la planta con las caracteristicas anteriores
depende el éxito de la fitorremediacion (USEPA-3540C 1996).

La seleccion de las especies contempla algunos criterios (Sarma, 2011) como; (a) los
niveles de tolerancia con respecto al metal e hidrocarburos (b) el nivel de acumulacion,
translocacioén, y absorcién del contaminante, (c) tolerancia a condiciones de sequia o
encharcamientos extremos. (d) tolerancia alta salinidad o pH, e) profundidad de la zona
radical y las caracteristicas propias de la raiz. En el Cuadro 5, se muestran los

mecanismos implicados en la fitorremediacion.

22



Cuadro 5. Tecnologias y mecanismos implicados en la fitorremediacién.

Técnica.

Contaminante objetivo.

Mecanismo.

Contaminante.

Fitoextraccion.

Rizofiltracion.

Fitoestabilizacion.

Fitovolatilizacion.

Fitodesalacion.

Fitodegradacion.

Rizorremediacion.

Fitoinmovilizacion.

Elementos traza, radio
nucleotidos, elementos
preciosos incluidos el oro,

niquel y taladio.

Arroyos contaminados vy
aguas residuales
contaminados con melates y
radionucleotidos.

Metales y radio nucledétidos.
Compuestos organicos
volatiles (VOCs) vy radio
nucleétidos.

Sales.

TNT, MTBE, TCE and TPHs.

TPHs, PAHs, PCBs, DDTs,

pesticidas.

Hiperacumulacion

Adsorcién y
absorcion de
contaminantes e

agua (radical)

Complejacién

volatilizacion a

través de las hojas.

Degradacion
(asociacion planta

— microorganismos)

Degradacion.

Acumulacién en la

rizosfera

Orgénicos.

Organicos e

inorganicos.

Organicos e

inorganicos.

Organicos e

inorganicos

Organicos.

Orgénicos e

inorganicos.

Fuente: Delgadillo- L6pez et al., 2011; Hussain et al., 2018.
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3.5.2.1. Ventajas y desventajas de la fitorremediacion

Ventajas de la fitorremediacion. A. Se realiza In situ 0 Ex site. B. Es ecofriendly. C. Baja
dispersion de los contaminantes a otros ambientes como el aéreo. D. Funciona de
manera eficiente con contaminantes organicos e inorganicos. E. Bajos costes. F. No
requiere personal especializado para su manejo. G. Las practicas agrondémicas
requeridas son convencionales y pocas. H. Actla de manera positiva sobre las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, al mejorar la cobertura vegetal. I. Es
estéticamente agradable y por ende mayor aceptacion por la poblacion afectada. J. Al
evitarse la excavacion también evita el trafico pesado. K. Permite el reciclaje de biomasa,
agua y minerales. L. Se puede emplear en agua, suelo y sedimentos (Delgadillo-Lopez
et al., 2011; Ghosh y Singh, 2005)

Desventajas de la fitorremediacion. A. Es un proceso relativamente lento (en especial
con arboles y arbustos. B. Se restringe a sitios de contaminacién superficial dentro de la
zona rizosferica. C. El crecimiento de las plantas esta limitado por las concentraciones
del contaminante. D. Se cree que los contaminantes en las hojas pueden ser liberados
al ambiente por medio de la fitovolatilizacion y por combustion los acumulados en la
madera. E. No todas las especies vegetales tienen la capacidad de bioacumular o tolerar
contaminantes toxicos. F. Aumenta la solubilidad de los contaminantes y su posible
migracion. G. Se ha encontrado la diseminacion de plagas como mosquitos en ambientes

acuaticos remediados (Delgadillo-Lépez et al., 2011; Ghosh y Singh, 2005)
3.5.3 Rutas de degradacién de hidrocarburos del petréleo

El metabolismo de los hidrocarburos del petréleo bajo condiciones aerdbicas es realizado
en el suelo y la rizosfera por microorganismos que utilizan como fuente de carbono y
energia a los hidrocarburos del petréleo, que los oxidan a metabolitos intermedios y en
el mejor de los casos a CO2 y H20 (Madigan et al., 2015). En la Figura 9 se observa la
ruta de degradacion de un alcano, Las etapas de oxidacion de los compuestos alcano
estan determinadas por la accion de enzimas catalizadoras: las oxigenasas. Existen dos

tipos de éstas: dioxigenasas y monooxigenasas.
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Las primeras catalizan la incorporacion del oxigeno molecular (Oz) completo, es decir,
sus dos atomos de oxigeno entran en la molécula original (n-Octanol). Mientras que las
monooxigenasas se encargan de catalizar la incorporacion de un solo atomo de los dos
gue posee el oxigeno molecular y el atomo restante de oxigeno lo reduce a agua (H20)
formando n-octanal y &cido n-octanico para integrarlo a la ruta de beta-oxidacion y
reducirlo a Acetil-CoA (Figura 9), El Acetil-CoA se incorpora al ciclo tricarbocilico
produciendo CO2, H20 y ATP (Madigan et al., 2015). Ejemplos de microorganismos
capaces de llevar a cabo este tipo de degradacion principalmente, son: Mycobacterium,

Pseudomonas y Nocardia (Madigan et al., 2015; Castillo et al., 2005).

Hidrocarbura CHis—[BH; + MADH +
n-Cotanol (0]

—
Aleohel CiHsBHOH + mnapt + MG

r-Octanal

| Deshigrogenacion]

H"‘" HNADH

H
Aldehido L:;H,ﬁé=
n-Octanal
HaO 1I:I55h i-:lr-::gena-:inn]
NADH
CH
Acido E;H,ﬁﬁ—ﬂ

Acido m-octanico

ATP Cod Generacisn da
aootil-Cof

Acido Bata-oxidacion
de 4 acelil-CoA,
[véasa la parte b

Figura 9. Etapas de la oxidacién de un hidrocarburo alifatico (Madigan et al., 2015)
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La oxidacién del benceno inicia incorporando un atomo de Oz en uno de los carbonos
terminales por accion de la monooxigenasa y el NADH como donador de electrones
pasando a epoxido de benceno, incorporandose una molécula de H20 y dando lugar a
3,5 -ciclohexadien-1,2-diol, para oxidarse a catecol. A partir del catecol formado se le
adicionaran dos &tomos de oxigeno por medio de las dioxigenasas, este se oxidara a
Catecoldioxetano, para luego ser cortado a Cis—Cis--Muconato, cuando la dioxigenasa
corta el anillo intradiol formado (Figura 10A). Este acido graso mediante el ciclo de la
beta- oxidacion sera oxidado a Acetil CoA y posteriormente pasa al ciclo de Krebs en
donde sucede la oxidacion completa formando CO:2 + ATP, estos electrones entraran a
la cadena de trasporte de electrones o0 se ocuparan en la formacién de nuevo material

celular (Mandigan et al., 2015).

La degradacion del fenantreno hidrocarburo policiclico aromético de tres anillo
bencénicos es hidroxilado por NADH a través de hongos no lignoliticos (A.terreus y
Cyclothyrium sp. CBS109850, Trichoderma) a hidroxifenantreno, sulfatos, derivados del
fenantreno y hidroxisufatos (Figura 10B). El mecanismo de degradacion de los PAHs
principalmente incluye la acumulacion intracelular del contaminante (Verdin et al., 2005;
Fayeulle et al., 2014). De igual forma de manera extracelular enzimas como la “lacasa”
producida por algunos hongos pueden mediar la degradacion de PAHs (Wu et al., 2010).
Y dependiendo de las enzimas secretadas por cada organismo, sera la regién bahia
atacada microbiolégicamente, en el caso del fenantreno la region “K” sera la involucrada

en la bahia (Reyes-César et al., 2014).
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Figura 10. A) Oxidacion de un compuesto aromatico mediado por monooxigenasa y

dioxigenasa (Madigan et al., 2015). B) Degradacién del fenantreno por hongos no
lignoliticos (Marco- Urrea et al., 2015).
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Esta investigacion es Ciencia Basica Aplicada y pertenece a la linea de conocimiento
Manejo Sustentable de los Recursos Naturales para la Produccion Agroalimentaria del
Trépico (PROPAT). Se realizd en las instalaciones del Colegio de Postgraduados
Campus Tabasco, ubicado en Periférico Carlos A. Molina S/N, Km. 3.5, Huimanguillo,
Tabasco. El proceso de investigacion se efectud en tres etapas secuenciales: Etapa I.
Trabajo en campo e invernadero. Etapa Il. Trabajo en laboratorio. Etapa Ill. Analisis

V. MATERIALES Y METODOS

estadistico y escritura de tesis (Figura 11).

Etapa

Campo e

invernado \

'

Fitorremediacion (7DP)

Experimento-

Cosecha semana 27

-Rancheria Paso y Playa.
-Molido y establecimiento de experimento.
-Germinacion de semillas y trasplante de
plantulas.

Experimento (7 DP x 27 tiempos)
Crecimiento de J. curcas. Altura (cm),
diametro de tallo basal (mm), namero

i de hojas.
Etapa Trabajo d_e
laboratorio
y
. %%r (cmd) b) Microorganismos en suelo vy Raices
e NUmero de hoias e Hongos heterétrofos (UFC g?t)
e  Didmetro bas ail e Bacterias heter6trofas (UFC g*?)
|« NOmero de raiz e Actinomicetos (UFC g?)
e Lonaitud de raiz e Bacterias hidrocarbonoclasticas (UFC g?)
. Matgria seca raiz(g) e Hongos hidrocarbonoclasticos (UFC g?)
e Materia seca aéreg o) ¢ Hongos micorricicos arbusculares
c) Quimicas
e HTP (gkg?)
e Remocion HTP (%)
L | Andlisis estadistico e Indices de toxicidad
Etapa y escritura de tesis ¢ ANOVA, Tukey

Figura 11. Flujo grama del proceso de investigacion. DP= dosis de petrdleo.
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4.1. Trabajo en campo e invernadero
4.1.1 Caracteristicas del suelo

El suelo Gleysol se colecté del horizonte superficial (0-30cm) en el ejido Paso y playa del
km 2 de la carretera federal Cardenas Huimanguillo. Sitio que se encuentra bajo las
coordenadas geograficas latitud 17°57°42.52°N y longitud 93°21°41.5097°W. Las
caracteristicas del suelo son; textura franco arcilloso, pH neutro (6.4), CE 0.3 dS/m, 6.1%
MOS, N inorgénico 55.5 mg/kg y 102.4 mg/kg de hidrocarburos totales del petréleo
(Rodriguez-Uribe et al., 2021). Se colectaron 200 kg de suelo y se trasladé a las
instalaciones del Colegio de Posgraduados, Campus Tabasco. El suelo fue secado bajo
sombra a temperatura ambiente y aeracion natural, una vez seco se le retiro de forma
manual fragmentos para su posterior molido y tamizado en malla metélica de 5 mL de

abertura.
4.1.2. Propagacién de Jatropha curcas L

Se utilizé semilla de Jatropha curcas proporcionada por el Dr. Jorge Martinez Herrera,
originaria de Pueblillo, Papantla del Estado de Veracruz, el cual se encuentra bajo las
coordenadas geograficas en Latitud N 20° 15" 09"y O 97°15°13”, 80 m de altitud, regién
célida subhumeda con lluvias en verano con precipitacion anual de 1500 mm y suelo de
tipo Regosol Calcareo (INEGI, 2001; Martinez-Herrera et al., 2006), las semillas fueron
de la cosecha de otofio de 2020. Las semillas se cultivaron en Colegio de Postgraduados
Campus Tabasco bajo condiciones de micro tunel. Se establecieron en charolas con
suelo por 22 dias hasta la formacion de plantulas con altura 13 + 2.7cm antes del

trasplante en unidades experimentales.
4.1.3. Petroleo fresco

El petroleo crudo (PC) utilizado en el experimento es extra Ligero “Olmeca”, con 31.27°
grados APl y densidad 0.816. Proviene del campo petrolero SEN, Nacajuca Tabasco.
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4.1.4. Disefo y configuracién experimental

Se establecié el experimento para evaluar el comportamiento de J. curcas, el cual
consistio en un disefio unifactorial de una sola via con medidas repetidas en el tiempo,
con el objetivo de dar seguimiento al crecimiento de J. curcas a través del tiempo, las
evaluaciones se realizaron cada semana por 27 semanas. Las dosis de PC evaluadas
fueron; 0, 4, 14, 29, 42, 56 y 75 g/kg. Fueron siete tratamientos con cuatro repeticiones
para un total de 28 unidades experimentales.

Y con el objetivo de evaluar el potencial de J, curcas en la fitorremediacion del suelo con
PC, se establecié un segundo experimento por 27 semanas bajo un disefio unifactorial
de una sola via. Dosis de PC; 0, 4, 14, 29, 42, 56 y 75 g/kg. Fueron siete tratamientos
con cuatro repeticiones en total 28 unidades experimentales

4.1.4.1. Preparacion de las unidades experimentales.

La unidad experimental (UE) consistio en un contenedor 19 x 13 x 20.5 cm (altura, base
y superior), con capacidad de 2.700 kg de suelo preparado con la concentracion de PC
segun tratamiento. La preparacién del suelo incluyo molido, tamizado y homogenizado
antes de agregarle el PC. Para las concentraciones de PC, se pesoé los diversos gramos
de crudo en una balanza digital marca Ohaus (200g de capacidad). El suelo fue mezclado
con el PC en las diversas concentraciones dentro de charolas de plastico y
homogenizado perfectamente, posteriormente la muestra fue colocada en las unidades
experimentales (Figura 12). Una vez estabilizado el suelo a las 24 hrs, se tomd una
muestra de cada UE, para determinar el contenido inicial de hidrocarburos totales del
petréleo (HTP) de acuerdo a lo establecido en el método EPA para extraccion 418.1
(EPA, 1986).
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Figura 12. Preparacion de suelo con dosis de petroleo fresco. A) Peso de

petroleo en balanza semi-analitica. B) Mezcla de petréleo-suelo.

4.2. Establecimiento del experimento

Se establecié un disefio experimental completamente aleatorizado unifactorial. El factor
de estudio fue la concentracién de PC en dosis de 0, 4,14, 29, 42, 56, 75 g/kg suelo seco,
en total se analizaron siete tratamientos con cuatro repeticiones, 28 unidades
experimentales (UE). Para dar seguimiento al crecimiento a través del tiempo (cada

semana) se utilizé un disefio en medidas repetidas completamente al azar.

Dos plantulas de J. curcas de 22 dias de edad y altura 13+2.7 cm se trasplantaron en
cada una de las 28 UE (Figura 13). A los 15 dias después del trasplante se retir6 una
planta, quedo solo una planta por UE (Figura 13). El experimento se establecié sobre
mesas metalicas colocadas dentro de un micro-tinel (Figura 14) del Area de Ciencias
ambiental, laboratorio de Microbiologia Agricola y Ambiental, Colegio de Postgraduados.
El micro-tinel se encontraba bajo condiciones controladas de lluvia, durante un periodo
de 27 semanas de evaluacién. La humedad del suelo se mantuvo bajo riego diario a
capacidad de campo del 32% para la estimulacion del crecimiento vegetal, el

establecimiento de microbiota en el suelo y la degradacion del PC.
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Figura 13. Plantulas de J. curcas en charolas antes del trasplante y en unidades

experimentales en micro-tunel.

Figura 14. Disefios experimentales con distribucion completamente azar bajo

condiciones controladas de lluvias (micro-tanel).

32



4.3. Seguimiento de crecimiento de Jatopha curcas L.

El crecimiento de J. curcas fue evaluado cada semana por 27 tiempos después del
trasplante. Los parametros de crecimiento a los que se les dio seguimiento son: altura
de planta (AP), didmetro basal de tallo (5cm) (DB), nimero de hojas en plantas total
(NHT) (incluye caidas y permanentes), y numero de hojas caidas (NHC). AP se midio
con una regla graduada en cm desde la base inmediata del suelo hasta el meristemo
apical (Figura 15A). EI DB se midi6é de manera directa con un vernier digital marca Steren,
en milimetros de longitud y precision de +0.1 mm (Figura 15B). EI NHT y NHC fue conteo
directo. Las hojas caidas se colectaron cada semana y expuestas a 65°C de temperatura

en horno.
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Figura 15. Crecimiento de Jatropha curcas. A). Altura de planta usando regla graduada

en cm, y B) Didmetro basal (vernier).
4.3.1 Levantamiento de experimento

A la semana 27 después de establecido el experimento de fitorremediacion cada UE fue
cosechada, estas se colectaron en partes separadas; material aéreo (Figura 16A, b),

suelo rizosférico (Figura 16C, D), tallos (Figura 16E), material radical (Figura 16F).

El suelo rizosferico fue homogenizados y se tomaron muestras para analizar parametros
guimicos y microbiologicos. Las muestras para microorganismos se conservaron a 4°C
bajo condiciones de temperatura y las muestras para evaluar hidrocarburos totales del

petréleo final se congelaron hasta su procesamiento.
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Las raices frescas se lavaron con agua potable y se depositaron en bolsas de polietileno,
se almacenaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta su procesamiento. El
material aéreo se introdujo en bolsas de papel y se sec6 en horno a 72°C de temperatura

por 98 horas y se procedio al pesado.

Figura 16. Levantamiento de experimento a las 27 semanas de crecimiento de J. curcas
en suelo con dosis de petréleo. A) Desplante. B) Material aéreo. C), D) Suelo rizosférico.
E) Tallos. F) Material radical.

4.4. Etapall. Trabajo de laboratorio
4.4.1. Variables en planta
4.4.1.1. Area foliar

El area foliar (cm?) (AF) fue determinada para el total de hojas que permanecieron en la
planta a la semana 27 de cada unidad experimental y se realiz6 de manera directa
usando un medidor de area foliar modelo LI-3100C, LI-COR BioSciences, Lincoln, NE,
USA.

34



4.4.1.2. Longitud y numero de raices

La longitud de raiz (LR) fue directa usando cinta métrica graduada en mm. El nUmero de
raices totales frescas (NRT) que incluyo primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias

se contaron directamente a la semana 27 después del lavado.
4.4.1.3. Materia seca aérea y radical ()

La materia seca de raiz (MSR) y aérea (MSA) se evalud a la semana 27 (mes seis)
después del trasplante. El material fresco de raiz y aéreo por UE y separado (Figura 17A,
B) se sometié a secado en una estufa de circulacién de aire forzado durante 72 horas a
72 °C y posteriormente fue pesada en balanza semi- analitica (Ohaus, modelo Scout Pro
SP202). A la MSA se sumb el peso de las hojas caidas colectadas por 27 semanas. Los

resultados se expresaron en gramos (Figura 17c).

Figura 17. Materia radical y aérea de J. curcas a 27 semanas. A) Corte de hojas. B)
Separacion de tallo-raiz. C) Peso de material radical y aéreo.

4.4.2. Variables microbioldgicas en rizosfera

A la semana 27 se colect6 de las 28 UE suelo rizosferico sometido a fitorremediacion.
De muestras frescas se les determiné el porcentaje de humedad y la unidad formadora
de colonias (UFC) de los principales grupos microbiolégicos; bacterias heteroétrofas,
hongos heterétrofos, actinomicetos, bacterias hidrocabonoclasticas y hongos

micorricicos arbusculares en raiz usando las técnicas que se describen a continuacion.
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4.4.2.1. Poblacién de microorganismos

La técnica para evaluar poblacion de bacterias y hongos de vida libre en forma de
unidades formadoras de colonia (UFC g rizosfera seca) fue la cuenta viable por dilucién
seriada en placa de agar (Figura 18) (Madigan et al., 2015).

El procedimiento se realiz6 de la siguiente manera: (1) diluir 10g de rizosfera en 90 ml
de H20:2 estéril (dilucion madre). (2) agitar por 10". (3) tomar un ml de la solucién madre
e inocularlo a 9 ml de H20 para formar 10, de esta dilucién tomar 1 ml e inocular en 9
ml de H20, repetir y obtener dilucién 103, 10y 10°. (4) tomar 0.1 ml de cada dilucién y
depositarla por triplicado sobre el medio de cultivo correspondiente. (5) Incubar a 28°C
por 96 horas. (6) Contar UFC que crecieron sobre el medio de cultivo (Figura 18). Para

el reporte de las UFC (g r.s) de aplico la férmula siguiente:

N.C.DxP.R.S
P.R.H

UFC g lr.s=

Donde UFC g s.r= Unidades formadoras de colonias en gramos de rizosfera seca
N.C.D= Numero de colonias por dilucion. P.S.S= Peso de rizosfera seca. P.S.H= Peso

de rizosfera humeda (Diaz, 2006).
4.4.3 Medios de cultivos para bacterias y hongos
Los medios de cultivos y su composicién fueron:

1. Bacterias heterétrofas en medio agar nutriente formulado por peptona de carne (5
g/L), Extracto de carne (3 g/L), Agar-Agar (12 g/L) (Johnson y Carl, 1972).

2. Actinomicetos totales, se utilizd medio de cultivo Czapek- Nitrate agar (Coon,
1021) formulado con; NaNOs (2g), K2HPO4 (1g), MgSOa4* 7H20 (0.5g), KCI (0.59),
FeSO4 * 7H20 (10mg), Sacarosa (30 g) y Agar (15 g) y agua destilada (1000ml)
(Johnson y Carl, 1972).

3. Hongos heterotrofos en medio de cultivo de papa dextrosa agar (Baker®)
(Johnsony Carl, 1972) formulado con; papa (peled o silice) (200g), dextrosa (20g),
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agar (15 g) y agua destilada (1000mL). Se utilizo el colorante de rosa de bengala
con fenol para distinguir las unidades formadoras de colonias de hongos.

. Bacterias hidrocarbonoclasticas se emple6 el medio Bushnel Haas de acuerdo a
Fernandez- Linares et al., (2006). El cual contiene un medio basal compuesto por
KH2POa4 (1 g/L), KaHPO4 (1 g/L), NHaNOs (1 g/L), MgSO4* 7H20 (0.2 g/L), FeCls
(0.005 g/L), CaClz * 2 H20 (0.002 g/L), Acetato de sodio (2 g/L), Agar (15 g/L), pH
7+ 0.2 més dos soluciones shock a 10x: solucion 1 CaCl2 (0.2g), + Agua destilada
(20 ml). Solucion shock 2: FeCI3 (0.5 g) + Agua destilada (10 ml), y 50 yL de PC
por caja petri (Figura 19)

. Hongos hidrocarbonoclasticos en medio de cultivo mineral celulosa agar (
Johnson y Carl, 1972) formulado con extracto de levadura (0.5 g) (NH4)2SO4
(0.59), KH2PO4 (0.5g), KCI (0.2g9), MgSOa4.* 7H20 (0.1g) y petréleo crudo (0.05
mL), agar (15 g) agua destilada (1000 mL), y tiamina (1 mL), ajustar el pH (6).
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Figura 18. Procedimiento de cuenta viable por dilucion seriada en placa de agar. A)
muestras de rizosfera. B) Pesado de rizosfera. C) Dilucibn madre. D) Agitacion. E)
Dilucion seriada. F) Alicuota en placa. G) Distribucion de alicuota. H) Incubacion. 1)

Conteo de UFC (Madigan et al., 2015)

Figura 19. Procedimiento para preparar medio de cultivo especifico para
microorganismos hidrocarbonoclasticos. A) Preparacion y vaciado de medio de cultivo
en placa. B) Esterilizado de PC. C) Impregnado de PC sobre placa de cultivo. D)

Distribucién de PC. E) Cajas petri con medios de cultivo impregnado con PC.
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4.4.4 Hongos micorricicos versiculo arbuscular

La colonizacién de hongo micorricico arbuscular en raiz de Jatropha curcas L, se realizo
a las 27 semanas de crecimiento. Mediante la evaluacion del porcentaje de colonizacion
de estructuras intraradicales (hifas, arbusculos, vesiculas y esporas). La técnica utilizada
fue de aclareo y tincion de Philips y Hayman (1970) (modificada). Y observadas al
microscopio a 40x. La férmula para determinar el porcentaje de colonizacion a base de

frecuencias es la siguiente.

R 100
NRO ~

% Colonizacion =

Donde:
NMR= NUmero de raices colonizadas
NRO= Numero de raices observadas.

El proceso consiste en: 1) Preparacion y seleccién de raices frescas, 2) Aclareo, tincion

y montaje en microscopio.
4.4.4.1. Preparacion y seleccion de raices

Las raices de J. curcas se lavaron con agua potable para retirar el residuo de suelo, se
seleccionaron las raices mas finas y delgadas, tanto terciarias como cuaternarias,
cortando segmentos de 1.5 cm aproximadamente de longitud de cada una de ellas.
Después se procedio a ser colocadas sobre un pafio de gasa y colocadas dentro de una
capsula para realizar todo el proceso secuencial de aclareo y tincién (Figura 20 a, b, c)

respectivamente.
4.4.4.2 Aclareo, tincién y montaje en microscopio.

Las muestras de raices dentro de la capsulas se clarearon con KOH al 10% por 60 horas
a temperatura ambiente (28 a 30°C) (Figura 20a, b, c), al terminar el tiempo se procede
a enjuagar las raices con agua potable, inmediatamente las raices se exponen a perdxido
de hidrogeno al 3% por diez minutos, pasado el tiempo enjuagar en agua corriente y
posterior adicionar HCI al 10% por cinco minutos, para proceder a enjuagar en agua

39



potable. Seguidamente fueron inmersas en azul tripano al 0-05% durante 72 horas.
Pasado el tiempo se desecho el azul de tripano y se sumergieron en lactoglicerol a 4°C
para eliminar el exceso de colorante, hasta su observacion en microscopio (Philips y

Hayman, 1970) (modificada) (Figura 20 d, e, f) respectivamente.

Las raices tefiidas se montaron en un portaobjetos con ayuda de una pinza y aguja 'y se
agregaron gotas de lactoglicerol para su mejor lectura (Figura 20 g). Se colocaron 15
raices por portaobjetos y dos repeticiones por unidad experimental que fueron llevadas
al microscopio compuesto digital marca Motic Digital Microscope DMB3-223 con el
objetivo 40x, para realizar 3 barridos, en un total de 45 observaciones por portaobjetos
(Figura 20 h)

Figura 20. Procedimiento de preparacion y lectura de estructuras fungicas de la

micorriza vesiculo arbuscular A) Lavado de raices. B) Seleccién y corte de raices.
C) Montaje en capsula. D) Decoloracion E) Tincion. F) Preservacion. G) Montaje
en portaobjetos. H) Lectura en microscopio.
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4.4.5. Variables quimicas
4.45.1. Remocion de Hidrocarburos Totales de Petréleo

La determinacién de la remocién de PC se realiz6 determinando el porcentaje de pérdida
de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) de la rizosfera a la semana 27 respecto a los
HTP iniciales. La extraccion de los HTP se realizé en equipo soxhlet (EPA, 1996) (Figura
21), se utilizé el diclorometano con 99.5% de pureza. Se utilizé 10 g de muestra de suelo
(himedo) y sometié a reflujo en dedales durante 8 h, en el equipo soxhlet, el
sobrenadante se concentré en matraces con un rota vapor. Los matraces mas PC
permanecieron por 24 horas en desecador. La concentracién de HTP residual se calculo
segun la ecuacion siguiente:

(HTP’s g)(1000 g kg)
Psg

HTP (g/kg suelo seco) =

Dénde: HTP= (PM+HTP extraidos del suelo) — (PM) PM= peso del matraz de extraccion
a peso constante. Ps= peso del suelo de extraccion, de acuerdo al método analitico
indicado en la norma mexicana NMX-AA-134-SCFI (DOF, 2006).

El porcentaje de remocion de HTP se determiné mediante la férmula:

Psuelo seco * Remocion
10

% de remocion de HTP SS =
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Figura 21. Extraccién con equipo soxhlet y cuantificacion gravimétrica de

hidrocarburos totales de petréleo.

4.5. Etapa lll. Analisis estadisticos
4.5.1. indices de toxicidad al petréleo

El indice relativo de toxicidad a la semana 27 se realizé para cada una de las variables
de crecimiento (altura, diametro basal, hojas totales, area de hoja, longitud de raiz,
namero de raiz) y produccion: materia seca radical (MSR) y materia seca aérea (MSA)
de J. curcas. Se aplico la formula 1.

IRT(X)=TpRn /TtRm (1)

El indice absoluto de toxicidad para crecimiento (IATC) consiste en la sumatoria total de
los IRT de las variables altura, diAmetro basal, hojas totales, area de hoja, raiz (longitud),
raiz (numero), y se aplica la formula 2. El indice absoluto de toxicidad para produccion
(IATP) consiste en la sumatoria de las variables materia seca radical (MSR) y materia
seca aérea (MSA), se aplico la formula 3.
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IATC = 2=t

IATP = Z=iTP® i=12....t (3)

IT=

donde:

IRT(X): indice relativo de toxicidad para la variable x

IATC: indice absoluto de toxicidad para crecimiento.

IATP: indice absoluto de toxicidad para produccién

Tp: tratamiento con HTP

Tt: Tratamiento testigo

Rn: repeticion 1...n

Rm: Media global del tratamiento testigo

n: namero de variables

Si IR es igual que 0, los HTP no afectan la variable en ningun sentido.
Si IR es menor a 0, los HTP producen efectos negativos sobre la variable
Si IR es mayor a 0, los HTP incrementan la expresion de la variable.
4.5.2 Analisis de varianza y correlacién de variables

El andlisis estadistico empleado en el experimento uno para analizar los datos de altura
de planta, diametro basal de tallo y nimero de hojas considerando la dosis de PC (siete)
y tiempo (27 semanas) fue un ANOVA unifactorial con medida repetidas en el tiempo.
Para el experimento dos el ANOVA unifactorial se empled en el caso de numero de hojas,
area foliar, lamina foliar, numero de raices, longitud de raiz, materia seca raiz, materia
seca aérea, poblacion de bacterias hetero6trofos, hongos heterotrofos, actinomicetos,
bacterias hidrocarbonoclasticas y hongos hidrocabonoclasticos, del mismo modo,
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porcentaje de hifas, arbulsculos, vesiculas, esporas intraradical, colonizacion total HMA,
remocion de HTP, indices relativos de toxicidad fisiolégico e indice absoluto de toxicidad
del PC.

El modelo estadistico para realizar los analisis cuantitativos incluidos en este estudio se
muestra en la formula cuatro. El objetivo fue encontrar diferencias entre los tratamientos,

diferentes dosis de petrdleo en el efecto sobre las diferentes variables respuesta.
Yijk =M + Ti + Eijk 4)
i=1,2,...... ,a =1,2,....b k=1,2,....c
Donde
Yijk: €s la variable respuesta de interés.
M: es la media general para todos los tratamientos
Ti: son los tratamientos (dosis de petréleo)
&ijk. es el error aleatorio.
Hipotesis del modelo estadistico
HyTi =Ty =T3=T4=T5 =T =Ty
V.S
Hy: Ty # t; paraalgin par (i + j)
Donde
H, : El efecto de las diferentes dosis de petréleo es el mismo en todas las UE.
H, : El efecto de los tratamientos es diferente

Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de los datos se

verificaron con las pruebas de Shapiro- Wilks y Bartlett Test.
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Supuesto de normalidad (prueba de Shapiro- Wilks)
H, : Los errores presentan una distribucion normal

H, : Los errores no presentan una distribucién normal

Supuesto de igualdad de varianza (prueba de Bartlett Test)
H, : Las varianzas presentan una distribucién normal
H, : Las varianzas no presentan una distribucién normal

Para encontrar diferencias entre las variables de estudio se empled la técnica de
diferencias de rangos de Tukey (p<0.05), se utilizé la técnica de correlacion bivariada de
Pearson para describir relacion entre todas las variables en los tratamientos de
fitorremediacién. Todos los analisis se realizaron en el Software estadistico R Core Team
(2022).
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V.RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Efecto del petréleo en el crecimiento de Jatropha curcas

El andlisis de varianza para altura de planta (AP), diametro basal (DB) y numero de hojas
totales (NHT) de J. curcas mostro diferencias significativas entre los 189 tratamientos
(Tukey p=<0.05, anexo, Cuadro 1) (Figura 22A, B, C). En cuanto al efecto principal dado
por el factor tiempo y concentracion de petroleo estos presentaron efectos significativos
para AP, DB y NHT. Existe una interaccion significativa entre el factor CP*T para todas
las variables de crecimiento en J. curcas (Cuadro 6).

Cuadro 6: Andlisis de varianza de altura de planta, didmetro basal y numero de
hojas totales en 189 tratamientos (7 dosis de Petréleo por 27 semanas)

Concentracion Tiempo (T) Interaccion
de petrdleo (DP*T)
(CP)
Altura de planta <2.2@16%%8 <2.2e 16 %xx <2.2e 16 %xx
Didmetro basal <2.2 16 %xx <2.2g716%**
Numero de hojas totales <2.2e16 *xx <2.2e 16 %xx <2.2e716 %%
<2_2e-16 *kk

1 a 27 semanas. "(Tukey p<0.05, n=4).
$Significancia: *Significativo; **Muy significativo; ***Altamente significativo.

Los datos en AP, NHT y DB de J. curcas registraron diferencias estadisticas desde la
semana cinco del experimento para AP, y semana dos para NHT y DB. En los
tratamientos sin PC, AP manifiesta fase de crecimiento mayor respecto a los tratamientos
con PC, siendo la fase lag por cuatro semanas, fase lineal de la semana 5 a 16 y fase de
senescencia semana 17 a 27. Sobresale, que en los tratamientos con PC la fase lag se
prolonga hasta la semana 11, la fase lineal de la semana 12 a 14 (prolongandose hasta
17 en 4 g/kg) y semana 15 a 27 senescencia en concentracion de 14 hasta 75 g/kg
(Figura 22A). Los valores de AP mayores fueron en los tratamientos sin PC fue durante

las semanas 17 a 27, y la menor AP a partir de la semana uno a la 11 expuesta a 56 y
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75 g/kg PC. Los datos muestran que J. curcas fue una planta no tolerante a la exposiciéon
a petréleo en cada una de las 27 semanas.

Al igual que AP, NHT se presentan tres fases de crecimiento diferentes; fase lag para el
total de los tratamientos semana 1 a 3, fase lineal en suelo testigo y con 4, 14,y 29 g/ kg
de PC fue de la semana 4 hasta la 16, y de la semana 4 ala 12 en suelo con 42,56y 75
g/kg de PC, con fase de senescencia durante la semana 17 a 27 para las primeras tres
dosis y a partir de la 13 en las tres dosis altas (Figura 22B). Los valores de NHT mayores
fueron en los tratamientos sin PC durante la semana 21 a 27, y sobresale a la semana
27 de exposicion a 75 g/kg PC el NHT disminuye 53.3% respecto al suelo sin PC. EI DB
diferente a la cinética de crecimiento de AP y NHT, manifiesta dos fases de crecimiento
en suelo con 56 y 75g/kg PC (lag semana 1 a 4 y fase lineal 5 a 27) con menor DB que
planta crecida en suelo sin PC. En suelo sin PC y 4, 14, 29 y 42 g/kg PC con fase de
crecimiento lineal a entre la semana 3 a 27 (Figura 22C). Es interesante que la planta
control tiene menor DB durante este experimento con respecto a los tratamientos con 14,
29y 42 g/kg PC entre la semana 20 a 27. El mayor DB (27.73 y 27.30 mm) fue en suelo
con 4y 14 kg/kg a la semana 27, y la menor (5.75 mm) en suelo con 75 g/kg a la semana

uno.

La Jatropha curcas es una planta versatil que se adapta a condiciones de sequia, y suelo
con baja disponibilidad de nutrientes (Toral et al., 2008). Los resultados en el presente
estudio indican que J. curcas no se adapta en un 100% a crecer en artificial suelo
conteniendo entre 4 a 75 g/kg de PC. Una explicacién al respecto es que el PC en el
suelo incorpora HTP que son recalcitrantes, con estructuras quimicas con baja
solubilidad en agua, y al estar sorbidos en materia inorganico y organica causan toxicidad
a las plantas (Jacques et al., 2007; Chavez-Alvarez et al., 2022). Los resultados de esta
investigacion muestran que J. curcas en suelo sin y contaminado presenta tres fases de
crecimiento (lag, lineal y senescencia) similar a lo reportado por Salisbury y Ross. (2000)

para plantas perenes sin estrés abiético.

En nuestra investigacion AP de J. curcas en suelo sin PC presenta fase lag por 4
semanas, y expuesta a 4 hasta 75 g PC se prolonga a 11 (primeras cuatro dosis) y 14
semanas (ultimas dosis) (Figura 22A). Lo contrario sucedid en la fase lineal de
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multiplicacion celular con un tiempo de 3 semanas en planta expuesta a PC, y 11
semanas tratamiento control. Otros estudios con J. curcas expuesta a 22.4 g/kg HTP
muestra fase lineal de crecimiento de AP desde la semana dos a la 16 en suelo sin y
contaminado, siendo menor la AP en suelo con HTP (Nero, 2020). Los resultados
sugieren que durante la fase de adaptacion de J. curcas al estrés se interrumpe la
interaccion suelo-planta; el flujo de agua y nutrientes por xilema hacia la parte superior
de la planta restringe la division celular y diferenciacién del meristemo apical (Salisbury
y Ross, 2000). Esta interrupcion es por la barrera fisica aceitosa que el PC ocasiona en
las particulas minerales del suelo y raiz, y limita el intercambio catiénico, disponibilidad
de nutrientes esenciales y oxigeno para la planta (Shukry et al., 2013), asi como la
biosintesis celular de giberelina que posiblemente baje e interrumpa la elongaciéon del

tallo (Iglesias y Talén, 2008).

Similar a AP, el crecimiento de hojas en tallo de J. curcas son menores en plantas
expuesta a PC en cada una de las 27 semanas evaluadas, pero se presentan tres fases
(lag, lineal y senescencia) con periodos de tiempos similares al tratamiento control
(Figura 22B). Resultados similares para numero de hojas en J. curcas fueron reportados
por Nero (2020) por 16 semanas con induccion de menor fase lineal de crecimiento en
plantas expuestas a 22.6 g/kg HTP. La formacion de hojas bajo condiciones de estrés
abiotico puede ser limitada; por la disminucion de la velocidad de biosintesis, intensidad
de transporte de llegada y salida del agua que regulan la concentracion de auxina (acido
indolil-3acético, AlA) en el meristemo foliar en el momento para la diferenciacion de hojas
jovenes (Acosta et al., 2008). La sintesis del AlA celular puede ser influenciada por la
biosintesis de etileno (Taiz et al., 2015), al respecto dosis 42, 56 y 75 g/kg PC en la
investigacion adelanta la fase de senescencia a partir de la semana 13 (Figura 21B) esta
respuesta sugiere que el PC indujo la reduccién del AIA en hojas e incrementa la sintesis
de etileno lo que provoca la separacion de la hoja del tallo y ocasiona la muerte celular
(Taiz et al., 2015).

Diferente a la AP y NHA, es la respuesta del DB del tallo de J. curcas al presentar
crecimiento lineal durante la semana 1 a la 27 tanto en los tratamientos sin y con PC (4,

14, 29y 42 g/kg), y fase lag en la semana uno y dos expuesta a 56 y 75 g/kg. Sobresale
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en nuestra investigacion, que en el periodo de la semana 17 a la 27 el DB fue estimulado
por las primeras cuatro concentraciones de PC. Resultados contrarios reporta Nero
(2020) pero a la semana 16 al disminuir el diametro basal. La respuesta positiva al PC
del DB sugiere que el estrés, favorece el proceso de xilogenesis en J. curcas, el cual es
un proceso de division y diferenciacion del cambium representado por la fase de
alargamiento celular y engrosamiento y lignificacién de la pared celular (Liang et al.,
2016). Un factor que favorecio este engrosamiento puede ser el flujo de oxigeno a través
de las lenticelas del periderma, presente en plantas perenes, lo que permite que las
células interiores intercambien gases con la atmdsfera exterior, suministrando oxigeno a
las células vivas y metabdlicamente activas de la corteza, el xilemay el floema (Funada
et al., 2016), sin que se altere su crecimiento por falta de oxigeno proveniente de las
raices en suelo con petréleo crudo. Otro factor estimulado bajo condiciones de estrés es
la induccion de sefales quimica para diferenciar metabolitos secundarios como los
esteroles, que segun Salisbury y Ross (2000) constituyen polimeros estructurales de la

lignina que se acumula en la corteza del tallo.
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Figura 22. Altura semanal de planta (A), NUmero de hojas totales (B), diametro basal (C)
de Jatropha curcas expuestas a diferentes concentraciones de petroleo crudo durante
julio a diciembre 2021. Medias de tratamientos con diferencias estadisticas significativas (Tukey

p<0.05, n=4). *: Significativo
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5.2. El petréleo crudo sobre crecimiento y produccion de Jatropha curcas

A la semana 27, la AP fue estadisticamente significativa mayor el tratamiento sin PC
(anexo, Cuadro 2), pero dosis 4, 14, 29, 42, 56 y 75 g/kg decrece 23, 35, 49, 51, 58 y
58% (Figura 1A). Se produce indices dosis-respuesta < 1 para esta variable en las seis
dosis (Figura 22). Al igual que AP, NHT en suelo sin PC fue mayor respecto a las dosis
4,14, 29, 42,56 y 75 g/kg (anexo, Cuadro 2), que decrece 20, 26.6, 36.6, 40, 43y 53%
respectivamente (Cuadro 7).

El didmetro basal (DB), area de hoja (AH), numero y longitud de raiz de J. curcas
depende de las dosis de PC, e induce diferencias significativas (Tukey p<0.05) (Cuadro
7; anexo, Cuadro 2). EI DB y AH (Figura 22) tienen un efecto estimulatorio cuando la
dosis incrementa hasta 42 g/kg. El DB incrementa por 11.5, 9.2, 6 y 2% con dosis de 4,
14, 29, 42 g/kg y con dosis 56 y 75 g/kg decrece 2.5y 20% respectivamente. Al igual que
DB, el AH incrementa por 34, 34.8, 16 y 16.5% con dosis de 4, 14, 29, 42 g/kg, pero con
dosis de 56 y 75 g/kg decrece 12 y 17%, respectivamente, produciendo para las dos
variables IRT dosis-respuesta >1 en suelo entre 4 a 45 g/kg PC (Figura 24A; anexo,
Cuadro 5).

Aligual que el DB y AH, el NRT fue estadisticamente mayores con las primeras tres dosis
(4, 14, 29 g/kg), pero con dosis de 42, 56 y 75 g/kg el NRT disminuye 8.9, 36, 46%
respectivamente anexo, Cuadro 2). Produciendo dosis-respuesta hormesis para las
primeras tres dosis, con IRT >1 (Figura 24A; Figura 25). Llama la atencién la longitud de
raiz en dosis de 4, 14, 29, 42, 56, 75 g/kg comparado con el control que induce
incremento 22, 21, 48, 49, 29 y 3 % respectivamente, produciendo IRT >1 para seis dosis
(Cuadro 7, Figura 24A).

La produccion de materia seca de raiz y aérea a la semana 27 al igual que AP y NHT
muestra diferencias estadisticas mayor en suelo sin PC respecto a las seis dosis de PC
(Cuadro 7; anexo, Cuadro 2). Exposicion de J. curcas a dosis de 4, 14, 29,42, 56 y 75
g/kg en suelo decrece la produccion de MSR por 26, 24, 30.7, 50, 64, 81% y MSA por
0.9, 5, 28, 38, 43y 67% comparado con el control (Cuadro 2), produciendo para las dos

variables curva dosis-respuesta inversamente proporcional a dosis de PC, IRT con
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valores < 1 inhibe el PC a la produccién de materia seca de raiz (Figura 24B; anexo,
Cuadro 5).

Los resultados son semejantes a los reportados por Nero (2020), J. curcas expuesta a
22.6 g de hidrocarburos totales del petroleo a la semana 16, indica que AP y numero de
hojas son menores en suelo contaminado respecto a no contaminado. También
coinciden con los resultados en otras especies de plantas que disminuyen la AP en suelo
con mediay altas concentraciones de hidrocarburos (Xie et al., 2017; Gonzalez- Moscoso
et al., 2019).

En nuestra investigacion, el DB y area de hoja son estimuladas en J. curcas expuesta
entre 4 a 42 g/kg PC, sin embargo esto no coincide con los resultados de Nero (2020)
gue encontré que el DB es afectado negativamente por los hidrocarburos del petroleo,
sin embargo, la respuesta positiva de J. curcas al estrés en DBy el &rea de hoja inducida
por el PC, segun Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, (2012) puede ser a que esta planta
bajo condiciones de estrés responde con mecanismos de defensa para protegerse del
dafo, debido a que se ha observado que las plantas con altos niveles de antioxidantes,

constituidos o inducidos tienen mejor resistencia al dafo.

Los antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos sintetizados por las células vegetales de
plantas resistentes al estrés abibtico contrarrestan biosintesis de especies reactivas de
oxigeno que causan la muerte celular (Hasanuzzaman et al., 2012). Asi mismo, el
aumento del grosor del tallo de J. curcas puede deberse a que las condiciones de estrés
indujeron la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), y ellas inducen la
peroxidacion de lipidos (principalmente fosfolipidos de células membrana)
(Bhattacharjee, 2005) acumulandose en las células de la epidermis del tronco de la
planta. Otra explicacién, puede ser a que las condiciones de estrés indujeron la
produccion de ERO, y ellas inducen la peroxidacion de lipidos (principalmente
fosfolipidos de células membrana) (Bhattacharjee, 2005) acumulandose en las células

del tronco de la planta.

Las altas concentraciones de PC en los suelos pueden reprimir el crecimiento de raiz

(Agamuthu et al., 2010), sin embargo, en esta investigacion dosis entre 4 y 29 g/kg
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incremento el nUmero de raices secundarias y terciarias, y dosis entre 4 y 56 g/kg PC
también incrementan la longitud radical (Cuadro 7). Este incremento de raices puede ser
a la biosintesis de auxina en el sistema radical como respuesta al estrés, siendo ellas las
estimuladoras del alargamiento o elongaciéon celular de raices (Acosta et al., 2008).
Recientemente, varios estudios se han centrado en cambios anatémicos inducidos por
el petrdleo crudo en las raices de Sebastiania commersioniana, Schinus terebinthifolius,
Pisum sativym y Zea Mays, y el aumento del diametro de la raiz se asocio con un alto
numero de vasos de xilema (Bona et al., 2011; Kummerova et al., 2013), permitiendo la
absorcién de agua en las raices primarias en condiciones de estrés (Mu et al., 2006). J.
curcas es una planta adaptada a suelos con estrés hidrico (Martinez-Herrera et al., 2006)
y de manera indirecta al estar expuesta al petrdleo el sistema radical manifesto

adaptacion a condiciones de estrés similares.

La materia seca de raiz y aérea de la planta J. curcas en esta investigacién disminuyo
con mayor concentracion de PC, resultados similares a los reportados por Agamuthu et
al. (2010) en J. curcas en donde muestra sintomas de fitotoxicidad a mayor
concentracion de 2.5% de HTP. Estos autores argumentan que el menor rendimiento es
atribuible a la presencia del PC en el suelo. La contaminacion del suelo puede disminuir
la disponibilidad de agua, oxigeno y micronutrientes para la absorciéon de la planta
(Nogueira et al.,, 2011). Las altas concentraciones de aceite en el suelo segun
Wyszkowska y Kucharski. (2000) pueden reprimir la dinamica radical, absorcion de agua
y nutriente, asi como la actividad microbiana por reducir la permeabilidad y la infiltracién

de agua en los suelos.
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Cuadro 7. Crecimiento y materia seca de J. curcas expuesta al petréleo crudo a la

semana 27.
pCt NHTT hrea Raiz Materia’seca
_ Longitud Raiz Area
(g/kg s.s) foliar(cm?) Ndmero
(cm)

30+5.3a®  86.3+16.6bc  237+2.6ab 21+7b 13.+1.3a 32+2.5a

24+1.3b 131.7+4.9a 279x35a 26+1.4b 9.6+1.2bc  31.7tba
14 22+1.3bc  132.3%8.3a 253+45a  27+2b 9.9+2.1b 30.5+6.3a
29 19+1.2bcd 103.2+10.4b 273+22a  40.7t4a 9+2.1bc 23+0.96ab
42 18+2cd 103.44+17b 21615b 41.4+3a 6.5£0.84cd 19.8+3.6bc
56 17+1.9cd 76x13.4c 152+27bc  29.9+10ab | 4.7t1.7de 18.2+6.4bc
75 14+.96d 71.6x£1.1c 127+33c 22+7b 2.4+£1.0le 10.7#4.1c
Sin 29.745.3A 86.3x16.6A 2361£2.6A 24.7£7.2A 13A 32A°
Con 18.7£3.5B 103..07x27A 216.8+t6A 30.77+9.3A | 7.06+£3B 22.3+8.5B
r2 .79 .79 .78 .59 .85 72
Cv 12.07 11.62 13 19.8 17.8 19.15

TPC: Petréleo crudo. s.s.: suelo seco. "NHT: hojas totales. SLetras minGsculas diferentes por
columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=4). PlLetras
mayusculas diferentes por columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey
p<0.05, n=4).
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Figura 23. Cambios en area de hoja (cm?) de Jatropha curcas segun la dosis de

petroleo, 27 semanas
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Figura 24. indice relativo de toxicidad (IRT) al petréleo crudo en crecimiento y produccion
vegetal de Jatropha curcas a la semana 27. (A) Variables con IRT>1 indica que el

petréleo crudo estimula el crecimiento. (B) Variables con IRT <1 indica que el petréleo

55



crudo inhibe el crecimiento y produccién de la planta. Columnas denotadas con

diferentes letras indican diferencias estadisticas (Tukey p<0.05, n=4).

29g/k 42g/kg 56g/k  75g/kg

Figura 25. Cambios en raices de Jatropha curcas segun la dosis de petréleo, 27

semanas
5.3. Indices absolutos de toxicidad al petroleo crudo.

Los indices absolutos de toxicidad en crecimiento (IATC) a la semana 27, incluye AP,
DB, NHT, area de hoja, numero y longitud de raices fueron estadisticamente iguales y
significativas en las primeras cuatro dosis (4, 14,29, 42 g/kg) con valores entre 1.02 a
1.09, son iguales a 1 e indica que J. curcas es una planta que no es afectada por el PC,
por lo que sostiene su crecimiento bajo condiciones de estrés causado por hasta 42 g/kg
de PC en suelo Gleysol. Una explicacién, puede ser que J. curcas es una planta que se
adapta al estrés hidrico que induce una menor cavitacion en los vasos de las raices
semejante a los arbustos del desierto permitiendo una mayor adaptacion a la falta de
agua en el suelo (Hacke y Sperry, 2001). Lo contrario fue el indice absoluto de toxicidad
para produccion (IATP) con valores < 1 e indican efecto de estrés causado por dosis
entre 4 a 75 g/kg de PC (Cuadro 8).
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El indice total de toxicidad obtenido de la sumatoria de los IAC e IAP de J. curcas con
valores igual entre 1 a 0.57 en dosis 4, 14, 29,42, 56 y 75 g/kg (Cuadro 8), e informan el
potencial de respuesta al estrés de la planta segun diferentes concentraciones
secuenciales de PC en el suelo. Por lo tanto, J. curcas se adapta a dosis de 4 g/kg de
petréleo crudo, por producir materia de raiz y aérea similar al suelo sin petréleo.
Posiblemente, biosintetiza moléculas O2, H202 y radicales OH" lo que provoca dafios a
nivel de membrana celular, lo que induce la inhibicién en crecimiento vegetal (Liu et al.,
2009; Gill y Tuteja, 2010; Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, 2012; Hasanuzzaman et al.,

2020), en concentraciones iguales y mayores a 14 g/kg de PC en suelo.

Cuadro 8. indice de toxicidad al petréleo crudo de Jatropha curcas a la semana 27

Petréleo crudo indice absoluto de toxicidad (IAT) indice total
(9/kg) Crecimiento (C) Produccion (P) (IT)
4 1.09+.04a 0.86+.11a 1.03a
14 1.02+.05a 0.85+.17a .98a
29 1.07+.01a 0.70%.04b .98a
42 1.02+.02a .55+.08c .90a
56 J7+.12b .46+.16¢C .69b
75 .67+.10b .26+.04d 57b

TLetras diferentes por columna indican diferencias estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=24
para IATC; n=8 para IATP; n=32 para IT).

5.4. Poblacion de microorganismos a respecto a la dosis de petroleo en suelo

fitorremediado

La media de poblacién de bacterias heterétrofas (BH), hidrocarbonoclasticas (BHC),
actinomicetos (ACT), hongos heterétrofos (HH) y hongos hidrocarbonolcasticos (HHC)
registraron diferencias estadisticas significativas (Tukey <0.05; anexo, Cuadro 3)
inducidos por el PC y la tecnologia de fitorremediacion (Cuadro 9). Los cuatro grupos de
microorganismos fueron mas abundantes en suelo contaminado entre 4 a 75 g/kg de PC.
La mayor densidad poblacional de BH (22x104 UFC/g) fue en rizosfera expuesta a 56 ¢
de petréleo y BHC (36x102 CFU/g) en suelo con 4 g de petréleo. Asi como el suelo con
56y 75 g, es favorecida la poblaciéon de ACT (13 x 10° UFC/g), y los HHC son favorecidos
por las cinco dosis de PC (4, 14, 29,56 y 75 g/kg) con 13, 16, 12, 13 y 11 x10° UFC/g
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respectivamente (Cuadro 9). Similares resultados fueron reportados por Chavez-Alvarez
et al. (2022) con incrementos en UFC de bacterias hidrocarbonoclasticas (18x10%) y

50x10* de actinomicetos en la rizosfera de E. palustris crecida en suelo con 75 g de HTP.

La simbiosis del hongo micorricicos arbuscular (Figura 26), fue observada en todos los
tratamientos y evidencia diferencias estadisticas (Tukey, p<0.05; anexo, Cuadro 4) en
los porcentajes de hifas, arbusculos, vesiculas y esporas intraradicales (Cuadro 10) por
efecto de las diferentes concentraciones de petréleo crudo en suelo. La mayor cantidad
de hifas (74 y 76%) y vesiculas (32 y 26%) fue observada en suelo con 14 y 29 g/kg de
PC; la menor cantidad de hifas y vesiculas (48 y 8%) fue en 42 g/kg de concentracion de
PC. Los arbusculos fueron inhibidos en suelo sin PC, y estimulados en porcentajes bajos
entre 9 a 2 % en concentraciones 4 a 75 g/kg, pero decrecen conforme aumenta la

concentracion de PC en suelo (-.415**, Cuadro 11).

La cantidad de esporas intraradicales (8 a 4%) son favorecidas por la concentracion de
PC, el mayor porcentaje (8%) en suelo con 14 g/kg y la menor cantidad (2%) en suelo
sin PC. Global andlisis estadistico muestra que la colonizacion total fue estimulada en
las tres primeras concentraciones (4, 14 y 29 g/kg) comparada con el suelo control, el
incremento fue 39, 38 y 5% respectivamente. Alejandro-Cordova et al., (2017) reporta
HMA en tienen habilidad de colonizar raices de L. hexandra en suelo entre 3 a 60 g/kg

de petroleo siendo mayor respecto al control.

La habilidad del HMA para colonizar J. curcas en suelo hasta 29 g/kg de petréleo crudo
puede ser explicado porque induce efecto hormesis (Calabrese, 2012) sobre el
crecimiento de las raices, como ha sido demostrado en este estudio (Figura, 24A) con
IRT = a 1 para numero de raices y longitud de raiz. Esta induccion del crecimiento de las
raices en la micorrizosfera de J. curcas asegura la disponibilidad de carbono, nutrientes,
oxigeno y CO:2 para la germinacion de las esporas del HMA (Timonen and Marschener,
2006).
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Cuadro 9. Poblacién de cinco grupos microbianos a la semana 27 rizosfera de J. curcas
en suelo contaminado con petréleo crudo tratado con fitorremediacion de Julio a
diciembre 2021.

Petréleo Bacterias Actinomicetos Hongos
(9/kg) HTRT Hidrocarbonoclasticas HTR Hidrocarbonoclasticos
vieeeen.. 103 UFC glrizosfera seca............. | ..... 10°UFCg! rizosfera seca....

1332c" 12d 72c 16bc 97cd
1495b 36a 205c 12cd 138ab

14 1420bc 31b 259bc 34a 159a

29 1157d 23c 662b 8de 117bc

42 1418bc 30b 639b 6e 73d

56 2284a 24c 1357a 13c 131ab

75 1018e 30b 1352a 20b 114bc

Sin 1332B8 12B 72B 16A 97B

Con 1465A 29A 746A 15A 122A

r2 .98 .93 .88 .95 a7

CcVv 3.79 7.7 27.7 11.9 11.8

tHTR: heterétrofas (0). TLetras mindsculas diferentes por columna indica diferencias estadisticas
significativas (Tukey p<0.05, n=12). SLetras mayusculas diferentes por columna indica diferencias
estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=36 suelo con petréleo, n=9 suelo sin petroleo).
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Cuadro 10. Porcentaje de hifas, arbusculos, vesiculas, esporas intraradicales, y
colonizacion total del hongo micorricico arbuscular en Jatropha curcas con

diferentes concentraciones de petrdleo crudo. Semana 27.

Petréleo Colonizacién (%)

(g/kg r.s) Hifas Arbusculos Vesiculas Esporas Total

0 57+8abf Ob 13+0.66¢ 2+0.3b 18+3.9b
4 74+8.7ab 9+0.32a 32+0.3a 4+0.5b 30+2.5a
14 76+4.8a 7+0.3ab 26+0.42ab 8+0.6a 29+1.7a
29 58+1.8ab 3+ 0.4ab 13+0.2bc 3+.02b 19+1.5ab
42 48+11.5b 2+0.2ab 8+0.4c 4+0.5b 16+4b
56 53 + 17ab 3+0.2ab 11+0.8c 6+0.6b 18+7b
75 49+9.7ab 5+0.4ab 10+0.87c 4+0.3b 17+ 7.4b
Sin 57+8.2AT7 0 13+6.6BA 2+2.9B 18+3.9B
Con 60+15.9A 5+3.8A 17+10A 5+4.5A 22+7.1A
r2 0.37 0.36 0.68 0.15 0.54

CcVv 19.8 17.5 13.8 19.5 21

TLetras minUsculas diferentes por columna indica diferencias estadisticas significativas
(Tukey p<0.05, n=9). TLetras mayusculas diferentes por columna indica diferencias
estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=36 suelo con petréleo, n=9 suelo sin petréleo).

Figura 26. Estructuras fungicas del hongo micorricico arbuscular en raices de J. curcas

a las 27 semanas de exposicion al PC a 40x. A) Hifas y vesicula. B) Hifas y esporas.
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5.5. Remocién de hidrocarburos totales del petréleo desde larizosfera de J. curcas

y su relacién con parametros de crecimiento y microorganismos

Los resultados de la remocién, en los tratamientos con fitorremediacion muestran
diferencias significativas (Tukey <0.05; anexo, Cuadro 7) (Figura 27). El alto porcentaje
de remocion (54.8%) ocurrié en suelo con 4 g/kg de PC, en contraste, la baja remocion
(37%) en suelo con 75 g/kg. Resultados diferentes fueron obtenidos por Nero (2020) al
establecer J. curcas en suelo con 22.6 g/kg de HTP a la semana 16 solo remueve un
16.2%. Agamuthu et al. (2010) en suelo con 25 y 10g/kg de lubricante de petréleo
estimula al dia 180 un 89.6% y 96.6% de remocion, respectivamente. Este Ultimo reporte
sugiere que J. curcas sin estimulantes organicos para suelos de Asia y Africa tiene
potencial para usarla en tecnologias de fitorremediacion, sin embargo, Nero (2020)

recomienda a J. curcas pero estimulada con fertilizantes organicos.

En particular en nuestra investigacion en suelos Gleysol con 29 g/kg de PC ubicados en
el estado de Tabasco, J. curcas a la semana 27 remueve 45.3 %, lo que equivale
respecto a lo reportado por Nero (2020) una eficiencia del 64.2% en remocion de HTP
en el tropico hiumedo mexicano, pero 11 semanas mas de permanencia en el suelo. Asi
mismo, si se compara con la remocién reportada por Agamuthu et al. (2010) es menos
eficiente en un 49.4%. Por lo anterior, J. curcas puede usarse en tecnologias de
fitorremediacion para suelos Gleysol del tropico himedo de México, posiblemente
prolongando su permanencia en el sitio hasta completar su fase de crecimiento inicial
por dos afios (Heller, 1996). Tiempo requerido en el tropico de México para continuar con
la fase de floracion y fructificacién. Esto permitird que el sistema radical aumente y se
establezca mayor diversidad de microorganismos que remueva a los hidrocarburos del

petréleo.

Al respecto, nuestro estudio identifica que la remocion tiene relacion altamente
significativa (**), pero negativa (-.694**) con dosis de petréleo, correlacién positiva con
produccion de MSR (.494**) y MSA (.601**), asi como con la colonizacion intraradical de
la micorriza arbuscular; HIF=.473*, ARB=.503**, VES=.526**, COT=.551** (Cuadro 11),

y sin relacion alguna con bacterias, actinomicetos y hongo de vida libre.
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La asociacion del HMA con J. curcas, es una fortaleza para ella debido a que contribuye
a la adaptacién, crecimiento y nutricion de la planta bajo condiciones ambientales
(Nardini et al., 2011). Joner and Leyval. (2003) reporta que Glomus mosseae tiene
habilidad para asociarse en suelo con hidrocarburos policiclicos aromaticos. Existen
reporte que el establecimiento de los HMA en el sistema radical de algunas plantas
contribuye para degradar y reducir la toxicidad de hidrocarburos policiclicos aromaticos
(Jones and Leyval 2003; Gamal, 2005; Hernandez-Ortega et al., 2012).

Aunque en esta investigacion no se encontrd relacion alguna entre bacterias,
actinomicetes y hongos de vida libre, si lograron establecerse en suelo contaminados, y
segun Zambrano y Araujo (2015) los microorganismos que logran establecerse en suelo
con PC, significa que utilizan como fuente de carbono y energia, a los hidrocarburos del
petréleo. Ellos los oxidan y reducen a metabolitos secundarios y en el mejor de los casos

hasta CO2y H20, utilizando enzimas monooxigenas y dioxigenasa (Madigan et al., 2015).

R2 = 0.8597
ab

y =-3.1186x + 57.993

ab

Remocion (%)
w N a1
o o o
T T T

= N
o o
T T

o

Petréleo crudo g/kg rizosfera seca

Figura 27. Remocion de hidrocarburos totales del suelo contaminado con petroleo

durante julio a diciembre 2021. Letras diferentes de medias de tratamientos con diferencias

estadistica significativas (Tukey, p < 0.05, n = 4)
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Cuadro 11. Relacién entre petroleo crudo, materia de planta, microorganismos y remocion

de hidrocarburos totales del petroleo

MSR' MSAS ACT P HHC®  HIF™ ARB®  VES PP COT™  REMTT
PCT -886* -.856* .892* -416* -.627**  -415%* - 739* -.675**  -.694**
MSR 1 .850*  -.810** NS™M  503** NS .550** S11%* . 494**
MSA 1 - 731 428 720" NS 728** 47 .601**
ACT 1 NS -.457 NS -.589** -515*  -.642**
HHC 1 533**  .434* .645** .612** NS
HIF 1 S531%* 794** 946  473*
ARB 1 .680** .663**  .503**
VES 1 911**  .526**
CoT 1 .551*
REM 1

TPC petréleo crudo. T™MSR material seca raiz. SMSA materia seca aérea. PACT actinomicetos.
"HHC hongos hidrocarbonolcasticos. "HIF hifas. SARB arbusculo, PPVES vesiculas. **COT
colonizacién total de la micorriza arbuscular. TTTREM remocion de hidrocarburos totales del

petréleo. ™MINS no significativo. 33; *** Altamente significativo (Tukey, p<0.01).
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VI.  CONCLUSION
6.1. Conclusion general

Jatropha curcas originaria del estado de Veracruz, es una planta versatil no toxica que
tiene potencial de uso durante su crecimiento y produccién en protocolos de toxicidad y
fitorremediacion de suelos con petréleo. J. curcas manifiesta toxicidad en crecimiento y
produccion, pero también hormesis en crecimiento por exposicion a 4, 14, 29, 42,56y 75
g/kg de petroleo crudo, asi mismo induce entre 54.8 a 37% la remocion de hidrocarburos
totales del petréleo del suelo asociada a la simbiosis del hongo micorricico arbuscular.
Se recomienda el uso de J. curcas en protocolos de toxicidad ambiental y a tecnologias
ex situ de fitorremediacion aplicada a suelos del estado de Tabasco que contengan entre
4 a 75 g/kg de petréleo crudo por 27 semanas y mayor a 27 semanas en suelo
conteniendo hasta 75 g/kg de petroleo crudo. Por lo tanto, se acepta la hipotesis.

6.1.1 Conclusiones particulares

El efecto de la exposicion a petréleo indujo menor altura de planta, nimero de hojas
durante las 27 semanas secuenciales, pero a partir de la semana 18 el didmetro basal

fue mayor respecto al testigo en suelo con 4, 14, 29y 42 g /kg PC. Hipotesis aceptada.

J. curcas presenta fases de crecimiento convencionales de altura de planta, niumero de
hojas totales y didmetro basal, pero fue sensible al estrés por el petroleo crudo e indujo
cambios notorios en la fase de adaptacion al prolongarla, acortar la fase lineal y adelantar

la senescencia. Hipo6tesis aceptada.

J. curcas a la semana 27 indujo indices relativos de toxicidad en crecimiento (altura de
planta y nimero de hojas) y produccion (materia seca raiz y aérea) < a 1, por lo que es
una planta promisoria para proponerla en protocolos de toxicidad a suelos contaminados

con petréleo crudo. Hipotesis aceptada.

El petréleo indujo a la semana 27 IRT = para diametros basal, area de hoja, nUmero y
longitud de raices de J. curcas, parametros basicos en su potencial fitorremediador de

un suelo con petréleo crudo. Hipotesis aceptada.

64



El efecto del petréleo indujo mayor poblacién de bacterias heterétrofas, actinomicetos,
hongos heterotrofos, bacterias y hongos hidrocarbonoclasticos, asi como la colonizacion
antirradical de tres estructuras del hongo micorricico arbuscular en la rizosfera de J.
curcas. Por lo que es una rizosfera con alta colonizacion que puede ser promisoria de la

recuperacion de suelos con petréleo crudo. Hip6tesis aceptada.

El efecto de la concentracion de petrdleo en el suelo a la semana 27 en la remocién de
hidrocarburos totales del petroleo, y su relacion positiva con estructuras intraradicales
del hongo micorricico arbuscular concluye, que J. curcas bioestimula la degradacion en
suelos con bajas concentracion de petréleo en un 54%, pero es limitadas en
concentraciones de hasta 75 g/kg de petréleo crudo al remover un 37%. Hipotesis

aceptada.
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ANEXOS

Cuadro 1. Analisis de varianza de altura de planta, diametro basal y hojas totales en
189 tratamientos (7 dosis de Petréleo por 27 semanas)

Fuente de Grados Sumade Cuadrado F calculada Pr>F
variacion de cuadrados medio
libertad

Altura
Petroleo 6 24289.6 4048.3 4535.236 <2.2e16*xx
Semana 26 16639.7 640 716.975 <2.2e716 %+
Petréleo: UEE 21 2131.2 101.5 113.694 <2.2e716 *xx
Petréleo: semana 156 8888.1 57 63.829 <2.2¢16 ***
Residuales 546 487.4 .9
Diametro basal
Petréleo 6 2504.7 417.44 571.259 <2.2e16%
Semana 26 28172.6 1083.56 1482.823 <2.2e716 *x*
Petroleo: UEE 21 445.8 21.23 29.048 <2.2e716 ***
Petroleo: semana 156 1173.6 7.52 10.295 <2.2e716 ***
Residuales 546 399 0.73
Hojas totales
Petroleo 6 8029.2 1338.21 1058.531 <2.2e16 ***
Semana 26 22141.1 851.58 673.606 <2.2e710 *x*
Petréleo: UEE 21 1212.5 57.74 45.671 <2.216 %+
Petréleo: semana 156 2159.9 13.85 10.952 <2.2e716 ***
Residuales 546 690.3 1.26

: 1 a 27 semanas. (Tukey p<0.05, n=4).
ISignificancia: *Significativo; **Muy significativo; ***Altamente significativo.
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Cuadro 2. Analisis de varianza del crecimiento y materia seca de J. curcas expuesta

al petroleo crudo a la semana 27.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrados medio calculada
libertad
Altura (cm)
Petroleo 6 1968.5 326.4 61.52 <0.0001
Error 21 1114 5.31
Total 27 2070.06
r2 0.93
Ccv 8.8
Diametro basal
Petréleo 6 181.07 30.18 9.03 0.0001
Error 21 70.2 3.34
Total 27 251.2
r2 0.64
Cv 7.43
Numero de hojas
Petréleo 6 659.7 109.95 18.18 <0.0001
Error 21 127 6.05
Total 27 786.7
r? 0.79
CcVv 12.17
Area de hoja
Petréleo 6 14566.04 2427.67 17.74 <0.0001
Error 21 2874.10 136.86
Total 27 1744.14
R2 0.84
Cv 11.62
Raiz numero
Petréleo 6 83474.71 13912.45 17.05 <0.0001
Error 21 171135 815.95
Total 27 100609.7
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r2

CcvVv

Raiz longitud
Petréleo

Error

Total

r2

Ccv

Materia seca raiz

Petroleo
Error
Total

r2

Cv
Materia aérea
Petréleo
Error
Total

r2

Cv

.78
13

21

27
0.59
19.80

21
27
.85
17.84

6

21
27
72
19.1

1588.97
736.57
2325.54

316.8
42.2
359

1592.8
433.86
2026.67

264.83
35.07

52.8
2.01

265.47
20.66

7.55 0.0002
26.27 <0.0001
12.85 <0.0001

TSemana 27 (Tukey p<0.05, n=4).

***Altamente significativo.

T: Significancia: *Significativo; **Muy significativo;
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Cuadro 3. Andlisis de varianza de poblacion de bacterias heterétrofas (BH), bacterias
hidrocarbonoclasticas (BHC), Actinomicetos (ACT), hongos totales (HT) en rizosfera

de J. curcas después de 27 semanas de fitorremediacion. Julio a diciembre 2021.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado medio F Pr>F
variacion de cuadrados calculada
libertad
BH
Petréleo 6 3948546345113.4 658091057518.9 218.8 <0.0001
Error 21 63157792857.8 3007513945.6
Total 27 4011704137971.3
BHC
Petréleo 6 1538240378.2 256373396.37 60.7 <0.0001
Error 21 88583544.75 4218264.04
Total 27 1626823922.96
ACT
Petréleo 6 6712246259075.43 1118707709845.9 34.4 <0.0001
Error 21 681462332501.25 32450587261.91
Total 27 7393708591576.68
HH
Petréleo 6 20919210.93 3486525.16 96.28 <0.0001
error 21 760475.75 36213.13
Total 27 21679686.63
HHC
Petréleo 6 190980467.86 1997948.77 15.93 <0.0001
Error 21 41956924.25
Total 27 232937392.11

TSemana 27. Tukey p<0.05, n=12. T: Significancia: *Significativo; **Muy significativo; ***Altamente
significativo.
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Cuadro 4. Analisis de la colonizacion del hongo micorricico arbusculares (hifas,

arbusculos, vesiculas, esporas intraradicales y total) en simbiosis con Jatropha

curcas expuesta a diferentes concentraciones de petroleo crudo. Semana 27.

Fuente de Grados  Suma de Cuadrado F calculada Pr>F
variacion de cuadrados medio
libertad
Hifas
Petroleo 6 3100.74 516.79 3.69 0.0117
Error 21 2944.19 140
Total 27 6044.93
Arbusculos
Petréleo 6 213.96 35.66 3.55 0.0139
Error 21 211.05 10.05
Total 27 425.01
Vesiculas
Petréleo 1 1908.07 318.01 10.55 <0.0001***
Error 21 633.13 30.15
Total 27 2541.2
Esporas
Petroleo 6 77.59 12.93 0.62 0.7098
Error 21 435.8 20.75
Total 27 513.39
Colonizacion
total
Petroleo 6 817 136.17 6.37 0.0006***
Error 21 449 21.38
Total 27 1266

TSemana 27. Tukey p<0.05, n=9) , ": Significancia: *Significativo; **Muy significativo;

***Altamente significativo.
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Cuadro 5. Anélisis de varianza de Indice relativo de toxicidad (IRT) al petréleo crudo

en altura de planta (AP), didmetro basal (DB), hojas totales (NHT), area de hoja (AH),

namero de raices (NR), longitud de raiz (LR), materia de raiz (MSR) y materia area

(MSA) de Jatropha curcas a la semana 27 de exposicion a petréleo.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrados medio calculada
libertad
AP
Petroleo 5 0.38 0.08 37.87 <.0.0001***
Error 18 0.04 0.0002
Total 23 0.41
r2 .89
CcVv 8.1
DB
Petroleo 5 0..30 0.6 9.83 <.0.0001***
Error 18 0.11 0.1
Total 23 0.42
r2 .66
CcVv 7.7
NHT
Total 5 0.28 0.06 21.39 <.0.0001***
Petréleo 18 0.05 0.0002
Error 23 0.32
Total .82
r2 8.1
Cv
AH
Petréleo 5 1.57 0.31 23.97 <.0.0001***
Error 18 0.24 0.01
Total 23 1.81
R2 .83
CVv 10.3
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NR
Petroleo
Error
Total

r2

Ccv

LR
Petroleo
Error
Total

r2

CcVv
MSR
Petréleo
Error
Total

r2

Cv
MSA
Petréleo
Error
Total

r2

CcVv

18
23
.78
14.2

18
23
.76
14.7

18
23
.79
20.3

5

18
23
.68
21.4

1.47
0.31
1.77

3.44
0.78
4.22

1.04
0.21
1.25

1.22
0.40
1.63

0.29
0.02

0.69
0.4

0.21
0.01

0.24
0..02

17.27

15.89

17.85

10.97

<.0.0001***

<.0.0001***

<.0.0001***

.0.0001***

TSemana 27. Tukey p<0.05, n=4). : Significancia: *Significativo; **Muy significativo;
***Altamente significativo.
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Cuadro 6. Andlisis de varianza del indice de absoluto de toxicidad para crecimiento

(IATC), indice de absoluto de toxicidad para producciéon (IATP) e indice total de

toxicidad (ITT) al petréleo crudo que incluye IATC+IATP de Jatropha curcas a la

semana 27.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrados medio calculada
libertad
IATC
Petroleo 5 0.61 0.12 23.81 <.0.0001***
Error 18 0.09 0.01
Total 23 0.70
r2 .83
CcVv 7.6
IATP
Petroleo 5 1.1 0.22 17.72 <.0.0001***
Error 18 0.22 0.01
Total 23 1.33
r2 .78
CcVv 18.1
ITT
Petroleo 5 0.69 0.14 24.8 <0.0001***
Error 18 0.10 0.01
Total 23 0.78
r2 0.84
cv 8.6

fSemana 27. (Tukey p<0.05, n=24 para IATC; n=8 para IATP; n=32 para ITT).

T Significancia: *Significativo; **Muy significativo; ***Altamente significativo.
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Cuadro 7. Analisis de varianza de la remocién de hidrocarburos totales del suelo

contaminado con petroleo durante julio a diciembre 2021.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrados medio calculada
libertad
Remocidn
Petrdleo 6 8390.44 1398.41 81.97 <0.0001***
Error 21 358.27 17.06
Total 27 8748.7
r2 0.95
Cv 10.2

. Semana 27. Tukey p<0.05, n=4). T: Significancia: *Significativo; **Muy significativo;
***Altamente significativo.
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