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POBLACIONES DE BACTERIAS, HONGOS Y COLEMBOLOS DURANTE LA
FITORREMEDIACION DE SUELO CONTAMINADO CON DIESEL
Ana Carolina Guerrero Chavez, M en C.
Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN

La contaminacion con hidrocarburos del diésel altera las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo, disminuyendo su productividad. Durante la fitorremediacion, las plantas
liberan compuestos organicos que favorecen la diversidad y la actividad de microorganismos
rizosféricos y de la mesofauna. Este trabajo evalud el impacto del diésel en la abundancia de
diferentes grupos funcionales bacterianos, y la abundancia de colémbolos en un sistema de
fitorremediacién en mesocosmos. Se establecieron seis tratamientos: 1) Control; 2)
Medicago sativa; 3) 10,000 mg diésel kg; 4) 20,000 mg kg*; 5) M. sativa con 10,000 mg
kg, y 6) M. sativa con 20,000 mg kg™. Los tratamientos se muestrearon a las 24 h, y a los
4, 8 y 12 meses, después de la contaminacion. Los grupos funcionales bacterianos se
cuantificaron en medios selectivos, y los colémbolos se extrajeron con el embudo de
Berlesse-Tullgreen. El diésel a 10,000 mg kg?, estimul6 la poblacion de bacterias, y
promovié la nodulacién en M. sativa. La biomasa microbiana (bacterias, hongos vy
actinobacterias) medida con acidos grasos aumentd por efecto del diésel y de la planta. La
biomasa de hongos micorrizicos arbusculares incrementé a los 8 meses de la contaminacion,
y de manera particular en el tratamiento con mayor concentracion de diésel a los 12 meses.
Los colémbolos se observaron en los tratamientos contaminados después de un afio, mientras
que en el control se encontraron después de 4 meses. Después de 12 meses de la
contaminacion, la degradacion de hidrocarburos del diésel fue mayor del 50 %; sin embargo,
el suelo con planta y diésel a 20,000 mg kg, tuvo menor degradacion. La contaminacion
con diésel y el manejo de suelo, afect6 la abundancia de colémbolos, denotando su posible
uso como indicadores bioldgicos de la recuperacion de suelo después de la contaminacién

con diésel.

Palabras clave: Bacterias fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fosfatos, lipoliticas,

actinobacterias, hongos filamentosos, hongos micorrizicos arbusculares, alfalfa.



POPULATION OF BACTERIA, FUNGI AND COLLEMBOLA DURING THE
PHYTOREMEDIATION OF DIESEL-CONTAMINATED SOIL
Ana Carolina Guerrero Chavez, M. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT
The diesel contamination alters physical, chemical and biological properties of soil,
decreasing its productivity. During phytoremediation, plants release organic compounds that
promote the diversity and activity of rhizosphere microorganisms and mesofauna. This work
evaluated the impact of diesel on the abundance of different bacterial functional groups, and
the abundance of collembolans in mesocosms during the phytoremediation with Medicago
sativa. Six treatments were established: 1) Control; 2) Medicago sativa; 3) 10,000 mg diesel
kgt; 4) 20,000 mg kg*; 5) M. sativa with 10,000 mg kg%, and 6) M. sativa with 20,000 mg
kg, Treatments were sampled at 24 h, and at 4, 8 and 12 months after contamination. The
bacterial functional groups were quantified in selective media, and the collembola were
extracted with the Berlesse-Tullgreen funnel. Diesel at 10,000 mg kg™, stimulated the
bacterial population, and promoted the nodulation in M. sativa. The microbial biomass
(bacteria, fungi and actinobacteria) measured as fatty acids increased due to the effect of
diesel and plant activity. The biomass of arbuscular mycorrhizal fungi increased after 8
months of contamination, and particularly in the treatment with the highest concentration of
diesel at 12 months. Collembolans were observed in the contaminated treatments after one
year, while in the control they were found after 4 months. After 12 months of contamination,
the degradation of diesel hydrocarbons was greater than 50%; however, the soil with plant
and diesel at 20,000 mg kg had the lowest degradation. Diesel contamination and soil
management affected the abundance of collembolan by which these organisms have potential

use as biological indicators of soil recovery after diesel contamination.

Key words: Nitrogen fixing bacteria, phosphate solubilizers, lipolytics, actinobacteria,

filamentous fungi, arbuscular mycorrhizal fungi, Alfalfa.
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1. INTRODUCCION

Los hidrocarburos del petroleo son contaminantes que se acumulan en el ambiente
debido a actividades humanas, y representan un serio problema debido a que son tdxicos,
mutagénicos y/o cancerigenos (Covino et al., 2016; Pacwa-Ptociniczak et al., 2016), ademas
de que son una amenaza adicional para la comunicacion de las plantas con su microbioma
(Dubey et al., 2016). Por lo anterior, el desarrollo eficiente de tecnologias de remediacién es
uno de los principales objetivos de los ingenieros, ecologos y biotecn6logos ambientalistas
(Pacwa-Ptociniczak et al., 2016).

Aunque existen técnicas de remediacion fisicas, quimicas y bioldgicas, las técnicas de
biorremediacion, como la fitorremediacion, son una alternativa econémica y ambientalmente
amigable para la descontaminacion del suelo y se basan en la capacidad de las plantas para
liberar compuestos organicos (como &cidos organicos, aminoacidos, proteinas, azucares o
fenoles) al suelo a través de la raiz (Bais, et al., 2004; Kirk et al., 2005; Alisi et al., 2009), lo
que mejora la estructura del suelo e incrementa la densidad, la diversidad y la actividad de
los microorganismos, o bien, se pueden inducir sistemas de enzimas y genes derivados de las
poblaciones de hongos y bacterias (Covino et al. 2016; Pacwa-Ptociniczak et al. 2016; Wei
et al. 2014), los cuales aceleran la biorremediacion del suelo al ser capaces de transformar o
degradar los hidrocarburos. Algunas de estas bacterias son promotoras del crecimiento de
plantas (PGPB, por sus siglas en inglés) y pueden incrementar la biomasa vegetal por
diferentes mecanismos como la produccion de fitohormonas y sideroforos, la fijacion de
nitrégeno y la solubilizacion de fosfatos (Gerhardt et al. 2009; Glick 2003; Kukla et al.,

2014).



Entre las plantas méas utilizadas en la fitorremediacion estan las gramineas y las
leguminosas, ya que tienen un alto porcentaje de tolerancia a la contaminacién con
hidrocarburos y metales pesados; poseen una alta degradacién de contaminantes; y ademas,
las leguminosas son capaces de fijar nitrogeno atmosférico a través de ndédulos y no compiten
por este recurso con los microorganismos (Minai-Tehrani, 2008; Minoui et al., 2015).

Algunos estudios han demostrado que la combinacién de hongos y bacterias puede
incrementar la eliminacion de compuestos recalcitrantes como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Chen et al., 2016; Fan et al., 2014; He et al., 2014; Qiao et al., 2014). Es
probable que, después del consumo de los nutrientes disponibles, los hongos obtengan una
ventaja competitiva sobre las bacterias debido a su capacidad de usar mayor nimero de
fuentes de carbono recalcitrantes (Langarica-Fuentes et al., 2014).

Los invertebrados del suelo como los colémbolos, son un grupo clave en los sistemas
contaminados con hidrocarburos del diésel en el suelo, debido a que estan expuestos
directamente a los contaminantes y son esenciales para la salud y funcionamiento del sistema
edafico por su papel en el reciclaje de nutrientes. Los impactos de los hidrocarburos en las
comunidades de invertebrados se pueden modificar debido a cambios de diferentes
propiedades ambientales disminuyendo la riqueza y abundancia de éstos (Wasley et al.,
2016).

Los microorganismos como hongos y bacterias participan activamente en la
degradacion de los hidrocarburos del petréleo, y junto con la mesofauna del suelo, como
acaros y colémbolos, son componentes principales en las redes troficas. Estos, ademas de
participar en el reciclaje de la materia, promueven el crecimiento de hongos y bacterias y los
mantiene fisiolégicamente activos ya que son parte de su fuente de alimentacion (Mulder,

2006; Pausch et al., 2016). Los estudios sobre el funcionamiento de las redes troficas en
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sistemas contaminados con hidrocarburos del petréleo, como el diésel, son escasos, por lo
que es esencial tener un conocimiento integrado y holistico de la biologia de la rizésfera para
el mantenimiento y el manejo de los sistemas terrestres bajo condiciones adversas. Ademas,
este conocimiento puede ser usado para manipular los sistemas rizosféricos con fines de
biorremediacion, aumentar de la biomasa vegetal, producir biocombustibles, secuestrar
carbono en el suelo, e inducir una produccién agricola sostenible (Dubey et al., 2016) en
areas que fueron dafiadas por derrames de hidrocarburos.

El conocimiento de la biodegradacién de los hidrocarburos del petroleo desde el punto
de vista de la comunidad de microorganismos edaficos, no ha considerado la importancia de
diferentes niveles de las redes tréficas en el suelo. Lo anterior, es fundamental para entender
el potencial que tienen los microorganismos autdctonos para tolerar y eventualmente
biodegradar contaminantes, ya que la recuperacion de un sistema contaminado con
hidrocarburos depende ademés del tipo y concentracién de los contaminantes, de la
diversidad funcional microbiana, de las especies involucradas y su relacion en los diferentes

niveles troficos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Contaminacion por hidrocarburos

Los hidrocarburos del petréleo que entran al sistema pueden ser degradados o retenidos
de manera natural por diferentes procesos fisico-quimicos y bioldgicos como la
volatilizacion, foto-oxidacion, adsorcion a la materia organica, lixiviacion, absorcion de las
plantas o degradacioén microbiana (Kuppusamy et al., 2017; Okere y Semple, 2012). La tasa
en la que estos procesos ocurren y la proporcion de hidrocarburos del petréleo que son
degradados o retenidos en el suelo dependen de diferentes factores como el tipo de suelo y
de sus propiedades (porcentaje de materia organica, arcillas y contenido mineral;
temperatura, humedad, potencial redox, disponibilidad de los nutrientes, presencia y
actividad de microorganismos capaces de degradarlos), y de las propiedades fisicoquimicas
de los hidrocarburos como su masa molecular, biodisponibilidad y toxicidad (Barnier et al.,
2014; He et al., 2014). La mayoria de los sitios contaminados con hidrocarburos del petréleo
de los que se tienen datos a nivel mundial (Figura 1) son primordialmente las zonas
industriales abandonadas que presentan como principales contaminantes una mezcla de
hidrocarburos de alto y bajo peso molecular junto con metales pesados que se encuentran en
areas de alta demanda comercial (periféricas a zonas urbanas, recreativas o habitacionales)

(Thavamani et al., 2012).

2.2 Situacion de la contaminacion por hidrocarburos del petrdleo en México

En México la contaminacion del suelo por petréleo y sus derivados ocurre durante las
actividades de extraccion, transporte, tomas clandestinas, y mal manejo de las diferentes
sustancias. La SEMARNAT (2016) reportd 4078 sitios contaminados por emergencias

ambientales entre 2008 y 2015; siendo los estados de Veracruz (con 391 emergencias
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ambientales) y Guanajuato (con 237) los mas contaminados. Los principales contaminantes
involucrados en estas emergencias ambientales fueron los hidrocarburos (1,175

emergencias), gasolina (1,057 emergencias) y diesel (554 emergencias) (Figura 2).

Noruega | 24

Austria | 40

Nueva Zelanda | 51
Suecia | 100
Suiza | 100
Dinamarca | 124
Australia | 132

Holanda | 234

Francia 800
Reino Unido 2300

Estados Unidos 000

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Figura 1. NUmero de sitios contaminados con hidrocarburos a nivel mundial (Kuppusamy et al.,
2017).

Gas natural
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Figura 2. Contaminantes involucrados en emergencias ambientales reportadas en México en el
periodo de 2008 — 2015 (SEMARNAT, 2016).



2.3 Técnicas de remediacion

Existen diversas técnicas de remediacion del suelo, tanto in situ como ex situ, entre
ellas hay fisicas, quimicas y bioldgicas. Las dos primeras son mas rapidas pero mas costosas
y muchas veces son incluso, destructivas al ambiente, mientras que la remediacién bioldgica
es mas segura y economica. Dentro de las tecnologias de remediacion fisicas y quimicas estan
la remediacion electrocinética, el lavado de suelos, extraccion por solvente, inundacion de
suelos, extraccion de vapores, solidificacion y estabilizacion, tratamientos con reacciones de
oxidacion-reduccion, separacion fisica, desorcion térmica, incineracion, vitrificacion y

pirolisis (Volke-Sepulveda y Velasco, 2002).

2.4 Biorremediacion

La biorremediacion es el uso de microorganismos para descomponer los hidrocarburos
(Wennerstrom, 1995; Chapelle, 1999; losob et al., 2016). La actividad microbiana en el
proceso de la biorremediacion esta restringida por un numero de factores como bajos
nutrientes, bajo nivel de donadores de electrones y baja biodisponibilidad de los
contaminantes (Ron y Rosenberg, 2014), por lo que el éxito de esta técnica depende de que
los hidrocarburos se encuentren biodisponibles, ademas de que los microorganismos tengan
las condiciones adecuadas para reproducirse (nutrientes, temperatura, pH, y sus nichos
fundamentales) (Martin et al., 2014; Vidali, 2001). Estas limitaciones pueden ser superadas
introduciendo nutrientes, donadores/aceptores de electrones y surfactantes, a los sitios
contaminados, para mejorar el potencial de biodegradacion de los microorganismos

autoctonos (Masakorala et al., 2013).



Dentro de la biorremediacién se han desarrollado diferentes técnicas para acelerar el

proceso de remediacion de los suelos, mejorando al mismo tiempo su estructura,

productividad y diversidad microbiana.

Bioestimulacion: circulacién de soluciones acuosas que contengan nutrientes para
estimular la actividad de los microorganismos autéctonos y mejorar la
biodegradacion de contaminantes organicos (Taylor y Jones, 2001). El nitrégeno vy el
fosforo son los nutrientes limitantes comunmente utilizados durante la

bioestimulacion (Chang et al., 2010; Steliga et al., 2012).

Bioaumentacion: consiste en la adicion de microorganismos vivos, que tengan la
capacidad de degradar el contaminante, para promover su biodegradacion o

biotransformacion (Castiglione et al., 2016).

Biolabranza: la superficie del suelo contaminado es tratado en el mismo sitio por
medio del arado. El suelo se mezcla con nutrientes y suelo sin contaminar y se
remueve periddicamente para favorecer su aireacion, controlando el pH y la

temperatura (Wang et al., 2016).

Composteo: el material contaminado se mezcla con agentes de volumen (paja,
aserrin, estiércol), para mejorar el balance de nutrientes y mejorar la aireacién y
generacion de calor. Los sistemas de composteo incluyen tambores rotatorios,
tanques circulares, recipientes abiertos y biopilas (Velasco y Volke-Sepulveda,

2003).



- Fitorremediacion: utiliza las plantas para remover, transferir, estabilizar, concentrar
o0 destruir contaminantes en suelos, lodos y sedimentos, y puede aplicarse tanto in situ
como ex situ. Los mecanismos de fitorremediacién incluyen la rizodegradacion,

fitoextraccion, fitodegradacion y fitoestabilizacion (Alkorta et al., 2004).

2.5 Fitorremediacion

La fitorremediacion, representa una alternativa ambientalmente amigable para la
descontaminacion de hidrocarburos y algunos metales pesados, y se basan en la capacidad
de las plantas de acelerar la biorremediacién ya que las raices penetran en las capas profundas
del suelo, permitiendo que la concentracion de oxigeno aumente en la rizésfera (Alisi et al.,
2009) y libera compuestos organicos al suelo, lo que incrementa la densidad, diversidad y
actividad de los microorganismos o puede inducir enzimas derivadas de las poblaciones
bacterianas existentes (Kirk et al., 2005; Covino et al., 2016; Pacwa-Ptociniczak et al., 2016),
ademas de estabilizar, extraer o degradar los contaminantes (Wenzel, 2009; Masakorala et
al., 2013). Algunas de estas bacterias son promotoras del crecimiento de plantas (PGPR, por
sus siglas en inglés) y pueden incrementar la biomasa de las plantas por diferentes
mecanismos como produccion de fitohormonas, sideréforos, fijacion de nitrégeno vy

solubilizacion de fosfatos (Gerhardt et al., 2009; Glick, 2003; Kukla et al., 2014).

2.6 Rizosfera
Los suelos albergan una enorme diversidad de organismos que forman multiples redes
troficas que son fundamentales para el reciclaje de nutrientes en los ecosistemas (Mulder,

2006). En 1904, el agronomo aleman y fisiélogo de plantas Lorenz Hiltner uso por primera



vez el término rizosfera para describir la interfase planta-raiz. Hiltner describi6 a la rizésfera
como el &rea alrededor de la raiz de la planta que es habitada por una comunidad especifica
de microorganismos, influenciada por los compuestos liberados por la raiz (Hiltner, 1904).
La definicion de rizésfera se ha modificado para incluir tres zonas definidas por su
proximidad e influencia desde la raiz (Figura 3). La endorizosfera, que incluye el cortex y la
endodermis de la raiz; el rizoplano, que es la zona media directamente adyacente a la raiz,
incluyendo su epidermis y el mucilago; y la ectorizésfera, la zona mas externa y se extiende
hacia el suelo “desnudo”.

Debido a la complejidad y diversidad de los sistemas radicales, la rizsfera no es una
region de tamafio o forma definida, sino que consiste en un gradiente de propiedades
quimicas, fisicas y bioldgicas, que cambia a lo largo de la raiz (McNear Jr, 2013). Por otra
parte, lamicro y la mesofauna son componentes principales en las redes troficas que se llevan
a cabo en el suelo, y son factores determinantes para el reciclaje de la materia organica y para
el flujo de energia en los sistemas terrestres. Independientemente de su importancia, las
relaciones tréficas en el suelo han sido poco estudiadas (Pausch et al., 2016). S6lo unos
cuantos invertebrados tienen una funcién importante en la génesis de los suelos, y el papel
de &caros y colémbolos, junto con los enquitreidos y los neméatodos, es importante para el

metabolismo del suelo (Macfadyen, 1963; Van der Drift, 1965).
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Figura 3. Anatomia general de la raiz y las zonas que comprenden la rizosfera (Modificado de Ferrera
Cerrato, 1995).

Los colémbolos estan entre los grupos de animales mas abundantes y diversos, y
cumplen diferentes funciones en el suelo; por un lado, contribuyen a conformar la parte fisica
del suelo creando canales y aumentando la aireacion del suelo, y aportan a las propiedades
bioguimicas promoviendo la descomposicion de la materia orgéanica, y aumentando la
actividad e interacciones con hongos y bacterias (Lavelle et al., 2016). La parte fisica la
llevan a cabo con la descomposicion mineral y la reducciéon de hojarasca, formacion de
humus, y aumento del horizonte himico a través de excrementos (Ambroz y Nosek, 1967).
Ademas del reciclaje de materia organica, su importancia radica en los efectos secundarios a
través de la estimulacion de la actividad microbiana, distribucion de esporas, inhibicion de
micostasis y bacteriostasis, y la estimulacion del crecimiento microbiano como consecuencia
del “forrajeo” de colonias viejas. Asi, el consumo y la dispersion de estos microorganismos,
junto con su propia microbiota intestinal, aumenta la descomposicion de sustancias poco

digeribles, formando sustancias humicas (Butcher et al., 1971).
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Los colémbolos son parte importante de la rizosfera, ya que inducen cambios en la
arquitectura de la raiz. Endlweber y Scheu (2006) demostraron que Cirsium arvense y
Epilobium adnatum en presencia del colémbolo Protaphorura fimata, mostraron raices mas
largas y delgadas, y con mayor nimero de raicillas secundarias (Endlweber y Scheu, 2007).
El rango de descomposicion de materia orgénica por colémbolos se relaciona a la diferencia
cualitativa de su microbiota intestinal (Butcher et al., 1971). Estos organismos tienen
diferencias morfoldgicas que los separan dependiendo de su estilo de vida y fuentes de
alimentos (Christiansen, 1964; Rusek, 1998). Por ejemplo, en las capas superiores del suelo
los colémbolos (6rdenes Entomobryomorpha o Symphypleona) se alimentan de la hojarasca,
micro-algas, liquenes y musgos, mientras que los colémbolos que habitan en los estratos
inferiores (6rdenes Poduromorpha y algunos Entomobryomorpha) dependen del detritus, los
compuestos organicos liberados por las plantas y del micelio de hongos (Ponge, 2000;

Potapov et al., 2016).

2.7 Medicago sativa

Entre las plantas méas utilizadas para la fitorremediacion de hidrocarburos estan las
gramineas y las leguminosas, ya que se ha reportado que tienen un alto porcentaje de
degradacion de estos contaminantes debido a la capacidad de estimular el crecimiento de
microorganismos del suelo, como los degradadores de hidrocarburos, y a la liberacion de
enzimas implicadas en la biodegradacion de contaminantes en la zona de raiz (Glick, 2003;
Agnello et al., 2016; Cai et al., 2016; Chen et al., 2016; Marchand et al., 2016; Mclntosh et

al., 2017; Mukhopadhyay et al., 2017; Panchenko et al., 2017); ademas, las leguminosas son
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capaces de fijar nitrogeno atmosférico a través de sus nddulos, y no compiten por este recurso
con los microorganismos (Minai-Tehrani, 2008; Minoui et al., 2015).

La familia de las leguminosas (Fabaceae) se divide en tres subfamilias: Mimosoideas,
Cesalpinoideas y Papilionoideas. A esta Gltima subfamilia pertenece el género Medicago en
la que se encuentra la alfalfa, la cual tiene importancia agricola y forrajera. Medicago sativa
es una planta perenne de raiz gruesa y tallo lefioso; sus foliolos son ovalados u oblongos,
dentados en el &pice; tiene estipulas semi-lanceoladas, largamente acuminadas y dentadas en
la base. Sus flores son grandes (8-10 mm), en racimos oblongos multifloros sobre un
peddnculo no aristado, con corola violacea o azul; sus semillas son de 1.5 por 2.5 mm, ovales
(Figura 4a). Las raices de la alfalfa son abundantes y profundas; consta de una raiz principal,
robusta y pivotante y numerosas raices secundarias (Del Pozo, 1983). La raiz principal es
muy marcada y puede llegar hasta la capa freatica o roca madre a grandes profundidades (2
a5 m). Esto le da a la planta la capacidad para extraer agua de las capas mas profundas del
suelo (Bolton, 1962; Villax, 1963).

La alfalfa es capaz de asimilar nitrégeno atmosférico gracias a la simbiosis con ciertas
bacterias llamadas rizobias, que se desarrollan en las células de la raiz formando nédulos.
Estas rizobias son bacilos Gram negativos que en la ultima etapa de la simbiosis se
transforman en bacteroides vacuolados capaces de fijar nitr6geno atmosférico. La especie de
rizobia capaz de hacer simbiosis con la especie Medicago sativa es Sinorhizobium meliloti.
Los nodulos activos contienen un pigmento rojo de naturaleza proteica, cuyas bandas de
absorcion son similares a la hemoglobina de la sangre (Figura 4b), y que recibe el nombre de
leghemoglobina. Cuando un nédulo deja de ser activo, esta leghemoglobina pierde su color
rojo, y es facil de detectar a simple vista. También existe evidencia de que las leguminosas

son capaces de usar fuentes de fosforo que no estan disponibles para otras plantas al modificar
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el pH, haciendo soluble este elemento (Hall et al., 2011) y por la produccion de fosfatasas
que libera a través del sistema radical (Venterink, 2011). Estas caracteristicas hacen que la
alfalfa no tenga que competir con los microorganismos del suelo por recursos que pueden ser
limitantes en suelos contaminados con hidrocarburos.

Aunque el mayor efecto de la alfalfa en sitios con hidrocarburos se atribuye al
incremento en la actividad microbiana y a la fijacion simbiotica de nitrogeno, los exudados
radicales de M. sativa tienen una alta actividad peroxidasa, que aumenta en estos sitios ya
que produce hasta ocho diferentes tipos de peroxidasas, mientras que en el suelo libre de
contaminantes sélo se encontraron cinco diferentes, lo que explica su gran efectividad en la
fitorremediacién de sitios con hidrocarburos (Dubrovskaya et al., 2017; Muratova et al.,

2015).

Figura 4. Descripcion de la planta de alfalfa (Medicago sativa). a) Caracteres morfol6gicos (hojas,
tallo, flores y sistema radical) (llustracion: Norman Criddle, en Clark y Malte, 1913). b) Desarrollo

de nddulos activos de Sinorhizobium meliloti en la raiz de alfalfa (Guerrero-Chavez, 2017).
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2.8 Bacterias, hongos y colémbolos en suelos con hidrocarburos

La comunidad microbiana sufre cambios después de un derrame de hidrocarburos
debido al incremento en la abundancia de los microorganismos autoctonos capaces de tolerar
y degradar estos compuestos (Hamamura et al., 2006; Peng et al., 2008; Mikkonen et al.,
2011;). Entre las cepas mas comunes de hongos, aisladas de sitios con historial de
contaminacion, estan las pertenecientes al grupo Ascomycota y Sordariomycetes (generos
Aspergillus, Amorphoteca, Fusarium, Graphium, Neosartoria, Paecilomyces, Penicillium,
Sporobolomyces, Talaromyces, y levaduras de los géneros Candida, Pichia, Pseudozyma,
Rhodotorula, y Yarrowia); y en las cepas bacterianas, sobresalen las pertenecientes a los
grupos de Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Betaproteobacteria, Yy
Gammaproteobacteria (Covino et al., 2015; Bourceret et al., 2016; Marchand et al., 2016;
Pacwa-Plociniczak et al., 2016; Varjani, 2017). Al introducir plantas en los suelos
contaminados, la diversidad de las bacterias aumenta, destacando los miembros de los
ordenes Actinomycetales, Rhizobiales, y Xanthomonadales (Bourceret et al., 2016).

Algunos estudios han demostrado que la combinacién de hongos y bacterias pueden
incrementar la eliminacion de compuestos recalcitrantes como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Fan et al., 2014; He et al., 2014; Qiao et al., 2014; Chen et al., 2016; Marchand
et al., 2016). Es probable que, después del consumo de los nutrientes disponibles, los hongos
obtengan una ventaja competitiva sobre las bacterias debido a su capacidad de usar mayor
numero de fuentes de carbono recalcitrantes (Langarica-Fuentes et al., 2014).

Melekhina et al. (2015) estudiaron la dindmica de poblaciones de microorganismos de
diferentes grupos funcionales (degradadoras de hidrocarburos, amonificadoras y
nitrificadoras), y la densidad poblacional de la microfauna y mesofauna durante siete afios

en un suelo contaminado con hidrocarburos (2500-4500 mg kg*). Desde 1996 hasta el 2002,
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este suelo fue sujeto a diferentes técnicas de biorremediacion incluyendo remocién del
petroleo superficial, rotacion de cultivos, y drenaje. Por una parte, la poblacion de bacterias
degradadoras de hidrocarburos y nitrificadoras aument6 durante los tres primeros afios y
luego empez6 a disminuir, mientras que las bacterias amonificadoras aumentaron solo
durante el primer afio y posteriormente, disminuyeron. En este mismo estudio, las larvas de
dipteros y los &caros (Mesostigmata) predominaron en las primeras etapas en los suelos
contaminados y fueron reemplazados por colémbolos en las Gltimas etapas.

Los invertebrados del suelo, como los colémbolos (Hexapoda: Collembola), son un
grupo clave en estos sistemas debido a que estan expuestos directamente a los contaminantes
del suelo, y debido a que se alimentan de hongos, mantienen estas poblaciones
fisiologicamente activas, por lo que el proceso de degradacion de hidrocarburos es mas
rapido (Wasley et al., 2016). Ademas, se conoce bien su taxonomia y ecologia, y tienen bajo
potencial de dispersién, alta capacidad reproductiva y en algunas familias, tolerancia a vivir
en condiciones adversas (Coulson et al., 2000).

Los colémbolos reaccionan de manera relativamente rapida a los cambios en la
estructura y propiedades quimicas y fisicas del suelo (Ardestani y Van Gestel, 2014; Rieff et
al., 2016; Rusin y Gospodarek, 2016). Los efectos negativos de los derrames de
hidrocarburos en los invertebrados del suelo se han confirmado en algunas investigaciones
(Blakely et al., 2002; Uribe-Hernandez et al., 2010; Rusin y Gospodarek, 2016). Al respecto,
Uribe-Hernandez et al. (2010) evaluaron el efecto de la concentracion de hidrocarburos
totales del petroleo y de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos, en suelos
contaminados en el area de Minatitlan, Veracruz, sobre la abundancia de colémbolos. Las
familias mas abundantes de colémbolos encontradas en los suelos contaminados fueron

Isotomidae y Entomobryidae, y las especies que pudieran ser tolerantes a altas
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concentraciones de estos compuestos fueron Americabrya sp., Lepidocyrtus sp.
Pseudosinella sp., Seira sp., Willowsia sp., Ballistura sp., Ballistura excavata, Cryptopygus
thermophilus, Isotoma sp., Isotomurus sp., Paronella sp., Sminthurides sp., Acherontides.
juxtlahuacaensis., Xenylla welchi, X. welchi, Cyphoderus sp., Deuterosminthurus sp., y
Brachystomella sp., mientras que las familias Hypogastruridae, Neanuridae, Onychiuridae,
Tomoceridae, Katiannidae, Bourletiellidae y Dicryrtomidae se encontraron esporadicamente
en suelos contaminados y s6lo después de un proceso de biorremediacion, y las especies
Trogolaphysa sp., Sminthurus sp., Folsomides sp. y F. parvulus, estas ultimas de la familia
Isotomidae, son muy sensibles al proceso de contaminacion, ya que s6lo se encontraron en
los suelos sin hidrocarburos. Por otra parte, Rusin y Gospodarek (2016) observaron que en
un suelo con diésel (6000 mg kg?), las familias de colémbolos méas abundantes fueron
Isotomidae y Entomobryidae, las cuales comenzaron a recuperarse después de 15 meses de

la contaminacion y a los 25 meses, las poblaciones fueron iguales a las del suelo control.

2.9 Técnicas para el analisis de las comunidades microbianas en suelos con
hidrocarburos

Para conocer la diversidad microbiana del suelo existen diversas metodologias que nos
ayudan a estimar la estructura de las comunidades microbianas del suelo. Los dos analisis
mas comunes son los perfiles de acidos grasos complementados con técnicas de biologia
molecular (Bastida et al., 2016; Hou et al., 2015), con los que es posible analizar cambios en
la abundancia y la riqueza de comunidades microbianas después de un proceso de

contaminacion por hidrocarburos en el suelo (Cuadro 1).
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2.10 Perfiles de acidos grasos microbianos

La determinacion de los perfiles de &cidos grasos de los microorganismos del suelo se
ha convertido en uno de los métodos mas cominmente utilizados para estudiar la biomasa y
la estructura de las comunidades microbianas. Un &cido graso, el componente béasico de la
mayoria de los lipidos, es una cadena de hidrocarburos con un grupo metilo (CHs) en un
extremo de la molécula (Ilamado omega, ) y un grupo carboxilo (COOH) en el otro extremo
(IUPAC-IUB, 1967). Los acidos grasos son componentes esenciales de las membranas
celulares de todas las células vivas, éstos no se encuentran en productos de almacenamiento
celular (como las inclusiones citoplasmaticas) ni en células muertas (Cunnungham et al.,
1996; Zelles, 1999). Para mantener la integridad de la membrana celular, los
microorganismos forman cadenas de &cidos grasos de diferente longitud (entre 14 y 20
carbonos) y composicion (Frostegard et al, 1993); éstos se consideran biomarcadores de
origen bacteriano y fangico (Wilson y Jones, 1993).

Los acidos grasos mas utilizados y los microorganismos de donde fueron aislados se
muestran en el Cuadro 2. Por ejemplo, las bacterias Gram negativas contienen un grupo
hidroxilo (OH), en la posicion B en la parte lipidica de la pared celular. Esta caracteristica es
Unica para ese grupo bacteriano y se utiliza para estimar su biomasa total en muestras de
suelo (Parker et al., 1982).

Para poder identificar especies microbianas por medio de acidos grasos, se necesitan
cultivos puros. En cultivos mixtos o muestras ambientales esta técnica indica la abundancia
de los diferentes grupos microbianos y ayudan a detectar cambios rapidos en la estructura de

la comunidad microbiana.
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Cuadro 1. Estudios del impacto de los hidrocarburos en la diversidad microbiana del suelo con diferentes técnicas de remediacion.

Técnica de Andlisis de la Concentracion y tipo de Microorganismos encontrados Autores
remediacion comunidad hidrocarburos
Ninguna Biblioteca de clonas de 157 067.9 mg HC kg™ de Proteobacteria, Bacteroidetes, Salam et al. 2017
gen 16S rRNA suelo. Chloroflexi, Acidobacteria, Firmicutes,
HC alifaticos (75%) y Actinobacteria, Verrucomicrobia, Planctomycetes,
aromaticos (25%) Ignavibacteriae, Spirochaetes, Chlamydiae,
Candidatus Saccharibacteria y Parcubacteria.
Abono Acidos grasos y 0.004 mg de petrdleo crudo Rhizobiales, Sphingomonadales y Caulobacterales Bastida et al.
metaprotedmica por kg* de suelo 2016
Surfactantes Acidos grasos y 138 mg de HC kg de suelo  Sphingomonas, Bacillus, Pseudomonas, y Wang et al. 2016

Surfactantes y
nutrientes

Ninguno

Fitorremediacién

Fitorremediacion

Fitorremediacion

Fitorremediacién

secuenciacion de alto
rendimiento del gen 16S
rRNA

Cuantificacion de la
expresion del gen alkB.

Acidos grasos y DGGE
(denaturing gradient gel
electrophoresis)

Perfiles de acidos grasos
16S rRNA
HPLC y perfiles de

acidos grasos

16SrRNA aelTS

7.4 g de petréleo crudo kg
de suelo

171-2 137 HC mg kg de
suelo

300 mg de petroleo kg™ de
suelo

4000 mg de petroleo kg* de
suelo

1000mg de fenantreno kg
de suelo

1870 mg de petréleo kg™ de
suelo

Flavobacterium

Ochrobactrum intermedium, Microbacterium oryzae,
Pseudomonas sp. Y Alcaligenes faecalis,

Pseudomonas Sphingomonas y Arthrobacter,

Bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, hongos,
actinomicetos

Klebsiella sp
Pseudomonas sp

Bradyrhizobium yuanmingense

Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices

Tahseen et al.
2016

Markowicz et al.

2016

He et al., 2014

Hou et al., 2015

Sun et al., 2015

Bourceret et al,.
2016
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Se ha observado que en sitios contaminados con petréleo crudo o con diésel en
diferentes concentraciones (5 hasta 2000 mg kg™) hay predominancia de la biomasa de
bacterias Gram negativas, y la biomasa de las células eucariontes disminuye después de 40
dias (Macnaughton et al., 1999; Margesin et al., 2007). Por otra parte, Erdogan et al. (2013)
determinaron que la concentracién de acidos grasos de las bacterias Gram positivas fue
mayor en suelo contaminado con hidrocarburos que en el suelo sin contaminar, aunque
disminuyeron con el tiempo. De manera similar, los &cidos grasos de las bacterias Gram
negativas tuvieron una concentracion alta al inicio de la incubacion (1-30 dias) mientras que
al final se comenzd a reducir, y al dia 120 no se encontraron.

En otro estudio, Pacwa-Plociniczak et al. (2016) aislaron 42 cepas bacterianas
degradadoras de hidrocarburos de un suelo contaminado, e identificaron 41 cepas basandose
en el perfil de &cidos grasos de células completas usando el método MIDI-MIS Microbial
Identification System (Sherlock TSBAG library; MIDI Inc., Newark, DE, USA). Entre las
bacterias estudiadas, 31 cepas pertenecieron a la especie Rhodococcus erythropolis, y las
otras a los géneros Rahnella (4 cepas), Serratia (3 cepas), y Proteus (1 cepas). Las cepas
aisladas fueron evaluadas por su habilidad de producir surfactantes y promover el
crecimiento vegetal, y sélo dos de ellas (R. erythropolis CD126 y R. erythropolis CD111)
tuvieron ambas propiedades, por lo que se consideraron como bacterias prometedoras en la

fitorremediacion asistida por microorganismos.
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Cuadro 2. Acidos grasos, sus abreviaciones y posibles indicadores (Zelles, 1999).

Abreviacion Tipo de acido graso Organismo al que pertenece o del que se aislo
PLFA Acidos grasos fosfolipidos Biomasa microbiana
EL-SATFA Acidos grasos saturados ligados a éster Procariontes, eucariontes

Cadena recta

Cadena recta >20C

Saturados
Ciclopropano

Iso/anteiso

Cadena ramificada
10ME

EL-MUFA

o7

®9

Acidos grasos de cadena recta

Cadenas rectas saturadas de méas de 20C
atomos de carbono

20:0, 21:0, 26:0, etc

Acidos grasos con un anillo ciclopropano
B-hidroxido acidos grasos

La posicion de la ramificacion de metilo es
iSO 0 anteiso
Acidos grasos con cadenas ramificadas
Rama metilada en el &tomo 10C

Acidos grasos monoinsaturados ligados a
éster

Tipo de acido virica (via anaerdbica
desaturasa)

Tipo oleico

Eucariontes
Eucariontes, musgos, plantas superiores
No identificado
Gram negativas: Rhodospirillum,
Cromatium/Legionella; Gram positivas:

Clostridium, Bifidobacterium

Gram positivas, Gram negativas: Cytophaga,
Acetobacter, Flavbacterium

Gram positivas: actinomicetos
Actinomicetos, reductores de sulfatos

No identificado

Aerobios Gram negativos, anaerobios estrictos

Gram positivas
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Acido graso de 16C
EL-PUFA

EL-HYFA

Alfa

Beta

Omega

NEL-UNSFA

NEL-HYFA

Acido micélico

LP-HYFA

Dicarboxilico

No identificado

) No identificado
Acidos grasos poliinsaturados ligados a éster

Acidos grasos hidroxilo enlazados con éster

Sustitucion de hidroxi en la posicién 2 méas
cercana al extremo carboxilo

Sustitucion de hidroxi en la posicién 3 mas
cercana al extremo carboxilo

Sustitucion de hidroxi en la posicién 3 méas
cercana al final alifatico

Acidos grasos no sustituidos sin éster

Acidos grasos sustituidos con hidroxi sin
enlace éster

Beta-OH alfa-ramificado
Acidos grasos hidroxi sustituidos localizados
en el exterior de la membrana

(lipopolisacéaridos)

Acidos grasos dicarboxilicos

Bacteria metano-oxidativas

Metanotrofos tipo |
Eucarointes, cianobacterias

No identificado

Pseudomonas, Gram negativas, actinomicetos,
hongos, Sphingomonas spp., Candida spp.

Mycobacterium, Bacteroides/Flavobacterium, Gram
negativas excepto Eikanella,Arthrobacter, hongos

Hongos

Clostridium; eucariontes

Bacterioides/Flavobacterium

Mycobacterium, Nocardia

No identificado

Plantas (cutina, suberina)
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2.11 Discusion general de literaturay justificacion de la investigacion

Los organismos del suelo, como hongos, bacterias y colémbolos, son utiles para hacer
el seguimiento del cambio que ocurre en el suelo después de un derrame de hidrocarburos,
ya que sus poblaciones son sensibles a los cambios fisicos y quimicos, y responden de manera
rapida tanto a la contaminacion inicial como a la recuperacion del sistema. Al analizar los
cambios en la diversidad funcional de bacterias y en la comunidad de colémbolos, se puede
evaluar de manera bioldgica, el estado de contaminacion del suelo. Los microorganismos son
importantes en el funcionamiento del suelo al ayudar al reciclaje de la materia organica y de
nutrientes. La biorremediacion de los hidrocarburos del petrdleo se atribuye principalmente
a la presencia de diferentes grupos bacterianos que poseen genes capaces de degradar o
transformar compuestos aromaticos y alifaticos, junto con otras propiedades fisioldgicas
importantes como produccion de surfactantes, formacion de biopeliculas, fijacion de
nitrégeno atmosférico, o solubilizacion de fosfatos. A su vez, las plantas ayudan a que este
proceso sea mas rapido al proveer habitat para los microorganismos, y mejorar la porosidad
y la estructura del suelo.

Ante un evento de contaminacién del suelo, es importante conocer la biodegradacion
de los hidrocarburos del diésel desde el punto de vista de la comunidad de microorganismos
edéaficos, considerando diferentes niveles de las redes tréficas, para entender el potencial que
tienen los microorganismos autoctonos para tolerar y eventualmente biodegradar
contaminantes, ya que la recuperacion de un sistema contaminado con hidrocarburos depende
de la diversidad funcional microbiana, y su relacion en los diferentes niveles troficos. Los
estudios sobre el funcionamiento de las redes troficas en suelos contaminados con

hidrocarburos son escasos, por lo que esta investigacion planted la siguiente pregunta; ;Como
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cambia la poblacion de bacterias, hongos y colémbolos durante la fitorremediacion de un

suelo contaminado con hidrocarburos del diésel?
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de los hidrocarburos del diésel en la poblacién de grupos funcionales
de bacterias fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fosfatos, lipoliticas, de rapido
crecimiento, y de hongos edaficos, asi como en la abundancia de colémbolos edéaficos en un

sistema de fitorremediacion en mesocosmos.

3.2 Objetivos Particulares
e Conocer la variacion de los grupos funcionales de bacterias (fijadoras de nitrégeno,
solubilizadoras de fosforo y lipoliticas) y hongos, en diferentes tratamientos de
contaminacion del suelo por hidrocarburos del diésel.
e Evaluar el impacto de los hidrocarburos del diésel en la comunidad de bacterias y
hongos de la rizésfera mediante el anélisis de acidos grasos.
o Identificar la abundancia de colémbolos edéaficos tolerantes a los hidrocarburos del

diésel, durante el proceso de fitorremediacion.

3.3 Hipotesis general
Los hidrocarburos del diésel modificaran la poblacion de grupos bacterianos funcionales, asi
como la abundancia de hongos y colémbolos edaficos en un sistema de fitorremediacién en

Mesocosmaos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Colecta de muestras de suelo
El suelo para este estudio se colectd de la localidad de San Pablo Ixayoc, Texcoco,
Estado de México, de una parcela de cultivo de maiz criollo, la cual no tiene historial de
contaminantes. Se localiza a 2989 msnm, en las coordenadas 19° 26° 48’ N 98°46° 17.6”’
W. El suelo es un andosol derivado de ceniza volcanica (IUSS Working Group WRB, 2015),
con textura franca (43.4% de arena, 33.7% de limo, y 22.9% de arcilla), pH de 5.3, 1.1% de
carbono; 27.3 mg N inorganico kg* y 12.7 mg de P disponible kg. Se tomaron muestras de
diferentes puntos de la parcela con un muestreo dirigido en los primeros 5 cm de suelo (Figura
5). El suelo se sec6 a la sombra a temperatura ambiente, se tamiz6 con malla de 1 cm de

apertura, y se homogenizé para obtener una muestra compuesta (Margesin, 2005).

Figura 5. Sitio de estudio. a) Zona de muestreo en la localidad San Pablo Ixayoc, Texcoco, Estado de
México; b) Parcela de cultivo de maiz donde se tomaron las muestras; c¢) Puntos de muestreo
(primeros 5 cm del suelo) dentro de la parcela de cultivo.
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Previo a la colecta del suelo, se realizé un estudio prospectivo para determinar la
abundancia de colémbolos en la zona agricola de muestreo (Cuadro 3), y tener una referencia
de las morfoespecies que habitan en ese suelo y, después, poder compararlas con las que
toleran los tratamientos aplicados en este estudio. Cinco muestras de suelo se tomaron a una
profundidad de 0-10 cm, cercanas a la zona radical del maiz. ElI 6rden dominante fue
Poduromorpha, seguido de Entomobryomorpha, mientras que el orden Symphypleona fue
muy escaso y colémbolos del orden Neelipleona no se observaron. De acuerdo a la
abundancia en los diferentes puntos de muestreo, se realizé un muestreo dirigido para la

colecta de suelo que se utiliz6 en el estudio.

Cuadro 3. Abundancia de colémbolos pertenecientes a los 6rdenes encontrados en el muestreo previo
a la colecta del suelo que se utilizo en el experimento.

Muestra Poduromorpha Entomobryomorpha Symphypleona

1 684 44 0
2 188 37 0
3 91 36 1
4 120 4 1
5 26 21 4

4.2 Disefio experimental

Para estudiar el efecto de los hidrocarburos del diésel en la poblacion de grupos
funcionales de bacterias, hongos y colémbolos edaficos en un sistema de fitorremediacion,
se utilizaron mesocosmos bajo condiciones experimentales controladas en invernadero. La
especie vegetal utilizada fue la alfalfa (Medicago sativa), debido a que es una planta muy
eficiente en la fitorremediacion de los suelos contaminados. En el experimento se
establecieron seis tratamientos con tres repeticiones en un arreglo de acuerdo a un disefio

experimental completamente al azar, teniéndose un total de 18 unidades experimentales. Los
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tratamientos fueron: 1) Suelo control (C), 2) Suelo con planta, Medicago sativa (CP), 3)
Suelo contaminado con diésel a 10,000 mg kg? (D10), 4) Suelo contaminado con 20,000
mg kg (D20), 5) Suelo con planta, M. sativa, contaminado con 10,000 mg kg (PD10), y

6) Suelo con planta, M. sativa, contaminado con 20,000 mg kg (PD20).

4.3 Protocolo para la contaminacion del suelo

Para el establecimiento de los mesocosmos se utilizaron bandejas rectangulares de
plastico de 30X30X20 cm. Para el suelo control (C) y los tratamientos con planta y diésel se
utilizaron ocho kilos de suelo. Para los tratamientos con el suelo contaminado con 10,000 6
20,000 mg de diésel kg (D10 y D20), se agregaron 80 mL y 160 mL de diésel,
respectivamente (Figura 6a y 6b). El suelo se mezclo para que la contaminacion con el
hidrocarburo fuera lo mas homogénea posible. En los tratamientos con planta (CP, PD10 y
PD20), se siguio el mismo protocolo gque en los tratamientos sin planta (C, D10 y D20) y
después de homogenizar el suelo se agregaron las semillas de M. sativa. Una vez que
estuvieron montados todos los mesocosmos, se agregé agua destilada poco a poco, hasta
llegar al 60% de la capacidad de campo (CC) para que el suelo se hidratara y las semillas
comenzaran a germinar (Esin et al., 2013).

En cada mesocosmos se colocaron 8 bolsas de 10 cm de altura por 5 cm de didmetro,
hechas con malla de plastico con abertura de 3 mm (Figura 6¢), para extraer a los colémbolos
sin perturbar el ambiente edéafico en el que se pudieran habitar después de la aplicacion de
los tratamientos. La pérdida de humedad se compenso tres veces a la semana afiadiendo agua
destilada. Los mesocosmos se mantuvieron en condiciones de invernadero durante los 12

meses del experimento (Temperaturas 9 °C minima y 40 °C maxima).
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Una vez establecido el experimento, se tomaron muestras de cada mesocosmos a las
24 h,yalos 4, 8y 12 meses después de la aplicacion de los tratamientos para los analisis de
las variables en estudio. A partir de estas muestras, se usaron 500 g para los andlisis fisicos
y quimicos del suelo, 10 g para el analisis de grupos funcionales microbianos, 5 g para el
andlisis de &cidos grasos, y 400 g para la obtencion de colémbolos. En el Gltimo muestreo se

utilizaron 10 g de todos los tratamientos para la extraccion de hidrocarburos totales del diésel.

4.4 Analisis fisicos y quimicos del suelo

Para el andlisis de los resultados se consideraron las siguientes variables del suelo:
contenido de carbono organico (CO) (método de Walkley y Black), materia organica (MO),
contenido de arena (A), limo (L) y arcilla (R), nitrégeno (N) (micro-Kjeldalhl) expresados
en porcentajes. La capacidad de intercambio cationico (CIC) (acetato de amonio), el
contenido de sodio (Na), potasio (K) y calcio (Ca) se expresaron en cmol® kg™. El contenido
de fosforo aprovechable en mg kg™ (Bray y Kurtz no. 1), y la densidad aparente del suelo
(Da) en g cm™ (Cuadro 4) (Reeuwijjk, 1999). Las muestras de suelo se analizaron en el
Laboratorio de Génesis de Suelos, Postgrado de Edafologia, Colegio de Postgraduados,

Montecillo, México.
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Figura 6. Establecimiento de los mesocosmos. a 'y b) Aplicacion de contaminacion del suelo con 10

000 y 20 000 mg de diésel kg; y c) colocacion de bolsas de malla dentro de los mesocosmos para el

muestreo de los colémbolos.

4.5 Grupos funcionales microbianos

Para la obtencidn de los grupos funcionales de hongos y bacterias a las 24 h 'y a los 4,
8 y 12 meses, se usaron diferentes medios selectivos. Para bacterias fijadoras de nitrogeno
atmosférico se us6 el medio Rennie (Rennie 1981); para bacterias solubilizadoras de fosfatos
el medio Pikovskaya (Pikovskaya, 1948); y para los microorganismos lipoliticos se utilizo el
medio con Tween 20 (Sierra, 1957). Ademas, se utiliz6 Agar Nutritivo (Merck®) para la
estimacion de la comunidad total de bacterias de rapido crecimiento.

En cada muestreo se pesaron 10 g de suelo y se homogenizaron en 90 mL de agua
destilada, en agitacién durante 15 min. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas
desde 102 hasta 10 (Miles et al., 1938). De cada dilucion se tom6 una alicuota de 0.1 mL

que se distribuyd sobre la placa de agar correspondiente para cada grupo microbiano, por
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s
triplicado. Las cajas de Petri se incubaron a 28°C durante siete dias, y se determind el nimero
de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco (UFC x g* ss) (Miles et al.,

1938).

4.6 Analisis de &cidos grasos totales de la comunidad de microorganismos del suelo

De cada tratamiento se tomaron 5 g de suelo, los cuales se liofilizaron (FREEZON 6
Labconco) para evitar que las células vivas perdieran su estructura celular. Las muestras
liofilizadas se molieron en un mortero, y se pesaron 0.25 g por muestra ya que con un gramo
de suelo, la columna del cromatégrafo se sobrecargd de acidos grasos (Datos no presentados).
Inmediatamente, se realizo la extraccidn de acidos grasos de acuerdo al protocolo del manual
MIDI (2002) y se le agregd a cada muestra 100 pl de estandar interno 19:0. La extraccion de
acidos grasos totales requiere de 4 pasos. 1) Saponificacion, aqui se realiza la lisis de células
y los &cidos grasos son separados de lipidos celulares y convertidos en sales de sodio (NaOH
y metanol a 96°C por 30 min); 2) Metilacién, las sales sodicas de los acidos grasos se
convierten en ésteres metilicos para incrementar la volatilidad de los acidos (HCI y metanol
a 80°C por 10 minutos); 3) Extraccion, los ésteres metilicos se transfieren de la fase acuosa
acida a la fase organica con la técnica de extraccion liquido-liquido (hexano:éter metil
terbutilico a 7 rpm por 10 min y 2000 rpm por 20 min); y 4) Lavado basico, se eliminan los
acidos grasos libres y agentes residuales (solucion basica de NaOH a 7 rpm por 5 min 'y 2000
rpm por 3 min).

Las muestras se analizaron con la libreria TSBAG6 en un cromatografo de gases Agilent
Technologies 7890B GC System, usando gas helio como acarreador y usando el software

Sherlock Version 6.0 (MIDI Inc., Delaware, USA). Para bacterias Gram positivas se usaron
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los siguientes biomarcadores: 027: 14:0 iso, 037: 15:0 iso, 048: 16:0 iso, 061: 17:0 iso, 062:
17:0 anteiso. Los biomarcadores de bacterias Gram negativas que se usaron fueron: 009: 10:0
20H, 010: 10:0 30H, 023: 12:0 20H, 026: 12:0 30H, 043: 14:0 20H, 072: 16:0 20H, 075:
16:0 30H, 089: 19:0 cyclo w8c, 092: 18:0 20H; para hongos: 105: 5-18:2w6,9; para
actinobacterias: 093: 19:0 10-methyl, 073: 17:0 10-methyl, 084: 18:0 10-methyl; y para
hongos micorrizicos arbusculares: 052: 16:1 w5c. Ver Ratledge y Wilkinson (1988) para la

especificidad de biomarcadores FAME.

4.7 Extraccion e identificacion de colémbolos

Los colémbolos edaficos se extrajeron del suelo contenido en las mallas de los
mesocosmos (Figura 6c¢), con la técnica de los embudos tipo Berlese-Tullgren (Palacios-
Vargas y Mejia-Recamier, 2007). En cada muestreo a las 24 hy 4, 8 y 12 meses se tomaron
dos bolsas de malla de cada mesocosmos, cada una con 200 g de suelo; el suelo de coloco
dentro de los embudos de Berlese-Tullgren, en donde permanecieron durante 5 dias (Figura
7a). Los colémbolos se colectaron en frascos de plastico con 20 mL de alcohol al 96 % para
su conservacién y almacenamiento. Se realiz6 un muestreo extra a los 18 meses debido a que
se observo, principalmente en los tratamientos con planta, la presencia de otros morfotipos
de colémbolos conforme iba transcurriendo la fitorremediacion. Los colémbolos se separaron
en morfotipos de los 6rdenes Poduromorpha y Entomobryomorpha bajo un microscopio
estereoscopico Zeiss Stemi DV4 (Figura 7b).

Para la identificacion taxondémica de los colémbolos, los especimenes fueron
previamente aclarados manteniéndolos en acido lactico durante 15 min a 45°C en un

AccuBlock™ Mini-Compact Dryp Bath para facilitar su identificacion taxonomica.
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Posteriormente, se hicieron preparaciones permanentes con medio de montaje Hoyer
(Palacios-Vargas y Mejia-Recamier, 2007), y se secaron en una estufa a 45°C durante 5 dias.
Con un microscopio de contraste de fases (Zeiss), los morfotipos se identificaron a nivel de
género o especie, utilizando las claves de Christiansen y Bellinger (1998), Bellinger et al.
(1996-2017) y diferentes claves taxonomicas de las familias Isotomidae (Potapow, 2001),
Tullbergiinae (Dunger y Schlitt, 2011), y de la subfamilia Capbryinae y tribu Entomobryini
(Jordana, 2012). Por altimo, se contaron sus abundancias en cada muestra de cada

tratamiento.

Figura 7. Extraccion, montaje e identificacion de la comunidad de colémbolos edaficos. a) Vista de
un embudo tipo Berlese-Tullgren, b) Identificacion de morfotipos: Entomobryomorpha (izquierda) y
Poduromorpha (derecha), ¢) Vista de los colémbolos montados en laminillas permanentes para su
identificacion taxonomica.

4.8 Analisis de hidrocarburos totales del diésel
La extraccion de hidrocarburos de cada una de las muestras de suelo se realiz6 por
duplicado. Se pesaron 2 g de suelo de cada muestra, y se adicionaron 4 mL de hexano grado

HPLC (Sigma-Aldrich), se mantuvo en agitacion durante 30 min a 210 rpm, y
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posteriormente, se separé la fase organica. Esto se repitid tres veces; y el extracto hexanico
se dejo secar dentro de una campana de extraccion a temperatura ambiente (30 °C), durante
12 h. El andlisis de los hidrocarburos totales del diésel de los diferentes tratamientos se
realizd por el método modificado EPA SW-846 Method 8270B (Louchouarn et al., 2000;
USEPA, 1986) por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas GC-MS
(Agilent Technologies, model 6890N, NetWork GC system) (Hernandez-Ortega et al.,
2012). El andlisis de hidrocarburo se realiz6 en la Unidad de Servicios de Apoyo en

Resolucion Analitica (SARA). Universidad Veracruzana, Xalapa, Veracruz.

4.9 Andlisis estadistico

Los datos de las propiedades fisicas y quimicas del suelo, asi como de las unidades
formadoras de colonias y de los hidrocarburos se normalizaron realizando una
transformacion logaritmica, para que los datos siguieran una distribucion normal y se aplicd
un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion de medias (LSD, a= 0.05),
utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System) versiéon 6.2.9200 para
Windows.

A los resultados de acidos grasos se les aplico un analisis GLM ya que no tuvieron
distribucion normal, y la prueba de comparacion de medias (LSD, a= 0.05), utilizando el

paquete estadistico SAS mencionado.
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5. RESULTADOS

5.1 Propiedades quimicas de los suelos

El porcentaje de materia organica (MO) incrementd conforme aumento la
concentracion de diésel agregado al suelo y tuvo diferencias significativas entre los
tratamientos cuatro meses después de la contaminacion de acuerdo a la concentracion de
hidrocarburos, siendo D20 y PD20 los tratamientos con mayor porcentaje de MO en este
muestreo. Despues de un afio de contaminacion ya no hubo diferencias entre los tratamientos
(Cuadro 4).

La relacion C/N después de 4 meses de la contaminacidn presentd diferencias en PD10
con C y CP, siendo mayor en los tratamientos con planta que sin ésta. Aunque a los 8 meses
disminuyd la relacion en todos los tratamientos, las diferencias significativas entre
tratamientos aumentaron, sin embargo, después de un afio de la contaminacion sélo existid
diferencia entre los tratamientos D10 y D20. Desde el segundo muestreo (mes 4) la relacién
C/N en los tratamientos control (C y CP) y D10 ya fueron de un suelo equilibrado. En los

siguientes muestreos, esta condicion se aprecio en todos los tratamientos.

5.2 Grupos funcionales microbianos

La abundancia de bacterias solubilizadoras de fosfatos y la concentracién de fosforo
tuvieron un comportamiento similar en el suelo control (C y CP), y en el suelo con mayor
contaminacion de diésel (D20 y PD20). Cuando la concentracion de fésforo disminuyé a los
4 meses, la abundancia de bacterias aumentd y cuando la concentracion de fosforo aumento
en los siguientes muestreos, la abundancia de bacterias disminuyo tanto en el suelo con planta
como en el suelo sin planta (Figura 8a y c). Sin embargo, la concentracion de fésforo fue mas

alta en el suelo sin planta con mayor contaminacion (Figura 8b).
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Por otro lado, en el suelo con una concentracion media de diésel hubo un aumento en
la abundancia de bacterias en el segundo muestreo (4 meses) en D10, mientras que este
aumento en la abundancia en el tratamiento con planta (PD10) sucedio hasta el tercer
muestreo (8 meses) (Figura 8b).

La abundancia de las bacterias fijadoras de nitrogeno y el porcentaje de nitrogeno en
el suelo tuvieron un comportamiento similar en los suelos contaminados con planta y sin ésta
(Figura 8d-e). En el segundo muestreo (mes 4) el porcentaje de nitrégeno y la abundancia de
bacterias aumentaron; este aumento en las UFC bacterianas fue mayor en los tratamientos
sin planta (D10 y D20). En los siguientes muestreos, el porcentaje de nitrégeno fue
homogeéneo y sélo presento diferencia en el tercer muestreo (mes 8) en los tratamientos con
10,000 mg diésel kg™* (Cuadro 5), mientras que la abundancia de bacterias disminuyd (Figura
7 e-f). Los tratamientos sin contaminante (Figura 8d) tuvieron un comportamiento més
estable; al aumentar el porcentaje de nitrégeno, la abundancia de bacterias fijadoras de
nitrégeno disminuyo (Figura 8d).

Los primeros nodulos del tipo indeterminado, se encontraron después de 8 meses, en
una sola planta del tratamiento PD10 (datos no presentados). A los 12 meses se encontraron
nddulos en todos los tratamientos; aunque el nimero de nodulos disminuyé al aumentar la
concentracion de diésel. Sin embargo, sélo se observd diferencia significativa entre las
plantas establecidas en el control con respecto a las plantas creciendo en la concentracion de
20,000 mg diésel kg™ (Cuadro 4).

Las bacterias de rapido crecimiento mostraron la misma tendencia entre las diferentes
concentraciones de diésel (Figura 9a-c). A los 4 meses hubo un incremento en la abundancia
de estas bacterias, siendo mayor en los tratamientos contaminados sin planta (D10 y D20),

pero en los siguientes muestreos esta abundancia disminuyo. En el suelo C la abundancia fue
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mayor que en el suelo CP a los 4 meses; sin embargo, para los siguientes muestreos esta
tendencia se invirtié y hubo mayor abundancia en los tratamientos con planta (Figura 9a).

La tendencia en la abundancia de las bacterias lipoliticas fue diferente a los demas
grupos funcionales bacterianos evaluados, ya que se modifico de acuerdo a la concentracion
de diésel. Los tratamientos C y CP no presentaron diferencias en ninguno de los muestreos,
aungue el tratamiento CP mostré6 mayor abundancia a los 12 meses, sin embargo no fue
significativa (Figura 9d). El tratamiento D10 tuvo una tendencia similar al C, contrario a
PD10, que la abundancia aumentd en cada muestreo y en el Ultimo muestreo registrd la mayor
abundancia de este grupo funcional bacteriano (Figura 9e).

El suelo con mayor contaminacion sin planta (D20) tuvo menor abundancia de
bacterias lipoliticas en el primer muestreo (24 h), y durante los demas muestreos se observo
la misma tendencia que en los otros tratamientos sin planta (C y D10). El tratamiento con
planta (PD20) aumentd la abundancia de bacterias lipoliticas en los 3 muestreos pero después
de un afio disminuy6, aunque la abundancia fue mayor que en el tratamiento sin planta
(Figura 9f).

Cuadro 4. Namero de nddulos encontrados después de doce meses de la contaminacion
tomando 10 plantas por tratamiento por cada mesocosmos con planta.

Tratamientos con Medicago Numero de noédulos
sativa
Control 52+10.3 a
PD10 27+9.02 ab
PD20 16+4 b

Simbologia: PD10: M. sativa con diésel 10,000 mg kg*; PD20: M. sativa con 20,000 mg kg™.
Letras diferentes son estadisticamente diferentes (LSD, o= 0.05). Promedio % error estandar, n=10
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(LSD, 0=0.05 n=3).
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Cuadro 5. Analisis quimicos del suelo en los cuatro muestreos en todos los tratamientos. Carbono organico (CO) y materia organica (MO) se muestran en porcentaje. El fésforo se
expresd en mg/kg-1; la capacidad de intercambio cationico (CIC); potasio (K) y calcio (Ca) se expresaron en cmol® kg-.

Muestreo  Tratamientos %MO %CO %N Relacion P(mg kg?) CiC K Ca
C/N

24 h C 3.73£0.44b  2.16+0.25b 0.09£0.01a 27.916.6a 26.63+1.4a 8.5+3.4a 0.55+0.05a 6.28+0.7a
D10 451+0.19b 2.61+0.11ab  0.11+0.0la 23.61£2.9a 23.4+0.5b 15.6+4.2a 0.66+0.01a 6.93+0.9a

D20 5.62+0.35a  3.26+0.2a 0.1+0.01a 33.415.6a 24.6£0.3ab  12.3+4.1a 0.61+0.01a 8.05+0.4a

4 meses C 3.44+0.14c  1.98+0.08b  0.15+0.002a  12.97+0.7b  11.1+0.07a 28+2 a 0.58+0.008 a 20.7#0.1a
D10 4.34+0.14b  2.50+0.08ab  0.15+0.004a 16.67+1ab 9.58+2a 25.1+1.8a 0.56+0.02 a 1.87+0.2a

D20 5.36+0.08a 3.08+0.04ab  0.16+0.01a  19.58+1.5ab  9.15+1.6a 25.1+1.5a  0.55+0.003 a 1.66+0.1a
CP 3.46+0.04c  1.99+0.02b  0.15+0.008a  13.33#0.6b  11.97+0.8a 24.5+2.8a 0.45+0.01 b 1.72+0.02 b

PD10 4.46+0.05b 3.56+1.02a  0.14+0.004a 24.96+6.4a  10.74+2.8a 23.2+0.5a 0.48+0.02 b 1.34+0.4 b

PD20 5.59+0.2a 3.21+0.11ab  0.16+0.009a 20.67+1.8ab  10.81+2.3a 23.8+1.9a 0.58+0.02 a 1.71+0.3 a

8 meses C 3.01+0.12c  1.73+0.06d  0.14+0.002ab  12.71+0.3bc  53.08+2.3a 18.3+4 a 0.44+0.07 ¢ 5.35+0.6 ¢
D10 3.68+0.2b  2.11+0.11c 0.12+0.02b 18.08+2.7a  51.64+25a 225+2.4a 0.76+0.09 a 5.77+0.3a

D20 4,1240.13a  2.37£0.07a  0.15+0.004ab  16.04+0.9ab  44.28+5ab  25.5+0.8a  0.65+0.03 ab 4.36x0.1 ab

CpP 2.88+0.05¢c  1.66+0.02d  0.14+0.002ab  11.57+0.3c  48.89+6.1a 24.2+0.8a  0.49+0.05 bc 5.61+0.3 bc

PD10 3.15+0.04c  1.81+0.02d  0.15+0.003a  11.70+0.4c  44.08+3.9ab 23.3+1.7a  0.55+0.04 bc 4.34+0.4 be

PD20 4.43+0.2a  2.55+0.11b  0.15+0.004ab  17.02+1.2a 36.10+3b 25.5+4.4a  0.64%0.03 ab 3.74+0.1 ab

12 meses C 3.81+0.9a 2.19+0.5a 0.14+0.007a  15.21+2.7ab  42.22+7.2a 16.5+3.7 a 0.72+0.1a 4.81+0.6 a
D10 3.15+0.04a 1.81+0.02a  0.15+0.004a  12.05+0.4b  36.72+6.7a 22.5+0.5a 0.67+0.02 ab 6.19+0.4 ab

D20 4,08£0.09a 2.34+0.05a  0.14+0.004a  16.37+0.4a 68.41+23.8a 21.2+0.3a 0.65+0.1 ab 6.88+0.4 ab

CpP 3.81+0.12a 1.89+0.06a  0.14+0.006a 13.25+1ab 39.82+3.6a 24+4.3 a 0.35+0.02 ¢ 5.04+0.3 ¢

PD10 3.15+0.08a  2.14+0.04a  0.15+0.005a  14.09+0.5ab 34.38t5a 19.5+1.3a  0.53%£0.02 bc 5.18+0.2 bc

PD20 4.08+0.25a 2.47+0.14a 0.16+0.01a  15.44+1.3ab 45.11+154a 19.3t16a 0.57+0.003ab  7.05+2.2 ab

Simbologia: C) Control; D10) Suelo con 10 000 mg kg™ de diésel; D20) Suelo con 20 000 mg kg™ de diésel; CP) Control con M. sativa; PD10) Suelo con 10,000

mg kg y M. sativa; PD20) Suelo con 20,000 mg kg* y M. sativa. Letras diferentes en un mismo muestreo para cada variable, son estadisticamente diferentes

(LSD, o= 0.05). Promedio + error estandar, n=3.
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5.3 Acidos grasos totales

Al comparar las concentraciones (nmol) de acidos grasos de los diferentes
microorganismos, se observo que tanto las bacterias Gram positivas como las Gram negativas
tuvieron el mismo comportamiento (Figura 10a-c), aunque se observé mayor abundancia de
acidos grasos de bacterias Gram positivas (Figura 10d-f). Independientemente de la presencia
de Medicago, los suelos con mayor concentracion de hidrocarburos mostraron mayor
abundancia de acidos grasos de bacterias y hongos totales, con respecto a los tratamientos
sin diésel (Figura 11). En los tratamientos sin diésel (C y CP) no se observaron diferencias
en la abundancia de acidos grasos de ambos grupos microbianos (Figura 11).

La concentracion de &cidos grasos de actinobacterias (Figura 12a-c) fue menor que la
de bacterias totales (Figura 11a-c), y la concentracién de acidos grasos tuvo la tendencia de
aumentar conforme incrementd la concentracion de diésel, particularmente en la
concentracion de 20,000 mg kg* (Figura 12a-c). Con este grupo microbiano la planta no tuvo
un efecto rizosférico significativo en ninguno de los tratamientos ya que no se encontraron
diferencias estadisticas.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) tuvieron la menor abundancia de acidos
grasos de los diferentes grupos microbianos evaluados. Estos hongos mostraron alta
sensibilidad al diésel ya que a los 4 meses de la contaminacion, la abundancia de acidos
grasos fue baja o no se detectd (Figura 11d). Después de 8 y 12 meses, se observé un aumento
significativo en la abundancia de los acidos grasos, particularmente en los tratamientos con

planta con la concentracion mas alta de diésel (Figura 11e-f)
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5.4 Abundancia de colémbolos edaficos

Un total de 1307 colémbolos fueron colectados, encontrandose un total de 3 especies
comprendidas dentro de 4 géneros y 5 familias. En los tratamientos con planta en el suelo
control, en los muestreos de 4, 8 y 12 meses, en donde se encontré la mayor abundancia de
colémbolos del orden Poduromorpha; mientras que en el suelo contaminado con 20,000 mg
kg se detectaron solo dos individuos hasta los 12 meses (Cuadro 6). Sin embargo, la mayor
abundancia de colémbolos poduromorfos (1191 individuos) se contabilizé en el tratamiento
con planta a los 4 meses. Los colémbolos del orden Entomobryomorpha no se observaron en
ninguno de los tratamientos sin planta, sélo hasta el muestreo a los 18 meses se encontro la
mayor cantidad de individuos en los tratamientos con 10,000 y 20,000 mg kg, con 8 y 30
individuos, respectivamente. En los muestreos previos a los 18 meses solo se observaron 4
individuos a los 4 meses, y 2 individuos a los 12 meses, de colémbolos del orden
Entomobryomorpha.

Los individuos encontrados del orden Poduromorpha, correspondieron principalmente
a la especie Mesaphorura macrochaeta (Rusek, 1976) (Anexo), y en muy baja abundancia
se encontraron dos morfoespecies que solo se identificaron a nivel de género. En relacion a
los colémbolos del orden Entomobryomorpha detectados al mes 4 en el tratamiento control
con planta (CP), correspondieron a dos diferentes géneros Proisotoma e Isotomurus (Anexo)
y en el caso del tratamiento control a los 12 meses, solo se encontrd un individuo de la familia
Hypogastruridae y en el tratamiento PD20 se detect6 un individuo del género Proisotoma.
En el muestreo del mes 18, los colémbolos identificados en el tratamiento PD20 (Cuadro 6)
correspondieron al género Entomobrya, con dos morfotipos diferentes (Anexo). A través de
este estudio se detectdé una abundancia baja de colémbolos en los diferentes tratamientos

evaluados, en general, en los tratamientos sin planta con o sin diésel es donde no se observo
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presencia de colémbolos, en comparacién con los tratamientos con planta, M. sativa, donde

se observo mayor presencia de colémbolos, principalmente en el control con planta sin diésel.

Cuadro 6. Abundancia de colémbolos pertenecientes a los dos 6rdenes, identificados en los cuatro
muestreos (meses) en los diferentes tratamientos en presencia o ausencia de planta, Medicago sativa.

Orden de Diésel Sin planta Con planta
Colémbolos (mg kgt)
4 8 12 18 4 8 12 18
Poduromorpha Control 1 0 6 0 1191 28 34 0
D10 0 0 0 0 0 0 0 0
D20 0 0 0 0 0 0 2 0
Entomobryomorpha  Control 0 0 1 0 4 0 0 0
D10 0 0 0 0 0 0 0 8
D20 0 0 0 0 0 0 2 30

Simbologia: D10: diésel 10,000 mg kg*; D20: diésel 20,000 mg kg™.

5.5 Degradacion de hidrocarburos del diésel

Después de 12 meses, los tratamientos D10, D20 y PD10 mostraron, en promedio, 90%
de degradacion de hidrocarburos, mientras que el tratamiento PD20, mostr6 60% de
degradacion (Figura 13). En la Figura 14, se observan los cromatogramas obtenidos a las 24
h después de la contaminacion con ambas concentraciones de diésel, detectandose
hidrocarburos saturados con cadenas de entre 12 y 20 carbonos (Figura 14). En la Figura 15
se muestran los cromatogramas de todos los tratamientos después de 12 meses, observandose
que en los tratamientos contaminados con 20,000 mg kg™ sin planta y con planta mostraron
hidrocarburos remanentes (con cadenas entre 19 y 22 carbonos, y cadenas entre 15 y 18
carbonos, respectivamente) (Figura 15e y f), mientras que en los tratamientos con 10,000 mg
kg no se detectaron hidrocarburos remanentes (Figura 15¢ y d). No se detectaron

hidrocarburos en las muestras de los tratamientos control con o sin planta (Figura 15a y b).
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Figura 13. Porcentaje de degradacion de hidrocarburos del diésel después de 12 meses en todos los

tratamientos. Letras diferentes en cada muestreo indican diferencias significativas (LSD, 0=0.05
n=6).
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6. DISCUSION
6.1 Grupos funcionales microbianos

Después de 12 meses, el tratamiento PD20 tuvo mayor porcentaje de nitrogeno en
comparacion con el tratamiento D20. Lo anterior se relaciona con aquellas respuestas
reportadas por Mukhopadhyay et al. (2017) quienes encontraron que el contenido de N fue
mas alto en un suelo contaminado cultivado con cuatro especies de leguminosas (Albizia
lebbeck, Cassia siamea, Delonix regia, y Dalbergia sissoo) en comparacion con un suelo sin
vegetacion y con lo reportado por Piehler et al. (1999), que atribuyeron el incremento de
nitrégeno a la fijacion de este elemento por bacterias de vida libre, a la disponibilidad del
diésel, al aumento de la biomasa bacteriana y al incremento de la actividad metabdlica.

Contrario al nitrégeno, la concentracion de fésforo fue menor en los tratamientos con
planta (CP, PD10 y PD20). Las leguminosas son capaces de producir fosfatasas en el suelo
(Houlton et al., 2008), ademas de estimular a las poblaciones bacterianas solubilizadoras de
fosfatos. Las UFC de bacterias solubilizadoras de fosfatos fueron més altas en los
tratamientos con planta después de 8 meses, excepto en el suelo con mayor concentracion de
diésel, en el que se presentd mayor abundancia de UFC desde los 4 meses.

Los grupos bacterianos lipoliticos y solubilizadores de fosfatos fueron mas altos en los
suelos con una contaminacion media en ausencia de la planta D10; mientras que en los
tratamientos con planta, el grupo bacteriano lipolitico fue mas abundante con la
concentracion mas alta de diésel. Morales-Guzman et al. (2017) encontraron las poblaciones
mas altas de bacterias lipoliticas y solubilizadoras de fosfatos en suelos con mayores
concentraciones de hidrocarburos de petréleo intemperizado (50,000 y 150,000 mg kg); no

obstante, estas poblaciones bacterianas fueron mayores a las encontradas en el presente
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trabajo. Mujibur-Rahman et al. (2002) encontraron que las bacterias lipoliticas son mas
abundantes en los sitios con mayor concentracion de diésel, lo cual puede ser debido a la
riqueza de fuentes de lipidos disponibles en sitios con diésel. Maletic et al. (2009) evaluaron
las poblaciones de diferentes grupos bacterianos (organotroficos, oligotréficos facultativos,
lipoliticos y bacterias oxidantes de aceite) en un suelo con altas concentraciones de
hidrocarburos, tratado con biopilas, encontrando que durante el experimento la abundancia
de UFC de todos los grupos bacterianos fue mayor que al inicio, y después de 500 dias, todos
los grupos bacterianos redujeron su abundancia. Ronéevi¢ et al. (2005) observaron que en un
suelo contaminado con hidrocarburos, la abundancia de bacterias incrementaba
significativamente cuando la concentracion de hidrocarburos aumentaba, y cuando los
hidrocarburos disminuyeron, también lo hizo la abundancia bacteriana.

Dentro de los grupos funcionales bacterianos evaluados, las bacterias de rapido
crecimiento fue el grupo mas abundante. Los tratamientos con diésel sin planta (D10 y D20)
mostraron el mayor nimero de UFC (12x10° y 9x10° respectivamente), pero en los
siguientes muestreos, las UFC disminuyeron. Algunos estudios han reportado que ante bajas
concentraciones de diésel (2.98 mg g*) se han encontrado menos UFC de bacterias de rapido
crecimiento (2.1x10%) (Mujibur-Rahman et al., 2002), mientras que en suelos con mayor
contaminacion (41,400 mg kg de hidrocarburos totales y 3.57 mg kg™* de hidrocarburos
aromaticos policiclicos), se registraron conteos altos (108-10° UFC g') de bacterias de

rapido crecimiento (Maletic et al., 2009).
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6.2 Acidos grasos totales

La concentracion de acidos grasos de hongos y bacterias increment6 conforme aumento
la concentracion de diésel en el suelo, y las bacterias fueron méas abundantes que los hongos.
Esta diferencia en la abundancia microbiana es comdn en los suelos contaminados con
hidrocarburos (Bourceret et al., 2016), y el aumento en la abundancia de microorganismos
con altas concentraciones de hidrocarburos se ha reportado previamente (Blakely et al., 2002;
Margesin et al., 2007). Lo anterior se puede atribuir probablemente, al alto contenido de
carbono derivado por la contaminacion con diésel (Bourceret et al., 2016).

La concentracion de acidos grasos de todos los grupos microbianos encontrados en los
tratamientos con 20,000 mg kg? (D20 y PD20) fue significativamente mayor que en los
tratamientos con 10,000 mg kg™ (D10 y PD10), y en los tratamientos control (C y CP),
principalmente de bacterias Gram positivas. Las bacterias Gram positivas tiene importancia
en los sistemas contaminados con hidrocarburos (Cebron et al., 2008; Kawasaki et al., 2016);
ademas, en los suelos sujetos a algin tipo de biorremediacion (bioaumentacion,
bioestimulacion, fitorremediacion), presentan bacterias Gram negativas en mayor
abundancia (Esin et al., 2013). La respuesta de proteccion de las bacterias Gram positivas
ante la presencia de hidrocarburos se refleja en el aumento de su abundancia, mientras que la
respuesta de la comunidad de bacterias Gram negativas se relaciona con la modificacion de
su membrana y no en el aumento de su biomasa (Bastida et al., 2016). Sin embargo, las
bacterias Gram negativas tienen un desempefio principal en la biodegradacion de
hidrocarburos del petroleo, al ser més tolerantes y mostrar mayor diversidad (Ding et al.,
2009; Bastida et al., 2016; Thomas y Cébron, 2016; Iffis et al., 2017).

La concentracion de acidos grasos tanto de hongos filamentosos como de bacterias fue

significativamente mayor en el tratamiento con 20,000 mg kg con planta (PD20). Bastida
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et al. (2016) observaron que el contenido de acidos grasos de hongos fue mayor en el suelo
con petroleo después de 50 dias, comparado con un suelo sin contaminante, y al agregar una
planta, la biomasa de bacterias como de hongos filamentosos aument6 (Joner et al., 2001).

La concentracion de &cidos grasos de actinobacterias, al igual que los otros grupos
microbianos, aumentd conforme aumento la concentracion de diésel. ElI aumento en las
poblaciones de actinobacterias en los sitios con mayor concentracion de diésel ya se ha
reportado antes (Mujibur-Rahman et al., 2002).

Los &cidos grasos de los HMA aumentaron por efecto de la concentracién de diésel, la
presencia de M. sativa y del tiempo. Franco-Ramirez et al. (2007) encontraron que los HMA
estan presentes en la rizésfera de las plantas en suelos crénicamente contaminados con
petroleo, y que éstos pueden tener importancia en la adaptacién y crecimiento de sus
hospederos; aun cuando la germinacion de esporas de HMA y la longitud de las hifas es
afectada por la presencia de diferentes hidrocarburos. Lo anterior puede explicar la baja
concentracion de &cidos grasos de estos microorganismos, incluso a los 4 meses; sin
embargo, a los 12 meses, la concentracién de acidos grasos aumentd por efecto de la

disminucidn de los hidrocarburos del diésel en el suelo (< 40%).

6.3 Abundancia de colémbolos edéaficos

En comparacion con la abundancia de colémbolos a nivel de orden y suborden
encontrados en el suelo de la parcela de maiz, al aplicar los tratamientos de estudio, las
abundancias disminuyeron considerablemente, observandose mayor efecto en los
tratamientos sin planta. Después del montaje de los mesocosmos y en los primeros muestreos

(24 h y 4 meses), la abundancia de colémbolos fue alta en los tratamientos con planta. En
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subsiguientes muestreos (8 y 12 meses) la abundancia de poduromorfos disminuyo
considerablemente. Lo anterior es un indicio que la presencia de plantas es un factor que
favorece la presencia de organismos del suelo como son los colémbolos del género
Mesaphorura que habitan en ambientes euedaficos, es decir en la zona de las raices (Potapov
et al., 2016), y que se caracterizan por ser de tamafio pequefio, incoloros, sin ocelos y sin
farcula (Christiansen, 1964). En los tratamientos con diésel solo se pudieron encontrar dos
individuos en el tratamiento PD10; después de 12 meses de la fitorremediacion. Estos
resultados pueden ser debidos a la sensibilidad que tienen los colémbolos poduromorfa a la
contaminacion con hidrocarburos (Blakely et al., 2002; Cébron, 2011). Contrariamente a los
poduromorfas, los colémbolos entomobriomorfos comenzaron a aumentar sus abundancias
en los tratamientos con mayor concentracion de diésel en presencia de planta, M. sativa
(PD20). Gillet y Ponge (2005) observaron que la contaminacion del suelo con hidrocarburos
afecta la riqueza pero no la abundancia de colembolos, ya que en un suelo con hidrocarburos
poliaromaticos (5.95 pg g*) encontraron 9 especies de colémbolos, comparado con un suelo
sin contaminantes, donde encontraron 27 especies; sin embargo, la abundancia entre ambos
tratamientos fue similar. Contrariamente a lo observado por Gillet y Ponge (2005), en los
tratamientos con diésel, con planta o sin planta (D10, D20, PD10, PD20), se observo escases,
sin embargo, como fue transcurriendo el tiempo de remediacion la riqueza de
entomobriomorfos fue incrementandose; encontrandose especies de los géneros Isotoma.
Cébron et al. (2011) atribuyeron el incremento de organismos epi- y hemiedaficos, como
Isotoma, al aumento en la hojarasca del suelo debido a presencia de vegetacion en un suelo
contaminado, mas que a la disminucion del hidrocarburo en la matriz edafica. En los
tratamientos con diésel y planta, M. sativa, es posible que conforme fue desarrollandose la

planta, esto origino que se observara presencia de coléembolos entomobriomorfos que habitan
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en nichos cerca de la superficie del suelo (Potapov et al., 2016), donde se empezaba a
acumular residuos del follaje de la alfalfa.

Los colémbolos son sensibles no sélo a la contaminacion por hidrocarburos (Rusin y
Gospodarek, 2016), sino también a la perturbacién mecénica a la que se somete el suelo
(Marschner et al., 2001; Melekhina et al., 2015). Gillet y Ponge (2004) encontraron que la
estructura del suelo afecta més la diversidad de colémbolos que la presencia de contaminantes
como metales pesados, y Blakely et al (2002) observaron que el cambio en la estructura del
suelo generado por la presencia de hidrocarburos del petréleo (11,500-37,500 mg kgt) afectd
en mayor proporcion la estructura de las comunidades de mesofauna en comparacion con la
toxicidad de los hidrocarburos. En sistemas contaminados, las familias con mayor
abundancia fueron Isotomidae, Entomobryidae y Onychiuridae (Uwabe et al., 2014; Rusin y
Gospodarek 2016); estas familias ademas de ser tolerantes al cambio en la estructura del
suelo, contribuyen también a la degradacion de lignina. En este estudio se encontraron
escasos individuos que pertenecian a las dos primeras familias mencionadas, lo cual podria
indicar que el manejo del suelo (cernido) antes de la aplicacion de los tratamientos, fue un
factor que afectd la abundancia de las especies de estas familias.

La especie de colémbolos mas abundante encontrada en la presente investigacion fue
Mesaphorura macrochaeta. En los tratamientos con 20,000 mg kg* en presencia de planta,
M. sativa (PD20) se encontraron dos organismos de la especie, y en el tratamiento con 10,000
mg kg (PD10) no se encontraron individuos de esta especie. ElI género Mesaphorura
(principalmente las especies M. macrochaeta, M. yossi, y M. florae) es un buen indicador de
la toxicidad del suelo contaminado con metales pesados (Niklasson et al., 2000) y con
hidrocarburos (Boitaud et al,. 2006). En este estudio se observaron al inicio del experimento

(4 meses) una abundancia muy alta de M. macrochaeta, sin embargo, al aplicar los
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tratamientos con diésel y planta (PD10 y PD20), la presencia de esta especie practicamente
no se observo. Estos resultados coincidieron con Boitaud et al. (2006) quienes indican que
M. macrochaeta es muy sensible a la contaminacion con diésel.

Similarmente, se encontraron dos individuos del género Proisotoma después de 4
meses en el tratamiento CP. Sin embargo, al aplicar los tratamientos con diesel no se
observaron en los suelos con este contaminante, lo cual indica que también son muy sensibles
a la contaminacion con hidrocarburos del diésel. De acuerdo con Princz et al. (2012) la
abundancia de este género disminuye significativamente en presencia hidrocarburos.

A los 18 meses de tratamiento de biorremediacion en los suelos con planta, (M. sativa,
PD20) se encontraron colémbolos del género Entomobrya los cuales se caracterizan por
habitar en ambientes epiedaficos; que habitan en la capa superior de la hojarasca (Potapov et
al., 2016). Estos colémbolos son de tamafio mediano o grande, con una coloracién
pronunciada y en la mayoria de los casos tienen 8 ocelos y largas farculas (Christiansen,
1964). Garcia-Segura et al. (2017) mencionan que el petréleo puede ser una fuente de
alimento para algunos organismos del suelo después de la oxigenacion, observando una
sucesion de la mesofauna del suelo después de un proceso de contaminacion, que le da forma
a las redes troficas, dependiendo de la concentracion y composicion de los hidrocarburos
encontrados. En este estudio pudo observarse que conforme pasaba el tiempo de remediacion
del suelo con diésel, aparecian especies de diferentes géneros, aunque en muy baja
abundancia, que se caracterizaban por habitar diferentes profundidades del suelo. De acuerdo
con Garcia-Segura et al. (2017) estas especies podrian ocupar diferentes posiciones troficas,
debido a sus formas de vida a través de diferentes profundidades del suelo, las cuales estan

intimamente relacionados con sus preferencias alimenticias.
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6.4 Degradacion de hidrocarburos del diesel

Algunos exudados de la raiz tienen un efecto represor en la mineralizacion de los
hidrocarburos (Tahseen et al., 2016). Phillips et al. (2012) determinaron que los exudados de
raiz de Elymus angustus y M. sativa reprimieron la mineralizacion de hidrocarburos durante
los primeros 10 dias, en comparacion con los tratamientos sin planta. Sin embargo, Phillips
et al. (2006; 2008) observaron que con el tiempo, esta represion de la degradaciéon de
hidrocarburos disminuye, y las plantas tienen un efecto selectivo en la estructura de la
comunidad rizosférica y en la densidad poblacional, lo que aumenta el numero de
microorganismos capaces de mineralizar los hidrocarburos.

Wei et al. (2017) encontraron que M. sativa reduce méas del 95 % de hidrocarburos
después de 50 dias. Umeh et al. (2018) y Mclintosh et al. (2017) observaron que la
degradacion de hidrocarburos fue menor en los suelos con mayor abundancia de plantas,
asociandolo con la capacidad de las plantas para invertir mas energia en aminorar los efectos
negativos de la competencia vegetal, en lugar de ayudar al establecimiento y promocion de
las poblaciones microbianas. No obstante, las diferencias en el porcentaje de degradacion
dependen del tipo, la distribucion y la disponibilidad de los hidrocarburos (Biache et al.,
2017).

En esta investigacion, a los 12 meses, no se encontraron remanentes de diésel en los
tratamientos con 10,000 mg kg* (D10 y PD10), mientras que en el tratamiento con 20,000
mg kg sin planta (D20), se encontraron hidrocarburos con cadenas de 19-22 C, y en el
tratamiento con esta misma concentracion de diésel pero con planta (PD20), se encontraron
cadenas de 15-18 C. Riskuwa-Shehu et al. (2017) en un sistema de fitorremediacion de
petréleo crudo en presencia de M. sativa, después de 90 dias, indicaron que la mayor

concentracion de hidrocarburos correspondié a cadenas de 11-20 C y de 21-30 C. Gouda et
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al. (2016) reportaron la pérdida de hidrocarburos con cadenas de 12 a 20 C, y degradacion
del 97 al 99% de hidrocarburos de petréleo, después de 90 dias de fitorremediacion con
alfalfa. Wu et al. (2017) probaron un sistema de bioaumentacion con bioestimulacion, y
aunque la degradacion de hidrocarburos (61,000 mg kg) no fue significativamente mayor
que en el suelo sin tratamiento, si hubo mayor diversidad y mejor estructura de la comunidad
microbiana. Cabe sefialar que en los tratamientos C y CP, no se encontraron hidrocarburos

en ninguno de los muestreos.

56



7. CONCLUSIONES

A los 4 meses, el diésel a 10,000 mg kg™ en ausencia de M. sativa (D10), estimul la
comunidad de bacterias solubilizadoras de fosfatos, fijadoras de nitrégeno y de réapido
crecimiento con respecto al control y a los tratamientos con planta. En tanto que el diésel a
20,000 mg kg (D20) Gnicamente estimulé la poblacion de bacterias fijadoras de nitrégeno
y aquellas de répido crecimiento.

El diésel aumenté la concentracién de &cidos grasos de todos los grupos de
microorganismos evaluados. Sélo se encontraron diferencias significativas del efecto
rizosférico de la concentracién de &cidos grasos de hongos filamentosos y bacterias en los
tratamientos con diésel a 20,000 mg kg?, a los 4 y 12 meses, mientras que los hongos
micorrizicos arbusculares tuvieron mayor concentracion de &cidos grasos en el ultimo
muestreo (12 meses) en el tratamiento con 20,000 mg kg™ con M. sativa.

Los colémbolos fueron un grupo muy afectado por los hidrocarburos del diésel, ya que
sus abundancias no se recuperaron después de 12 meses de fitorremediacién, ain con
presencia de la planta. M. sativa. Especies de ambos drdenes de colémbolos encontrados
(Poduromorpha y Entomobryomorpha), pueden servir como bioindicadores en suelos

contaminados con diésel.
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9. ANEXOS

Mesaphorura macrochaeta. Sedas 1’2’ presentes en el 16bulo anal, caracteristicas de la

especie.
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Isotomurus spp.
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Entomobrya sp. 1 aclarado con &cido lactico.
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Entomobrya sp. 2 aclarado con &cido lactico.
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