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ACTIVIDAD BIOLOGICA EN LA RIZOSFERA DE Leersia hexandra, Sw. EN UNA
FINCA DEL TROPICO HUMEDO CONTAMINADA CON PETROLEO

Nimide Rodriguez Rodriguez
Colegio de Postgraduados, 2016

El estudio de la actividad biolégica en la rizosfera de Leersia hexandra, en una
finca contaminada con petréleo intemperizado, se realiz6 para determinar el
potencial del sistema rizosférico y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
en la recuperacion de un Gleysol impactado por la industria petrolera. Se evaluo la
distribucion espacial de los hidrocarburos totales del petroleo (HTPs) en el
Gleysol, la biomasa aérea, densidad de raices y el efecto rizosfera de L. hexandra.
La distribucion espacial de los HTPs (mg kg™) en Gleysol se realiz6 en 14 puntos
ubicados cada 30 m de noroeste a sureste en un predio de 2.3 ha, se colectaron
muestras de rizosfera en la capa 1 (0-15), capa 2 (15-30) y capa 3 (30-70 cm de
profundidad). La distribucion espacial de los HTPs (mg kg) permitié ubicar en la
finca cuatro zonas (Z) de estudio, Z1: 1393, Z2: 3455, Z3: 5574 y Z4: 7544 mg de
HTPs. En cada Z se colectaron ocho repeticiones de biomasa aérea de L.
hexandra (m?), cinco de suelo rizosférico y no rizosférico para bacterias
heterétrofas, fijadoras de N de vida libre, solubilizadoras de fosfato (UFC gt), para
el bioensayo de CO2 (mgC-CO:2 g* suelo seco d?) y C de la biomasa microbiana,
establecido en condiciones in vitro durante 63 dias. La distribucion espacial de los
HTPs indican mayor acumulacion en capas subyacentes (capas 2 y 3) y menor en
la rizosfera de L. hexandra y en la capa 1. La mayor producciéon de biomasa aérea
fue en la zona 2, el petréleo intemperizado indujo hormesis en el pasto, pero en
dosis = a 5574 lo inhibié. En las cuatro zonas el suelo rizosférico, respecto al suelo
no rizosférico, estimuld la poblacion de bacterias heterétrofas, fijadoras de N vy
solubilizadoras de fosfato, y la respiracion microbiana a los dias 14, 21, 42 y 63
después de la incubacion. El petrdleo intemperizado afectd la liberacién de COz,
indujo mayor C-biomasa, y estimuld la poblacién de los tres grupos de bacterias
en suelo rizosférico, o que sugiere que L. hexandra contiene un sistema
rizosférico con potencial para bioestimular la actividad microbiana benéfica para la
finca respecto al suelo no rizosférico en Gleysol con < 7 552 mg kg de HTPs. Se
recomienda el uso de L. hexandra para recuperar la sustentabilidad de Gleysoles
degradados por el petroleo intemperizado de fincas del tropico himedo mexicano
aledafas a infraestructuras petroleras.

Palabras claves: bacterias fijadoras de N, solubilizadoras de P, respiracion
microbiana, rizosfera, petroleo intemperizado.



BIOLOGICAL ACTIVITY IN THE RHIZOSPHERE OF Leersia hexandra, Sw. IN
A FARM OF THE HUMID TROPICS CONTAMINATED WITH Ol.

Nimide Rodriguez Rodriguez

Colegio de Postgraduados, 2016

The study of the biological activity in the rhizosphere of Leersia hexandra in a finca
weathered oil contaminated with oil, was conducted to determine the potential of
the system and the rizospheric bacteria and plant growth promoting bacteria in the
recovery of a Gleysol impacted by the oil industry. Assessed the spatial distribution
of the total petroleum hydrocarbons (TPH) in the Gleysol, the aerial biomass,
density of roots and the rhizosphere effect of L. hexandra. The spatial distribution
of the TPH (mg kg?) in Gleysol was conducted in 14 points located every 37.5 m
from north-west to south-east in a land of 2.3 hectares, we collected samples of
rhizosphere, layer 1 (0-15), Layer 2 (15-30) and layer 3 (30-70 cm). The spatial
distribution of the TPH (mg kg-1) allowed to locate in the finca four areas (Z) of
study. Z1: 1393, Z2: 3455, Z3: 5574 and Z4: 7544.In each Z was collected eight
replicas of air material L. hexandra (m2), five of soil rizospheric and not rizospheric
for heterotrophic bacteria, fastener N of life free, solubilizer P (CFU g-1), and for
the bioassay of CO2 (mgC-CO2 g-1 dry soil d-1) and C. microbial biomass,
established under in vitro conditions by 63 days. The spatial distribution of the TPH
in the soil of the four areas indicate a greater accumulation in underlying layers
(layer 2 and 3) and lower in the rhizosphere of L. hexandra and layer 1. The zone 2
produced the largest aerial biomass, oil weathered oil induces hormesis in the
grass, but at doses 2 to 5574 what inhibits. In the four areas the soil rizospheric of
L. hexandra relative to the ground not rizospheric stimulated the population of
heterotrophic bacteria, fastener of N and P solubilizer and microbial respiration to
day 14, 21, 42 and 63 after incubation. The oil weathered oil negatively affects the
release of COz2, induces greater C-biomass, and stimulates in greater magnitude
the population of the three groups of bacteria in soil rizospheric, with regard to the
ground not rizospheric, suggesting that L. hexandra contains a system with
potential for bioestimulate rizospheric microbial activity beneficial for the farm from
the ground not rizospheric in Gleysol with < 7 552 mg kg?' of TPH. It is
recommended the use of L. hexandra to retrieve the sustainability of Gleysol
degraded by the oil weathered oil of estates in the humid tropics of Mexico
surrounding oil infrastructure.

Key words: bacteria fastener N, solubilizer the P, microbial respiration,
rhizosphere of L. hexandra, oil weathered oll.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La degradaciéon de la tierra esta relacionada con el abuso de los recursos
naturales del suelo, subsuelo, agua y vegetacion, consecuencia del desarrollo no
sustentable de la sociedad (Brevik et al., 2015). La extraccion y transformacion del
petréleo crudo tiene accidentes que contaminan el suelo con hidrocarburo, el cual
se acumula en capas superficiales, migra al subsuelo e induce cambios en las
propiedades fisicas, quimicas y bioldégicas basales por el incremento de la
concentracion del contaminante (Muratova et al., 2008; Mohsenzade et al., 2009;
Trujillo-Narcia et al., 2012; Liu et al., 2013). La degradacién de los recursos
bidticos del suelo por la presencia de petrdleo es por el potencial téxico,
cancerigeno y mutagénico inherente a los hidrocarburos (Chauhan et al., 2008). El
dafio a los organismos es fisiolégico porque limita o inhibe los mecanismos de
defensa al estrés, ademas el petréleo induce dafios irreversibles y los organismos
mueren (Tadeo, 2000). Algunos organismos en ambientes contaminados activan
respuestas de adaptacion mediante sintesis de enzimas y la activacion de
mecanismos de defensa antioxidante que confiere resistencia y adaptacion a la
exposicion al recurso degradado (Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, 2012;
Olalekan, 2014).

La exposicion de la planta, la microflora del suelo y las interacciones rizosféricas a
diferentes tipos y dosis de petréleo causan diferentes efectos. Algunos dafios son
la disminucién de la germinacion de la semilla y del crecimiento vegetativo,
alteracion de la tasa de respiracion microbiana, disminucion de la biodiversidad,
inhibicion de la densidad de bacterias y la modificaciéon de la morfologia celular
(Smith et al., 2006; Omosun et al., 2009; de Farias et al., 2009; Ogbo, 2009; Njoku
et al.,, 2009; Saadoun y Al-Ghazawi, 2010; Basumatary et al., 2012). En la

rizosfera se limita el crecimiento radical, la circulacién de oxigeno y la densidad de



bacterias promotoras del crecimiento vegetal. La rizosfera es importante para los
procesos de recuperacion de suelos degradados, en ella se produce mayor
respiracion basal, aumenta la densidad de la microflora y microfauna que en el
suelo a distancia (Brady y Weil, 2008; Garcia y Rivero, 2008). Las causas que
limitan el crecimiento y desarrollo de la planta, la densidad y diversidad microbiana
por la exposicion al petroleo son la falta de disponibilidad de agua, carbono,
energia y nutrimentos en la solucion del suelo, debido a que el aceite crudo
obstruye los poros y ocupa los espacios porosos (Adenipekun et al., 2009;
Omosun et al., 2009; Nogueira et al., 2011).

Los pastos han demostrado tolerancia al estrés y se utilizan en procesos de
recuperacion de suelos degradados por el petroleo (Merkl et al., 2005; Kechavarzi
et al.,, 2007; Maldonado-Chéavez et al., 2010), este potencial es atribuido a su
extenso y fibroso sistema radical, que le confiere mayor area de superficie de la
raiz que otras especies y puede penetrar en el suelo a una profundidad de hasta
tres metros (Orozco-Soto et al., 2014), pero ademas a la induccion de moléculas
antioxidades en el sistema radical que confiere resistencia al estrés generado por

los contaminantes (Olalekan, 2014).

Los microorganismos hongos heterotrofos y las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) establecidos en el sistema radical de los pastos
Echinochloa polystachya y Brachiaria mutica estimulan la degradacion del petréleo
en el suelo (Rivera-Cruz et al., 2002; Rivera-Cruz et al., 2004; Rivera-Cruz, 2011a;
Véasquez-Luna et al., 2011). Los microorganismos producen y liberan exoenzimas
(monooxigenasa y dioxigenasa) que participan en procesos de éxido-reduccion de
los hidrocarburos del petroleo degradandolos a compuestos menos tdxicos
(Camacho-Morales et al., 2010). La importancia de las RPCV en suelos
degradados es porgue fijan N atmosférico, solubilizan nutrimentos (fésforo y
potasio) y sintetizan fitohormonas, atributos que en conjunto contribuyen al

mejoramiento de la fertilidad del suelo, incremento de la diversidad biol6gica



(Vessey, 2003; Brady y Weil, 2008) y mejoramiento de los servicios ambientales

de provision.

El pasto Leersia hexandra Swartz es una especie forrajera localizada en regiones
tropicales humedas, tolera la contaminacion con petroleo y metales pesados (Liu
et al., 2011; Rivera-Cruz, 2011b; Liu et al., 2015). El pasto invade y estabiliza
humedales por la acumulacion de abundante follaje y raices adventicias dentro de
la lamina de agua. Forma follaje suave, decumbente, de tallos flexibles con hojas
angostas y pequefas (Rodriguez-Carrasquel, 1983; Vegetti, 2002). La actividad
microbiana, las bacterias heterétrofas y RPCV asociados al suelo rizosférico de L.
hexandra en Gleysol degradado por el petroleo son importantes estudiarlos debido
a gue en el ecosistema contribuyen al equilibrio nutrimental, la atenuacion de los

hidrocarburos y la sustentabilidad de la finca con uso agricola y pecuario.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. Definicién y caracteristicas del humedal

Los humedales son considerados el “eslabon” entre sistemas que no son
completamente acuéticos ni terrestres. Son habitats interiores costeros y marinos
de un continente. Es definido como “extensiones de marismas, pantanos y
turberas, o superficies cubiertas de aguas, sean éstas de régimen natural o
artificial, permanentes o temporales, estancadas o corrientes, dulces, salobres o
saladas, que permanecen inundados la mayor parte del afo, incluidas las
extensiones de agua marina cuya profundidad en marea baja no exceda de seis
metros” (CONABIO, 2009).

El humedal de agua poco profunda hasta 1 a 2 metros se caracteriza porque el
suelo predominante es Gleysol e Histosol con baja permeabilidad. La vegetacion
generalmente son hidréfitas estrictas sumergidas, emergentes y flotantes,
subacuéticas con representantes herbaceas o lefiosas en ambos casos (Caso et
al., 2003). Este tipo de vegetacion incluye manglares, bosques y selvas de galeria,
vegetacion del petén, popal, palmar inundable y sabana (INEGI-CONABIO-INE,
2005), tule (Juncaceae), tulillo (Cyperaceae), ninfas (Nymphaeaceae) y pastos
(Poaceae) (Estrada et al., 2013; Rivera-Cruz, 2011a).

2.2. El humedal con explotacién agricola

Los humedales de sabana tienen lamina de agua poco profunda (10 a 150 cm),
son usados principalmente para la ganaderia bovina (INEGI, 2004). Al respecto,
Palma-L6pez et al., (2007) indican que la vegetacion hidréfila de selva baja
inundable y de pastizales se utiliza como forraje bovino, principalmente bajo

sistema de explotacion extensiva. Los pastos dominantes en sitios inundables se



distinguen por su adaptacion a la fluctuacion del agua en el humedal. Los pastos
tienen un sistema de raiz que permite el aprovechamiento del oxigeno derivado,
ya sea de la solucion externa o a traves de la aerénquima cortical. Por lo tanto, es
un componente de la tolerancia al anegamiento de las raices del suelo (Jimenez,
2013). Las especies con esta adaptacion son Echinochloa polystachya y
Brachiaria mutica (Baruch, 1994), Cynodon dactylon (Furness y Breen, 1985),
Paspalum fasciculatum (Rivera-Cruz, 201l1a); Panicum versicolor, Paspalum
notatum, Paspalum conjugatum, Hymenachne amplexicaulis y Axonopus sp
(Pefnuela et al., 2011) y Leersia hexandra (Vegetti, 2002).

El tipo de raiz dominante de los pastos son sistemas estoloniferos perenne o
rizomatosa: raices primarias gruesas (entre 0.5 y 1 mm de diametro) y largas de
color claro. La raiz secundaria posee ramificaciones pequefias, finas y pueden
sobrepasar los 10 cm de profundidad. El calibre del rizoma se encuentra

generalmente en los 1.5 y 2.5 mm de didmetro (Hernandez et al., 1992).

2.3. Definicion y composicion del suelo

El suelo es un cuerpo natural, externo a la roca madre que soporta organismos
Vivos, se caracteriza por horizontes y capas que se distinguen del material inicial
por el resultado de las adiciones, pérdidas, transferencias y transformaciones de
energia y materia, y por la habilidad de soportar vegetacién donde se dan las
condiciones necesarias para el desarrollo de las plantas (USDA-NRCS, 2014). Su
origen es por cinco factores de formacion: Material parental (pasivo), clima
(activo), organismos o biosfera (activo), relieve (pasivo) y tiempo (neutro) (Ortiz,
2010). El suelo se ha considerado como una mezcla de material mineral, materia
organica, agua, aire (USDA-NRCS, 2014). La composicion de un suelo de textura
franca y con condiciones ideales para el desarrollo de plantas puede ser
aproximadamente de la siguiente manera: materia mineral 45%, materia organica
5%, agua 25% y aire 25% (Ortiz, 2010). La Figura 1 muestra la distribucion de

microcolonias de microorganismos adheridas a los componentes del suelo.
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Figural. Composicién del suelo y distribucion de las
colonias bacterianas (Atlas y Bartha, 2002).

2.4. Funcién del suelo en el ecosistema

El suelo es el sistema clave en el funcionamiento de los ecosistemas terrestres.
En él se llevan a cabo dos procesos vitales: la descomposicién y el flujo de
nutrientes. Estos procesos son controlados principalmente por la actividad
biologica, la cual depende en dltima instancia de la temperatura y la humedad.
(Swift et al., 1979). El suelo realiza cinco funciones: 1) soporta el crecimiento de
las plantas superiores, provee un medio para las raices de las plantas y
suplementa nutrimentos esenciales para la planta. Las propiedades del suelo
pueden llegar a determinada la naturaleza de la vegetacion e indirectamente el
namero y tipo de animales que la vegetacion puede soportar, 2) las propiedades
del suelo son el principal factor que controla el sistema hidrolégico del agua, 3) el
suelo recicla el sistema. Cuando el suelo recibe desechos de cuerpos muertos de

animales y vegetales estos son descompuestos y los nutrimentos liberados



guedan disponibles, 4) es un habitat para organismos desde pequefios reptiles,
insectos y diversos microorganismos, y, 5) juega un papel importante en la
ingenieria del medio, debido a que proporciona la base para casi todas las

carreteras, aeropuertos y la casas habitacion (Brady y Weil, 2008).

2.5. La diversidad de organismos en el suelo

Los organismos del suelo se dispersan por todas partes del suelo. Cada pufiado
de suelo probablemente contenga miles de millones de organismos, con
representacion de casi todos lo phylum de los seres vivos. En el Cuadro 1 se
presenta una clasificacion de los organismos con énfasis en la actividad realizada.
El término fauna es usado generalmente para distinguir animales (incluyendo
unicelulares protistas). La flora es un término usado para referir a las plantas
(incluyendo a los unicelulares algas), asi como también todos los microorganismos

no animales (Brady y Weil, 2008).

La microflora y la macroflora son componentes biolégicos del suelo, representados
por organismos autotréficos y heterétrofos, con funciones especificas en el ciclo
de materia y energia en el ecosistema. Por ejemplo, las raices de las plantas y las
algas representan a la flora del suelo, las cuales son productores primarios, que a
través de la fotosintesis con la energia del sol, convierten al CO2 en carbohidratos
disponibles para otros organismos. Entre los organismos que conforman la
microflora estdn las algas, bacterias, hongos y levaduras que pueden

descomponer casi cualquier sustancia natural (FAO, 2015).



Cuadro 1. Clasificacion general y tamafio de algunos grupos importantes de

organismos del suelo.

Grupos generales Grupo taxonémico Ejemplos

(tamafio en mm)

Macrofauna (>2mm) Vertebrados Topos, ratones,

Todo heterotrofo, Artropodos hormigas, escarabajos y
largamente herbivoro y Anélidos sus larvas, ciempiés,
detritivoro. Moluscos gusanos, arafias,

termitas, cochinillas,
lombrices, caracoles,

babosas.
Macroflora Plantas vasculares Raices absorbentes,
Gran parte autotrofica Bryofitas musgos
Mesofauna (0.1-2mm) Artrépodos Acaros, colémbolos,
Todo heterotrofo Anélidos gusanos, acaros y protura
Gran parte de detritivoros
Gran parte predadores
Microfauna (<0.1 mm) Nematodos, rotiferos, Nematodos, rotiferos
Detritivoros, predadores, protozoarios y amebas, ciliados,
fungivoros, bacterivoros.  tardigrade. flagelados y osos de
agua.
Microflora (<0.1 mm) Plantas vasculares Pelos radicales,
Gran parte de Algas algas verdes, amarillas,
autotroficos. Hongos diatomeas, levaduras,
Gran parte de mohos, hongos, royas,
heterotrofos setas.
Heterbtrofos y Bacterias Aerobios, anaerobios
autotroficos Cianobacterias azul-verdes algas,
Actinomiceto actinomicetos.

Arqueas

Fuente: Brady y Weil, 2008.



2.5.1. La accion de los organismos

Una de las funciones principales de la microfauna en el suelo es la
descomposicion de los recursos que entran al suelo y pasan por tres procesos
durante su degradacion: fragmentacion, transformacion enzimatica (catabolismo) y
lavado por agua (lixiviacion). Los dos primeros son regulados por la actividad
biolégica, el tercero depende completamente de la precipitacién. En este modelo
el recurso entra al sistema y es fragmentado, transformado enziméticamente vy
lavado en repetidas ocasiones. Por ejemplo, una hoja (rl) al ser fragmentada se
transforma en un recurso diferente (r2), el cual puede después ser atacado por
bacterias y hongos y transformarse en otro recurso diferente (r3), y asi
sucesivamente. Durante la transformacion de esta hoja se producen cuatro
productos: un nuevo recurso, COg2, nutrimentos en solucidbn y nutrimentos
inmovilizados en los organismos, 0 en nuevos compuestos organicos complejos a
lo cual se le denomina humus. Con el paso del tiempo, y dependiendo de las
condiciones ambientales y de la biota presente en el suelo, este recurso se
descompone totalmente y su carbono y nutrimentos pasan a la atmosfera (COz2y
CHa4), al reservorio de materia organica y nutrimentos del suelo o al tejido de la
biota edafica (Swift et al., 1979).

La macroflora y la microflora en el suelo es abundante porque las raices primarias
y pelos radicales secretan sustancia que atraen a los microorganismos, esto
explica la especificidad de la rizosfera de la planta con ciertos microorganismos.
Una gran parte del material fotosintetizado por la planta (20 a 50%) es secretado
por las raices en forma de exudados, polimeros solubles y lisados. De los
elementos que constituyen la materia organica fuera del oxigeno y nitrégeno y
otros elementos menores, la rizodeposicidn proporciona carbono organico en la
rizosfera (Gobat et al., 2004).



2.5.2. Fuerza de energia y carbono

El ciclo del carbono esta estrechamente ligado al ciclo del oxigeno y depende
tanto de la macrofauna, microfauna, macroflora y microflora. Los procesos
quimicos basicos del ciclo son la fotosintesis, la respiracion, la quema de
combustibles fosiles y fendmenos naturales como las erupciones volcanicas, es
por esto que el ciclo del carbono es el responsable de las emisiones de CO: a la
atmosfera, ya que por medio de este mecanismo se equilibran los diferentes

reservorios o almacenes de carbono en el planeta (Ibafiez et al., 2004).

La Figura 2 muestra que el carbono organico en el suelo y el CO2 de la atmdésfera
estan vinculados mediante la fotosintesis de las plantas u organismos fototrofos,
los cuales fijan el C procedente del CO2 atmosférico, mismo que pasa a formar
parte de los tejidos vegetales y de los microorganismos en forma de C organico.
Los organotrofos utilizan estos compuestos como alimento y los residuos son

mineralizados, liberan CO2 con lo que se cierra el ciclo (Porta et al., 2003).
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Figura 2.  Ciclo del carbono (Porta et al., 2003).
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2.5.3. Actividad microbiana en el suelo

La importancia de los grupos especificos de organismos, entre estos la macroflora,
microflora y microfauna, es comunmente identificada por: 1) el numero de
individuos, 2) la biomasa por unidad de volumen de area en el suelo, y 3) su
actividad metabdlica (frecuentemente medido como la cantidad de di6xido de
carbono generado en la respiracion). La actividad biolégica en el suelo es muy
heterogénea, y los organismos vivos estan muy distribuidos. La concentracion de
la actividad microbiana ocurre en las inmediaciones de las raices vivas de las
plantas y en los materiales organicos derivados de heces fecales de macrofauna
y residuos vegetales (Brady y Weil, 2008).

2.5.4. NUmero de individuos

Las raices de las plantas ocupan cerca del 1% del volumen del suelo y son
responsables de una cuarta parte de la respiracion del ecosistema. Compiten por
el oxigeno pero también surten de carbono y energia necesaria para la microfauna

y la microflora (Brady y Weil, 2008).

La microflora domina en la actividad biolégica del suelo. Se estima que cerca del
80% del metabolismo en el suelo es derivado de la actividad de la microflora
(Brady y Weil, 2008), pero la actividad se favorece por la accion de la macrofauna
y microfauna. El nUmero de bacterias y hongos generalmente es evaluado en
forma de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo y m? (Odum
y Warrett, 2006).
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2.5.5. Biomasa microbiana

La biomasa microbiana se define como el total de células vivas en un é&rea
determinada (Gobat et al., 2004). La biomasa microbiana del suelo ha sido
definida como la fraccién viviente de la materia organica que comprende todos los
organismos menores de 5x10° um?® que no sea material vegetal (Jenkinson, 1988).
La biomasa microbiana incluye microorganismos muy diferentes (bacterias,
hongos, levaduras, algas, protozoarios etc.). Se han propuesto varios métodos
para cuantificar la biomasa microbiana de los suelos, se basan en el conteo de las
células microbianas; otro método es el uso de parametros fisiolégicos tales como
el de la cuenta directa al microscopio, cuantificacion de ATP, la fumigacion con
cloroformo-incubacion, la fumigacion con cloroformo-extraccion y la respiracion

inducida por sustrato (Delgado y Mingrelia, 1999).

2.5.7. Actividad metabdlica

La actividad metabdlica en el suelo se mide indirectamente por la respiracién y
esta estrechamente asociada a los microorganismos de la rizosfera. La respiracion
es uno de los procesos mas importantes de la liberacion de carbono (Cheng et al.,
2005).

La respiracion que es la oxidacion biolégica de la materia organica a COz2, ocupa
una posiciéon clave dentro del ciclo del carbono. La respiracién es una medida del
carbono potencialmente mineralizable en el suelo y refleja la actividad global o
energia gastada por el pool microbiano, lo que proporciona una estimacion de la

actividad descomponedora de los microorganismos del suelo (Paz, 2006).

El suelo tiene una amplia participacién en la produccién y flujo de CO2 emitido a la
atmosfera (Atlas y Bartha, 2002). EI CO2 del suelo producto de la actividad
biologica es la ruta principal por la que se pierde carbono del sistema suelo

(Andrews y Schlesinger, 2001). La biomasa microbiana del suelo es uno de los
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principales agentes de las transformaciones bioquimicas del mismo y una reserva

de nutrimento mas labil que el conjunto de la materia orgéanica (Jenkinson, 1988).

El incremento de las poblaciones microbianas puede atribuirse al aumento de la
fraccibn organica facilmente biodegradable como carbono y carbohidratos
hidrosolubles, o bien a la incorporacién de microorganismos exogenos al suelo
procedentes de residuos incorporados (Garcia et al.,, 2000). La incorporacion de
materiales organicos frescos del suelo al poseer una mayor cantidad de
compuestos facilmente biodegradables que los composts provoca la actividad de
una mayor cantidad de biomasa microbiana. Ademas la actividad de la biomasa
microbiana, producto de la enmienda organica, decrece con el tiempo (Garcia et
al., 2000).

Por lo tanto el carbono de la biomasas microbiana se ha empleado por algunos
autores como indices sensibles de los cambios que experimenta la materia
organica del suelo (Powlson y Jenkinson, 1981). Otros autores han considerado al
carbono de la biomasa microbiana como un indice Gtil para comparar sistemas
naturales y alterados por la actividad antropogénica, en particular la contaminacion
(Ross et al., 1980; Sparlin et al., 1981).

2.5.8. Larizosferay sus efectos

La rizosfera es la porcion o capa fina del suelo que se encuentra adherida a la raiz
de la planta, es la zona de suelo donde los exudados radicales se depositan y
pueden estimular, inhibir y/o afectar la actividad de los microorganismos. Aqui
ocurren procesos de interacciones comensales y mutualistas entre la planta y los
microorganismos (Pinton et al., 2001; Atlas y Bartha, 2002). La rizosfera esta
integrada por diferentes regiones internas y las cuales contribuyen a la captacion
de nutrimentos que proceden del suelo, al igual que el transporte y asimilacion de
compuestos que la misma planta sintetiza para satisfacer su crecimiento (Figura
3). Las dos regiones principales son la endorrizésfera y la ectorrizésfera, esta

ultima se divide en rizoplano y rizosfera (Pinton et al., 2001).
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Figura 3. Esquematizacion de los componentes de la

rizosfera (Brimecombe et al., 2001).

La estructura del sistema radicular contribuye a que se establezca la poblacion
microbiana en la rizosfera (Torres-Guerrero et al., 2013). Los exudados de la raiz
gue se depositan en la rizosfera son azucares, acidos organicos, aminoacidos,
agua, iones inorganicos, oxigeno, riboflavina, di6xido de carbono, iones de
bicarbonatos, protones, electrones, etileno, secreciones como mucilago, enzimas

y sideréforos (Uren, 2001).

Las interacciones entre los microorganismos y la rizosfera se basan
principalmente en la modificacion interactiva del ambiente del suelo derivado de
procesos como captacion de agua por la planta, liberacion de compuestos
organicos por las raices al suelo, produccibn microbiana de metabolitos
secundarios y captura de nutrimentos minerales por parte de los microorganismos.
El llamado efecto rizosfera/ suelo (R/S) es la relacion entre el numero de
microorganismos de la rizosfera (R) y el nimero de microorganismos en el suelo

alejado de las raices (S). La relacion generalmente tiene valores de 5 a 20, pero
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es normal encontrar valores de 100, es decir, poblaciones microbianas 100 veces

mayores en la rizosfera que en el suelo (Atlas y Bartha, 2002).

La poblacion y diversidad de microorganismos reportados en suelo con raiz
(rizoplano vy rizosfera) es mucho mayor que en los suelos sin raices, también el
namero de raices y la extensién que ellas ocupan influyen en la cantidad de
microorganismos presentes en el suelo (Manoharachary y Mukerji, 2006). Las
poblaciones mas importantes son los hongos, bacterias, protozoos y nematodos,
el recuento de estas poblaciones determinado por la intensidad respiratorio da

valores superiores a las del resto del suelo (Fuentes, 2007).

2.6. Microflora benéfica para las plantas

2.6.1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Los organismos del suelo y de la rizosfera agrupan bacterias y hongos promotores
del crecimiento de organismos autotroficos. Las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal son bacterias que se encuentran libres en el suelo y que
también son capaces de adaptarse, colonizar y permanecer en la rizosfera de las
plantas (Xuliang et al., 2007). Las bacterias promueven el crecimiento y desarrollo
de la planta derivado de sus funciones basicas como son la solubilizacion de
nutrimentos minerales, fijacién de nitrégeno atmosférico, proteccion y disminucion
de patdgenos de las raices, ya sea por competencia o por antagonismo (Khan,
2008), ademas producen sustancias promotoras del crecimiento de vegetal, en
conjunto contribuyen al crecimiento de la raiz y follaje (Hopkins y Hiner, 2009;
Beneduzi et al., 2012).
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2.6.2. Bacterias fijadoras de N de vida libre

El crecimiento de la planta est4 determinado de forma directa o indirecta por la
disponibilidad de nutrimentos minerales, en especial por los macronutrimentos
(nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio y sodio). EI N es el factor limitante en
el crecimiento y desarrollo de las plantas después del agua (Baca et al., 2000). El
N forma parte de las proteinas, aminoacidos, nucleo6tidos, componente de la
clorofila, esta implicado en todos los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal
(Hopkins y Hiner, 2009).

Las bacterias fijadoras de N de vida libre pueden ser anaerobias obligadas,
aerobios o facultativas, se hospedan en suelo, rizosfera y en rizoplano. En estas
se incluye especies de un numero creciente de géneros tales como Azotobacter,
Azospirillum, Beijerinckia, Chromotium, Clostridium, Desulfovibrio, Klebsiella,
Paenibacillus, Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Rhodosospirillum vy
Thiobacillus. Aunque la tasa de fijacion de N por las bacterias de vida libre son
relativamente bajas, estas bacterias estan muy extendidas en el suelo y algunas

se asocian a la rizofera de la planta (Philippot y Germon, 2005).

El N molecular no es facilmente asimilable por los organismos porque la unién
entre los atomos esta formada por un triple enlace muy dificil de romper. La Unica
manera de poder usar el N de la atmésfera es mediante una reacciéon quimica que
rompe estos tres enlaces y se incorporan atomos de hidrégeno para formar
amoniaco, este es un compuesto que los organismos si son capaces de procesar
metabdlicamente. Las bacterias nitrificantes capaces de oxidar el NH4* a NO2™ son
principalmente del género Nitrosomonas, aunque se conocen otros géneros gue

pueden realizar este proceso al cual se le llama nitrificacién (Pacheco et al., 2002).
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2.6.3. Solubilizadoras de fosfato

El fésforo es uno de los elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo de
las plantas en todas sus etapas fisiologicas, sin embargo puede no estar
disponible ya que es rapidamente inmovilizado al interaccionar con el resto de los
componentes del suelo. Las rizobacterias pueden incrementar la capacidad de la
planta de absorber éste elemento solubilizando el fésforo a través de la produccion
de &cidos organicos débiles (Li et al., 2007).

Los compuestos inorganicos insolubles de fésforo [Cas(POa4)2] no estan totalmente
disponibles para las plantas, pueden ser convertidos, por bacterias solubilizadoras
de P, en fosfato di y monobasico, que son formas asimilables para la planta. Las
principales especies activas en este proceso pertenecen a Pseudomonas,

Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus y Flavobacterium (Diaz-Vargas et al., 2001).

La solubilizacion del fosfato ocurre por la liberacién de acidos producidos por la
oxidacion directa de la glucosa y otros azucares; los acidos que se producen por
esta via incluyen acidos acético, lactico, malico, succinico, tartarico, oxalico y
citrico, siendo los mas fuertes los acidos gluconico y 2-cetoglucénico capaces de
actuar como quelantes de Ca*? en condiciones apropiadas. Estos acidos son
producidos por bacterias, entre las que destacan Achromobacter, Agrobacterium,
Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Flavobacterium, Mycobacterium,

Pseudomonas y Serratia (Corrales-Ramirez et al., 2014).

2.7. El petréleo y su interacciéon con los organismos del suelo

El petréleo crudo es una fuente de carbono y energia para los microorganismos
del suelo, sin embargo segun la cantidad y composicion del petréleo crudo que se
derrame en el ecosistema, ocasiona alteracion de los diferentes componentes
bidticos, abidticos y de la cadena alimenticia. Los hidrocarburos mas livianos se

volatilizan y fotooxidan pero los hidrocarburos policiclicos aromaticos, asfaltenos y
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resinas son acumulados en el suelo, raiz y agua por tiempos prolongados (Labud
et al., 2007).

Los hidrocarburos del petrdleo derivados del petréleo fresco provocan la quemay
muerte de plantas, disminucién de la microflora y microfauna, esto lleva a un
desequilibrio ecolégico general y los efectos de la contaminacion en el suelo
dependen su vulnerabilidad, propiedades de amortiguacion y capacidad de auto-
depuracion (Erazo-Parga y Cardenas-Romero, 2013). En particular los
hidrocarburos derivados del petroleo intemperizado por el tiempo de permanencia
en el suelo han logrado establecerse y se han integrado como parte del carbono
en el ecosistema. Segun Rivera-Cruz (2011b) esto ha inducido el establecimiento
de plantas y microorganismos tolerantes y adaptados a esta fuente de carbono,
por lo tanto estos organismos en el suelo pueden contribuir al equilibrio y

dindmica de los ecosistemas.

2.7.1. Caracteristicas y composicion quimica del petréleo crudo

intemperizado

El petrdleo es una mezcla natural, compleja, compuesta de hidrocarburos y otros
componentes minoritarios formados bajo la superficie terrestre (Castillo et al.,
2005). Su composicion se basa principalmente de hidrocarburos (compuestos de
hidrogeno y carbono) que representan entre el 50 a 98% en relacion a la
composicion total (Botello et al., 2005).

El petréleo intemperizado es un petroleo crudo sometido a procesos de
meteorizacién e intemperismo en la superficie del suelo cuando ocurre el derrame
(Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004). Se compone de hidrocarburos saturados

ramificados, hidrocarburos aromaticos policiclicos, asfaltenos y resinas (Figura 4).
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2.7.1.1. Hidrocarburos saturados

Los hidrocarburos saturados son aquellos que no poseen dobles enlaces. Se
dividen en funcion de su estructura quimica en alcanos o parafinas y cicloalcanos
0 naftalenos. Los alcanos se dividen a su vez en ramificados o no ramificados en
funcién de su estructura quimica lineal. Estan definidos por la formula general
CnH2n+2. Los cicloalcanos contienen al menos un anillo de atomos de carbono,
aunque el numero de anillos es muy variable. Su férmula general es CnH2n y es
relativamente comun la presencia a lo largo de su estructura de sustituyentes del

tipo alquilo (Harayama et al., 1999).

[ PETROLEO INTEMPERIZADO

| | | |

-
Hidrocarburos Hidrocarburos Asfaltenos Resinas
saturados aromaticos

policiclicos

CHYCHCHCHLCHCHy

s

CHy Chy
CHyCHCHCHCHCHCH,

2.4 dematipentanc

CHy
CHYCCHCHCHCH,CH,CHy
CHy  CHCH,y
CHy By

bamoprugs 7 7 metiocen.

Figura 4. Clasificacion de los componentes quimicos del petréleo intemperizado
(Botello et al., 2005; Olguin et al., 2007; Borges et al., 2014).

2.7.1.2. Hidrocarburos policiclicos aromaticos

Son menos abundantes que los hidrocarburos saturados y contienen por lo menos
un anillo bencénico intimamente ligado o conectado en su estructura molecular.

Este grupo de hidrocarburos lo conforman compuestos cuya estructura molecular
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se origina por la union de tres o mas anillos bencénicos, algunos ejemplos son
pireno, criseno, benzoantraceno, benzopireno, benzofluoreno, benzofluoranteno y

perileno (Botello et al., 2005).

2.7.1.3. Resinas

Al someter los maltenos a una cromatografia los productos separados con los
disolventes mas polares se llaman resinas. En general se trata de moléculas con
fuerte caracter aromatico, que contiene heteroatomos (N, O, Sy aveces NiyV)y

de masa molecular entre 500 y 1,000 (Wuaquier, 2004).

2.7.1.4. Asfaltenos

El petréleo contiene una fraccion significativa de materiales de alto peso molecular
constituido por moléculas mixtas de hidrocarburos con moléculas polares,
llamados asfaltenos; su estructura es muy compleja formada por 10 a 20 anillos
bencénicos con cadenas laterales de hidrocarburos alifaticos y nafténicos (Botello
et al., 2005). Una representacion de su estructura consiste en laminas aromaticas
apiladas, enlazadas entre si por los electrones 1 de los dobles enlaces del anillo
bencénico. Son sélidos, negros, brillantes, cuyo peso molecular varia entre 10000
y 100000. Al contener un gran numero de ‘islotes” de anillos arométicos
condensados los asfaltenos son muy ricos en carbono, su estructura espacial se

aproxima a laminas de estructura grafitica (Wuaquier, 2004).

2.7.2. Efecto del petroleo en las plantas

Diversos reportes cientificos indican que el petrdleo provoca efecto negativo en el
crecimiento de la planta (Adams et al., 2015), produccion (Rivera-Cruz et al.,
2005), tasa fotosintética y concentracion de clorofila en la planta (Reyes, 2003) e

inhibe la emergencia de semillas (Quifiones, 2003). En el Cuadro 2 se observa el
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efecto negativo de diferentes dosis de petroleo en parametros del crecimiento y

produccion de pastos y leguminosas nativas de regiones tropicales.

2.7.3. Efecto del petroleo en microflora del suelo

El petroleo influye negativamente en el crecimiento y actividad de los
microorganismos del suelo, sin embargo existen alrededor de 60 géneros de
bacterias y 80 de hongos que contienen especies que degradan hidrocarburos en
una amplia gama de habitats y en condiciones aerdbicas y anaerobicas, lo que

demuestra su adaptacion (Prince y Drake, 1999).

Cuadro 2. Efecto de diferentes dosis de petr6leo en el crecimiento y produccion de
planta.
Producto HTPsT Efecto negativo Autor/afio
(mg kg™)
Petrdleo 15000-35000 Disminucion de la emergencia, Quifiones et al.,

volumen radical, longitud de raiz 2003

y altura de Zea mayz.

Petréleo 100000 Disminucion de materia seca Rivera-Cruz et al.,
vegetal de Echinocloa 2004

Petroleo 150000 polystachya. Rivera-Cruz et al.,
Muerte de Mimosa sp y Mimosa 2005

Combustéleo 50000 pigra. Ferrera-Cerrato et
Crecimiento de Phaseolus al., 2007

Petréleo 90000-18000 vulgaris. Arias et al., 2012

Materia seca, altura, produccién
Queroseno 2000 vegetal de Leersia hexandra. Garcia et al., 2013
Area foliar, materia seca y

volumen radical en gramineas.

THidrocarburos totales del petréleo.

21



Puede haber aumento en la densidad de microorganismos del suelo (Quifiones,
2003) conforme pasan los dias después de la incorporacion del petréleo al suelo,
pero disminuye la diversidad lo cual puede deberse a que algunos
microorganismos se adaptan a las nuevas condiciones y utilizan los componentes
del petréleo como nuevo sustrato, mientras que para los otros pueden ser toxicos

e inhibirlos (Zamora et al., 2012).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal han sido reportadas por diversos
investigadores que sobreviven en suelos contaminados con petréleo crudo fresco
e intemperizado, en el Cuadro 3 se observan estas evidencias. Segun Vasquez-
Luna et al. (2011) las bacterias fijadoras de N de vida libre totales aumentan en
suelos contaminados con 1200 a 40000 mg kg' HTPs derivado del petréleo, lo
mismo suceden en suelo con petréleo intemperizado (Rivera-Cruz et al., 2002).
Las bacterias solubilizadoras de fosfato tienen mayor crecimiento de la densidad

en suelo con petréleo intemperizado (Dorantes, 2010).
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Cuadro 3. Efecto del petréleo en bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Compuesto HTPsT Efecto Autor
(mg kg™)
Petréleo 9110 Estimulacion de la Rivera-Cruz et al.,

Intemperizado

Queroseno 500-5000

Gasolina, diésel y 5Lm?2, 75y 10

combustoleo L m2de lodos

petroquimicos

Petroleo 90714
intemperizado

Petréleo 2500
intemperizado

Petréleo fresco 1200-40000

densidad de BFN en
horizonte organico.
Aumento en la poblacién
de BFN en rizosfera de
Phaseolus vulgaris.
Disminucion de la
poblacion total de
Pseudomonas a los 60
dias.

Se favorece la poblacién
de bacterias
solubilizadoras de P.
Inhibicion de la densidad
de Azospirillum y
solubilizadoras de P.
Aumento de las
poblaciones de bacterias

fijadoras de N.

2002.

Hernandez et al.,

2003.

Chirinos
2010.

Dorantes, 2010.

et

al.,

Rivera-Cruz et al.,

2011b.

Vasquez-Luna

al., 2011.

et

THidrocarburos totales del petréleo.

23



CAPITULO Il

OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estudiar la distribucion espacial del petrdleo intemperizado en un Gleysol, la
productividad del pasto Leersia hexandra y la actividad biolégica rizosférica para

formular estrategias de recuperacion del suelo con uso forrajero.

3.1.1. Objetivos particulares

1. ldentificar la distribucién vertical y horizontal de los hidrocarburos totales del
petrleo en suelo rizosférico del pasto Leersia hexandra y en suelo

subyacente para delimitar zonas impactadas.

2. Evaluar in situ el efecto de los hidrocarburos totales del petréleo en la

materia seca aérea y en la densidad de raices de Leersia hexandra.

3. Cuantificar en suelo rizosférico de Leersia hexandra y no rizosférico las
densidades de bacterias heterétrofas, fijadoras de N de vida libre y

solubilizadoras de fosfato.
4. Medir el efecto de los hidrocarburos totales del petréleo en la tasa de

respiracion microbiana y en el carbono de la biomasa en suelos rizosférico

y no rizosférico del pasto.
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CAPITULO IV

HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general

La productividad de Leersia hexandra y su actividad bioldgica rizosférica es

afectada por la distribucion espacial y la cantidad del petréleo en el Gleysol.

4.1.1. Hipotesis particulares

1. La cantidad de hidrocarburos totales del petr6leo es menor en la rizosfera

de Leersia hexandra y también en la capa superficial del suelo.

2. La produccion de materia aérea de Leersia hexandra y la densidad de
raices disminuye por la presencia de hidrocarburos totales del petréleo en el

suelo.

3. La densidad de bacterias heterétrofas, fijadoras de N de vida libre y
solubilizadoras de fosfato en suelo rizosférico es inhibida por hidrocarburos

totales del petroleo.
4. La tasa de respiracion microbiana depende del suelo rizosférico y no

rizosférico, del tiempo de incubacion y de la cantidad de hidrocarburos

totales del petroleo por zona en la finca.

25



CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion geogréafica y caracteristicas climaticas de la finca

El sitio de estudio se localiza en el ejido José Narciso Rovirosa, ubicado a 1.5 km
al sureste del Complejo Procesador de Gas La Venta, municipio de Huimanguillo
Tabasco, México. La superficie evaluada es 23 036.405 m?. La ubicacién
geografica es 18° 04’ 37” latitud norte y 94° 02’ 28” longitud oeste (Figura 5). El
clima es calido, con una precipitacion media anual de 1,500 a 4,500 mm vy
temperatura media anual de 22 a 28 °C (INEGI, 2014). El clima de Tabasco tiene
registrado tres épocas: época de lluvias, la precipitacion mensual es mayor de 300
mm); la época de nortes registra precipitacion de mas de 250 mm mensuales, y la
época de sequia con precipitacion mensual menor a 40 mm. En la época evaluada
(sequia, mayo 2015) se encontré una lamina de agua de hasta 60 cm en algunos

de los puntos muestreados.

5.1.1. Caracteristicas del suelo

El suelo es un Gleysol propio de ecosistemas de humedales. El suelo se localiza
saturado de agua el mayor tiempo del afio. Los colores que predominan son
rojizos, parduzcos o amarillentos en la cara de los agregados y en la superficie del
suelo, que se combina con colores grises o0 azulados en el interior de los
agregados o en la parte mas profunda del suelo (IUSS, 2007). Las propiedades
fisicas y quimicas del suelo de esta finca son textura franco arcillosa, CO muy alto

y N total muy alto (Ramirez-May, 2012).
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Figura5. Localizacion de la finca “Mi Ranchito”, puntos de muestreo (P) y area por

zonas. Ejido José Narciso Rovirosa, Huimanguillo, Tabasco.

5.1.2. Uso actual del suelo de la finca

El sitio es un humedal donde existe cobertura con pasto Leersia hexandra,
denominado japonesa por los pobladores, es usado como alimento para el ganado
bovino, ovino y caprino. Este pasto es reportado por Rivera-Cruz (2011a) como
atenuador de humedales, debido a que forma sobre el suelo una masa foliar y

radical que permite el pisoteo de los animales sobre el suelo anegado, sin que
este se hunda en el sedimento.
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5.1.3. Caracteristicas del pasto Leersia hexandra

Es una planta perenne de porte bajo, estolonifera, semidecumbente, de tallos
flexibles, con hojas angostas y pequefas, es abundante en suelos pesados,
anegadizos (Figura 6a) y con un sistema radical abundante (Figura 6b). Se
encuentra adaptado a esteros y humedales donde la lamina de agua sobrepasa
los 25 centimetros (FONAIAP, 1983). Segun IBUNAM (2015) su descripcion

botanica es:

Reino:Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Cyperales
Familia: Gramineae (Poaceae)
Género: Leersia

Especie: hexandra

Nombre cientifico: Leersia hexandra Sw.

Figura6. a) Morfologia de Leersia hexandra Sw. (Arias, 2012), b) rizosfera
de Leersia hexandra en la finca forrajera.
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5.1.4. Infraestructura petrolera

El terreno estudiado es atravesado por ocho ductos que conducen petréleo crudo
0 gas de los pozos petroleros al Complejo Procesador de Gas La Venta (CPGLV),
también otros ductos conducen petréleo sin agua y gas a la petroquimica La
Cangrejera Coatzacoalcos Veracruz. En este sitio se encuentra una presa de
tratamiento del pozo taponado La Venta 331, una caseta de proteccion catddica
(Figura 7) que sirve para prevenir el desgaste y la corrosion de los ductos que

atraviesan (Dorantes, 2010).

Figura 7. Infraestructura petrolera dentro de la finca, a) caseta de proteccion

catddica y b) sefialamientos de ubicacién de ductos.

5.1.5. Vertido del petrdleo en la finca

El vertido de petréleo fresco en el suelo de la finca procede de ruptura de ductos,
por transporte a través del agua de lluvia desde las presas de tratamiento e pozos
petroleros aledafios y también del CPGLYV, localizado al noreste del sitio. Este
depdsito de aceite se ha realizado desde los afios 1960 hasta la fecha. Segun
Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia  (2004) el petroleo fresco in situ ha sido

intemperizado por procesos fisicos, quimicos y biolégicos. La distribucion de los
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HTPs en la finca fueron evaluados por diferentes investigadores, e indican
variacion a través del tiempo. En el afio 2006 los contenidos variaron de 17,850 a
58,215 mg kg de HTPs (Trujillo-Narcia et al., 2006), en el 2009 se cuantificaron
5,279 a 90,714 mg kg (Dorantes, 2010) y el 2010 en la capa 1(0-15 cms) se
encontré 7,602 a 16,032 y en la capa 2 (15 a 100 cm) 5,095 a 439,515 mg kg*
(Carranza, 2011).

5.1.6. Ubicacion del areay disefio de muestreo

El area evaluada es un predio de 23 036.405 m? (Figura 5). Se utiliz6 muestreo
dirigido en reticula triangular equilatero cada 37.5 m de distancia de noroeste a
suroeste y 27.5 de suroeste a noreste en el sitio, como se ilustra en la Figura 5
puntos de muestreo y entre las lineas de muestreo. Se establecieron tres lineas
de norte a sur, cada una con cuatro puntos de muestreo (Figura 5), se ubico fuera
del predio el punto 14, en la presa de tratamiento abandonada de residuos

petroleros.

5.2. Muestreo del suelo rizosférico y suelo subsuperficial

5.2.1. Muestreo por puntos en la finca

La colecta se realiz6 en 14 puntos del terreno, se extrajo suelo rizosférico de L.
hexandra (capa 1) y suelo no rizosférico en tres capas: capa 1 (0-15 cm de
profundidad), capa 2 (15-30 cm de profunidad) y la capa 3 (30 a 70 cm de
profundidad). Esta colecta se realiz6 durante abril de 2015, se realizé para
determinar la distribucion espacial de los HTPs y las caracteristicas fisicas y
quimicas del suelo. Los contenidos de HTPs fue la base para delimitar zonas de
estudio en la finca. La colecta de suelo rizosférico se efectu6é con espatula y
cuchillo, el suelo de las capas 1, 2 y 3 fue colectado usando una barrena con
nucleador cerrado (Figura 8a). El nacleo de la barrena previamente se limpid

usando un detergente biodegradable, cada muestra se colocdé en bolsa de

30



polietileno previamente etiquetada (Figura 8b) y se conservaron en una hielera a

temperatura de 4°C.

Figura 8. Colecta de suelo por capas, a) con barrena de acero inoxidable y b)

almacenamiento de muestra.

5.2.2. Muestreo por zona (2)

El muestreo por zona se realizé durante mayo de 2015, y se colect6 material
aereo y raiz del pasto L. hexandra, suelos rizosférico y no rizosférico para el
conteo de bacterias heterétrofas, promotoras del crecimiento vegetal y tasa de
respiracion microbiana. Para el conteo de bacterias heterétrofas y promotoras del
crecimiento vegetal se colecté 40 g de suelo rizosférico y no rizosférico, y para el
bioensayo in vitro de respiraciébn microbiana se colecto 300 g. Las muestras de
suelo rizosférico y no rizosférico se colectaron en el estrato 0-15 cm de

profundidad, cinco repeticiones distribuidas al azar en cada zona.
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5.2.2.1. Colecta de material aéreo de Leersia hexandra

La materia seca aérea por zona se colecté con el uso de un cuadrado 1 m?
(Doubenmire, 1956), se cortaron los tallos y hojas de L. hexandra sobre la
superficie del suelo. En cada zona de muestreo se colectaron ocho repeticiones de
materia aérea de L. hexandra, la distribucion de las repeticiones fue de manera

aleatoria.

5.3. Andlisis de hidrocarburos totales del petréleo

La determinacion de los HTPs, en mg kg! base seca, se realiz6 mediante el
método analitico EPA 3540B (USEPA 1996) y la cuantificaciébn por gravimetria
segun la norma NMX-AA-134-SCFI-2006 (DOF, 2006). Se utilizé 10 g de muestra
fresca de suelo (Figura 9a y b) y cloruro de metileno ACS (CH2Cl2) con 99.9% de
pureza (Fermont) como extractante. La muestra de suelo se sometié a
lavaddurante ocho horas con el solvente en equipo soxhlet (Figura 9c). La HTPs
fue gravimétrica. Los HTPs en base seca contenidos en suelo se reportan en mg

kgty se aplicé la férmula siguiente:

HTPs (mg kgt de s.s.) = (RB — RA) * (FC) / (P * FH) (Fernandez-Linares et al.,
2006).

Donde:

HTPs (mg kg! de s.s.) = hidrocarburos totales del petréleo en mg kg? de suelo
seco.

RA= peso (mg) del recipiente vacio a peso constante.

RB = peso (mg) del recipiente con el extracto organico concentrado.

P = cantidad de suelo extraido (g).

FH = factor de correccion de humedad [1-(%humedad/100)].

FC = factor de correccion para transformar a kg de s.s. =1 000.
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5.4. Delimitacion de zonas en el sitio

Se delimitaron cuatro zonas (Z) en funcion de la concentracién de HTPs por punto.
La concentracion promedio por punto se obtuvo con los HTPs contenidos en
rizosfera, capal, 2y 3. La Z1 integro los puntos (P3, P4, P5, P6 y P9), con 1393
mg kg HTPs (sin contaminacién) y una superficie de 7314.245 m?; la Z2 incluy6
los puntos P2, P7, P8 y P10, con 3455 mg kg y una superficie de 6 484.508 m?;
la Z3 con 5574 mg kg (P11, P12 y P13), superficie 4 728.246 m?, y la Z4 con
7552 mg kg e incluye los P1y P14, la superficie fue 4609.406 m? (Figura 5).

Figura 9. Detalles del proceso de extracciéon de los HTPs. a) Muestra himeda
de suelo, b) pesado de muestra suelo, c) muestra preparada para

extraccion, y d) extraccién de los HTPs en equipo soxhlet.

5.4.1. Caracteristicas de los suelos en las zonas

El suelo de las cuatro zonas utilizadas en el conteo microbiano y en el biensayo de
respiracion se realizé el estudio de las propiedades fisicas y quimicas. La textura
(Bouyoucos, 1962), pH en H20 (potenciometria), materia organica del suelo
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(Walkley y Black, 1934), nitrégeno total por micro-Kjeldahl digestado con H2SOa4
(Page et al., 1982), fésforo disponible (Olsen y Sommers, 1982) y S-SO4?2 por
turbidimetria (Etchevers, 1992). En el Cuadro 4 se observa que los cuatro suelos
tienen textura franco arcillo limoso, son fuertemente acidos, la fertilidad es alta por
los contenidos de MO, N total micro-Kjeldahl, P disponible y S-SO42. La Z1 tiene
niveles inferiores al limite maximo permisible de HTPs en suelo con uso agricola,
las Z2, Z3 y Z4 tienen limites superiores para los organismos vivos segun la NOM-
138-SEMARNAT/SSA1-2012 (DOF, 2013).

Cuadro 4. Caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos de las zona

contaminadas y no contaminadas con petréleo intemperizado

Caracteristicas Sin Contaminado con petréleo
contaminacion intemperizado

Z"1 z2 Z3 Z4
PHH20 4.2 4.5 4.0 4.4
MO# (%) 16.8 14.8 15.2 31.6
N total (%) 0.74 0.84 0.84 1.58
P disponible (mg kg) 7 9 8 12
S042 (mg kgt) 266 172 266 313
HTPs® (mg kg™?) 1393 3455 5574 7525
Arena (%) 50 45 46 55
Arcilla (%) 18 16 19 18
Limo (%) 32 39 35 27

TZona, &Materia organica. $Hidrocarburos totales del petréleo.
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5.5. Variables evaluadas

5.5.1. Materia seca aérea

La materia seca aerea se determind mediante técnica gravimétrica (Alcantar,
1992). El material vegetal fresco se lavé con agua del grifo y se extendié sobre
bolsas de plasticos bajo sombra con la finalidad de que perdiera la humedad,
posteriormente, se introdujo en bolsas de papel etiquetadas a la estufa de secado
(Figura 10) a temperatura de 75 °C durante cinco dias, tiempo después la materia

seca fue pesada con una balanza semianalitica.

5.5.2. Densidad de raiz

La densidad y diametro de las raices fue evaluada por zona y por triplicado, la
muestra se colecté en la capa 0-15 cm de profundidad, se us6 un cuadrante de 1
cm? (Cuanalo, 1981) (Figura 11), se contaron segun el tamafio y didmetro: muy
finas (< 0.5 mm), finas (0.5 mm) y delgadas (1 mm).

Figura 10. Secado de la biomasa foliar de
Leersia hexandra, a 75°C.
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Figura11. Determinacion de la densidad de raices en 1 cm?.

5.5.3. Actividad bioldgica

La actividad bioldgica del suelo se midio en laboratorio, se cuantificé la poblacién
microbiana (bacterias promotoras del crecimiento vegetal) y la respiracion de
microorganismos. La tasa de respiracibn microbiana se evalla en base al CO:2

liberado.

5.5.3.1. Poblacion de bacterias en suelo rizosférico y no rizosférico

El estudio de los grupos de bacterias se realizé6 mediante la técnica de cuenta
viable por dilucion seriada. Los medios de cultivos para los diferentes tipos de
bacterias fueron los siguientes: agar nutritivo para bactrerias heterétrofas (Johnson
y Curl, 1972) (Anexo, Cuadro 1), medio de cultivo carb6n combinado para
bacterias fijadoras de N de vida libre (BFN) (Rennie, 1981) (anexo, Cuadro 2);
medio de cultivo Pikovskaya para bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP
(Pikovskaya, 1948) (anexo, Cuadro 3); medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA)
para hongos heterétrofos (Johnson y Curl, 1972) (anexo, Cuadro 4). La técnica de
cuenta viable consiste en pesar 10 g de suelo fresco y diluir en 90 mL de agua
destilada estéril, después se agita durante 15 minutos a 100 rpm, luego se extrae
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una alicuota de 1 mL para realizar las diluciones. Para la siembra en caja de Petri
se extrae una alicuota de 0.1 mL y se rastrilla, en seguida se incuba a 28 °C en
incubadora durante 48 h para bacterias y 72 h para hongos (Figura 12) (Madigan
et al., 2009). Las UFC g* se reportan por gramo de rizosfera y de suelo seco no

rizosférico.

5.5.3.2. Respiracion microbiana (COz2) en rizosfera y no rizosfera

La respiracion microbiana, Illamada metabolismo aerébico de raiz vy
microorganismos, se evalud con la técnica volumétrica de fumigacion-incubacion
(Jekinson y Powlson, 1976 cit. Garcia, 1981). La fumigacion del suelo fue
sustituida por la esterilizacién en olla de presién a 1.3 kg cm por 30 minutos. Se
estableci6 un bioensayo en condiciones in vitro con suelo rizosférico de L.
hexandra y no rizosférico colectados en la zona del terreno sin contaminaciéon y

contaminadas con HTPs de petréleo intemperizado.

‘ i <— Solucién de suelo

DI|UCIOn
ml
\ [~ 3
ot 02 102 104 105

Se agrega una alicuota ) .
Se rastrilla 'y se incuba a

de 0.1 ml a una caja
2R° diiranta AR hre

Conteo de UFC
S.S.

Figura 12. Procedimiento de cuenta viable por dilucion seriada en suelos

rizosférico y no rizosférico.
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El disefio de tratamientos estuvo integrado con suelo rizosférico y suelo no
rizosférico con cuatro niveles de HTPs (mg kg*) cada uno: 1393 sin contaminacion
(Z1), 3455 (Z2), 5574 (Z3) y 7544 (Z4). En total fueron 10 tratamientos, ocho con
muestras problema y dos de control (muestra estéril y blanco sin suelo). Cada
unidad experimental (UE) consistié de un frasco de vidrio estéril (100 mL) con tapa
de rosca. Se establecieron 50 unidades experimentales, se incubaron a 28 °C
durante 63 dias. A las UE de los ocho tratamientos se les adicion6 50 g de suelo
rizésferio y/o no rizosférico, ademas se introdujo suelo estéril y un blanco sin
suelo. Sobre la muestra se colocé un vial de 10 mL con 5 mL de KOH 1 N y una
tira de papel filtro estéril, para capturar el CO2 desprendido durante la respiracion
microbiana, después fue titulado con HCI al 0.1 N y dos gotas de fenolftaleina en
solucion alcohdlica al 1%, 1 mL de BaCl 5% para precipitar los carbonatos. Las

titulaciones se realizaron en cinco tiempos: dias 2, 14, 21, 42 y 63 (Figura 13).

La respiracion aerébica en mg CO:2 g* suelo y/o rizosfera d* se calculo con la
siguiente formula (Garcia, 1981):

Mililitros de HCI (testigo)-militro HCI (muestra-problema transformado en
Na2COz)=mililitros de NaOH.

Mililitros de NaOH (convertido en Na2CO3s) x N del HCIx22=miligramos de CO:

(molar).
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Figura 13. Respiracion microbiana de suelos rizosférico y no rizosférico. a)

P peso de muestra, b) unidad experimental, c) vial con KOH, d)

incubacion, y e) titulacion.

5.5.3.3. Carbono de la biomasa microbiana

El C-de la biomasa microbiana es definido por Jenkinson y Ladden (1981) como
un agente bioquimico que puede ser alterado, lo consideran como el repositorio de
nutrimentos mas disponible para las plantas. Medir el C-de la biomasa puede
revelar los cambios del suelo mucho antes que con técnicas como carbono o
nitrégeno total. Pérez et al., (2014) menciona que cuanto mayor es el C de la
biomasa microbiana del suelo, mayor sera la reserva del C del suelo, esto implica
un menor potencial de degradacién de la materia organica presente en el suelo. El
método para evaluar el C-biomasa fue el de fumigacién-incubacion y se utilizé el
disefio de tratramiento estabelcido para evaluar la tasa de respiracion microbiana.

La estimacién del C-biomasa microbiana segun Jekinson (1988) se aplica la

férmula siguiente: mgC= (B-V). NE.
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Donde:

B = volumen (mL) de &cido requerido para titular el NaOH desde el blanco (sin
suelo).

V = volumen (mL) de acido necesario para titular el NaOH en las muestras.

N = normalidad del &cido

E = peso equivalente (C, PE=6).

Se expresa en ug de C/g suelo y/o rizosfera. Para lo cual se multiplica por 1000,
por 5 (volumen NaOH usado) y se divide por el peso de la muestra de suelo (50
9).

Para expresarlo en términos de C-biomsa:

C-biomasa= (Ct-Cc)/Kc

Donde:

Ct = ugC/g suelo en la muestra fumigada

Cc = pugC/g suelo en la muestra control no fumigada
Kc =0.45

5.6. Andlisis estadistico

La delimitacion de zonas de estudio se realizé en base al promedio de los HTPs
por punto, se indica en el apartado 5.4 de esta tesis. Se utilizé el procedimiento
de Duncan (p<0.05) con el programa Statistical Analysis System version 8.01
(SAS, 2005) para: 1) Las medias de los hidrocarburos totales del petréleo segun
la profundad y por zona, 2 la media de produccion de materia seca aérea de L.
hexandra, cantidad de raiz, la poblacion de bacterias heterotrofas, bacterias
fijadoras de N de vida libre, solubilizadoras de fosfato y hongos heterotrofos en
suelos no rizosférico y rizosférico se realizé segun los contenidos de hidrocarburos
totales del petréleo en el suelo, por zona, 3) la media de tasa de respiracion
(CO2) y C-biomasa en suelos rizosférico y no rizosférico por zona segun el
tiempo de incubacion (dia 2, 14, 21, 42 y 63).
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CAPITULO VI

RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Distribucion de los hidrocarburos totales del petréleo en Gleysol

El contenido de los HTPs de las 56 muestras de los 14 puntos colectados en el
suelo rizosférico de L. hexandra (capas 1, 2 y 3) presentaron diferencias
estadisticas significativas (Duncan, p<0.05) (Cuadro 5). Los mayores contenidos
de HTPs fueron en suelo rizosférico 9463 mg kg? en el punto 19, zona 3; las
capas 1, 2y 3 con 15146, 17876 y 12991mg kg, respectivamente, en los puntos
1y 14 de la zona 4. Las menores concentraciones de HTPs se localizaron en 13

puntos de 14 en donde se colect6 rizosfera de L. hexandra.

Los promedios de HTPs de la distribucion espacial por puntos segun la zona
fueron 1392, 3510, 5573 y 7543 mg kg™ en las zona 1, 2 3 y 4, respectivamente
(Figura 13). Los contenidos promedios de HTPs en las zonas 2, 3 y 4 rebasan los
limites maximos permisibles de fraccibn pesada segun la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012 (DOF, 2013), pero en la zona 1 los hidrocarburos del

petréleo se mantienen dentro de los limites normales.

En las zonas 1, 2, 3y 4 las medias de los HTPs en rizosfera de L. hexandra y en
las tres capas fueron diferentes (Duncan, p<0.05); la cantidad de HTPs aumenté

gradualmente al aumentar la profundidad del suelo (Figuras 13 a, b, cy d).

La zona 1 presento niveles de 292 (rizosfera), 912 (capa 1), 1751 (capa 2) y 2617
mg kg de HTPs (capa 3) (Figura 13a), los cuales estan por debajo de los limites
maximos permisible de fraccion pesada de hidrocarburos en suelo segun la NOM-
138-SEMARNAT/SSA1-2012 (DOF, 2013). Esta zona se ubica en el area central
de la finca e integra los puntos P3, P4, P5, P6 y P6 (Figura 14).
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Cuadro 5.

espacios de muestreo en cada zona de la finca.

Concentracion de hidrocarburos totales del petrdleo por puntos y

cv (%) 11.94

Suelo Distribucién espacial/ profundidad (cm)
Zona Punto rizosférico Capa 1l (0-15) Capa 2 (15-30) Capa 3 (30-70)
Hidrocarburos totales del petréleo (mg kg)
1 1 205d 1220b 1712b 1428c
3 405d 435b 889b 3064bc
4 209d 525b 805b 4055bc
5 511d 1304b 1568b 1544c
6 130d 1077b 3784ab 2995bc
X= 292+159B 912+404B 1751+£1204B 2617+1115A
CVv 54.45 44.29 68.76 42.6
2 2 357d 1355b 11362ab 399c
114d 718b 6425b 6385abc
8 575cc 2680b 4480ab 5027bc
10 780cd 2788b 3277ab 7975abc
X= 601+539B 1885+1015AB 6386+3561B 4946+3262A
cV 89.6 53.84 55.76 65.9
3 11 2769b 1134b 7393ab 10608ab
12 9463a 9593ab 1239b 4205bc
13 217d 2736b 13065ab 4464bc
X= 4148+4775A 4487+4493AB 7 232+ 5914B 6 425+3624A
cV 115.08 100.1 81.7 56.40
4 1 580d 15146a 10625ab 1501c
14 687cd 947b 17876 a 12991a
X= 633+75.6B 8 046+1040A  14250+5127A 7 246 +8124A
124.7 35.9 112.1

Letras entre medias generales presentan diferencias estadistica significativas (Duncan p<0.05, a>b, n=21:15, Z2:12, Z3:9, Z4:6). Letras

mayusculas indican medias entre zonas y letras minudsculas indican medias entre los puntos de cada zona.
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a) 1393 HTPs (mg kg™) b) 3455 HTPs (mg kg1)
0 6000 12000 18000 0 6000 12000 18000

Rzo (0-15) § b Rzo0 (0-15) i“ b

Capa 1 (0-15) b Capa 1 (0-15) .—< ab

capa 2 (1530) I b capa2(1530) [ — -

Capa 3 (30-70) a Capa 3 (30-70) F— b

HTPs (mg kg? HTPs (mg kg1
¢) 5574 (mg kg*) ) 7544 (mg kg)
6000 12000 18000 0 6000 12000 18000

Rz0 (0-15) h— Rz0 (0-15) i

Capa 1 (0-15) -—| ab Capa 1 (0-15) -—< ab

Profundidad (cm)

(cm)

capa2(1530) [[l— - capa 2 1535) [ NN — °

Capa 3 (30-70) F a Capa 3 (30-70) F— ab

Figura 14. Distribucion vertical de hidrocarburos totales del petroleo en el suelo

Profundidad

Gleysol de cuatro zonas de la finca. a). Zona 1, b). Zona 2, c). Zona

3, d). Zona 4. Letras diferentes por columnas en cada zona indican diferencias

estadisticas significativas (Duncan, p<0.05, n en Z1=5, Z2=4, Z3=3 y Z4= 2).

La zona 2 con niveles de 602 (rizosfera), 1885 (capa 1), 6386 (capa 2) y 4947 mg
kg de HTPs (capa 3) (Figura 13b) muestra contenidos por arriba de los limites
maximos permisible para los seres vivos en la capa 2 y 3. La zona 3 con niveles
de 4149 (rizosfera), 4487 (capa 1), 7232 (capa 2) y 6225 mg de HTPs (capa 3) son
superiores al limite maximo permisible para los seres vivos en los cuatro espacios

(Figura 14c). Esta zona se ubica al oeste de la pera del pozo taponado La Venta
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331 (Figura 5), se relaciona con el derrame de ductos enterrados sin uso actual,

ubicados a un metro de profundidad.

La zona 4 presentd niveles de 633 (rizosfera), 8046 (capa 1),14250 (capa 2) y
7246 (capa 3) de HTPs (Figura 14d), las cantidades en las tres capas son
superiores al limite maximo permisible para los seres vivos. Esta zona se ubica
cerca de ductos que conducen petréleo crudo (P1, zona 4, Figura 5) y en la presa

de tratamiento de suelo con petréleo (P14, zona 4, Figura 5)

Los HTPs derivados del petroleo intemperizado estan presentes en menor
concentracion en la rizosfera de L. hexandra y en suelo superficial y comparado
con lo observado en capas subyacentes en las cuatro zonas de la finca evaluada.
Diferentes estudios indican que en la profundidad del suelo de 0-30 cm de fincas
aledafas a infraestructura petrolera se presentan contenidos entre 652, 65890 a
115000 mg kg* de HTPs (Rivera-Cruz et al., 2002; Rivera-Cruz, 2011b; Zhu et al.,
2013); 1005 a 7227 y 7794 a 32522 mg kg de hidrocarburos fraccion ligera y
mediana, respectivamente (Uribe-Hernandez et al., 2012; Wang et al., 2013;

Rodriguez-Vazquez et al., 2016).

Los contenidos de HTPs en las cuatro zonas presentaron un patron creciente a
medida que aumenté la profundidad del suelo. La rizosfera y la capa 1 (0-5 cm)
funcionaron como bioestimuladores de la remocion del petréleo por la menor
acumulacion respecto a las capas subyacentes que contienen mayor contenido.
Sin embargo Rivera-Cruz et al. (2002) en suelo Gleysol con vertido reciente y
cronico de petrdleo reportan contenidos mayores de HTPs en horizontes
superficiales, que se caracterizan por los altos contenidos de materia organica y
argumentan que el movimiento del petréleo depende del poro del suelo y es
restringido particularmente por la seccibn mas reducida del poro, localizado en

horizontes subyacentes.

En la capa superficial (0-5 cm) las raices de L. hexandra estan presentes en el

suelo sin contaminacién, se extiende de manera horizontal pero no penetra en
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horizontes subyacentes contaminados, forma la rizosfera extendida sobre la
superficie del suelo en contacto con el agua superficial del humedal. Al respecto,
Kechavarzi et al. (2007) identificaron que las raices del pasto ryegrass exploran
las partes no contaminadas del perfil del suelo y que con el tiempo las raices se
extendieron dentro de la capa contaminada. Asi mismo, la disminucion de la
concentracion de HTPs en el suelo puede ser por el tiempo de exposicion del
petrdleo al ambiente (Adam y Duncan, 2002).

Un factor que contribuye a la remocion de los HTPs en rizosfera son los
microorganismos que degradan y estabilizan a los hidrocarburos del suelo bajo
condiciones aerdbicas (Cunningham et al., 1996; Muratova et al.,, 2012). Otro
factor puede ser que en capas subyacentes los HTPs se acumulan a través del
tiempo por arrastre del agua, el aceite penetra a través de las grietas del suelo en
época de inundacion y sequia, las fracciones de hidrocarburos pesados se
adhieren y quedan adsorbidos en las particulas del sustrato expuesto, asumen
una forma de mota en agregados y consistencia parecida al alquitran (Mehrasbi et
al., 2003). Las fracciones acumuladas en el subsuelo del Gleysol evaluado
permanecen en condiciones anaerdbicas la mayor parte del afio, estas
condiciones segun Pravecek et al. (2005), McGill (2007) y Madigan et al. (2009)
inducen menor velocidad de degradacion de los hidrocarburos policiclicos

aromaticos al no dispone de oxigeno como captador de electrones.

6.1.1. Contenido de hidrocarburos totales del petréleo en suelo y rizosfera de

Leersia hexandra por zonas

La rizosfera es el espacio integrado por raices y suelo de la capa 1 (0-15 cm) en
las cuatro zonas de la finca. La mayor cantidad de HTPs se localizé en la capa 1,
sin raiz, y las menores en la rizosfera en las cuatro zonas (Cuadro 6). Esta
respuesta indica que la rizosfera acumula menor cantidad de HTPs respecto al
suelo de la capa 1. El efecto de la rizosfera en la disminucion de HTPs fue de

3.12,3.13,1.08 y 12.71 veces respecto a la capa 1.
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Cuadro 6. Efecto de la rizosfera en la acumulacién de hidrocarburos totales

del petroleo por zonas.

Hidrocarburos totales del petréleo Efecto rizosfera
Zonas/ HTPs Suelo Capa 1l Capal/R
(mg kg?) rizosférico (R) (0-15 cm)
Z1:1393 292 912 3.12
Z2: 3455 601 1885 3.13
Z3: 5574 4149 4487 1.08
Z4: 7544 633 8046 12.71

HTPs: Hidrocarburos totales del petréleo (mg kg?). n=18 (Z1), n=9 (Z2), n=9 (Z3), n=6 (Z4)

El efecto rizosfera indica la disminucién de los HTPs por la presencia de la rizosfera con respecto a
los contenidos en capal. Se obtuvo con la relaciéon Capal/R: es la relaciéon de los HTPs en suelo
con respecto a rizosfera. Valores mayores a 1 indica que la rizosfera indujo menor acumulacion de
HTPs.

La rizosfera en las zonas 1 y 2 tuvieron menores contenidos de HTPs, indujeron
similar efecto positivo entre 3.12 a 3.13 en la zona 4, la rizosfera indujo una
reduccion mayor de HTPs (Cuadro 6). Este efecto positivo sugiere que el pasto L.
hexandra es una especie vegetal que puede ayudar a la atenuacion natural del
petréleo intemperizado. Al respecto, Maldonado-Chavez et al. (2010) establecieron
pasto Brachiaria mutica en suelo contaminado con 79457 mg kg? de petréleo

intemperizado y removié hasta un 31% respecto al suelo sin planta.

6.2. Materia seca aérea y densidad de raices de Leersia hexandra en las

zonas de la finca

6.2.1. Distribucion de la materia seca aérea de Leersia hexandra en las

zonas de lafinca

La media de materia seca aérea de L. hexandra presenté diferencias estadisticas
significativas (Duncan, p<0.05) por efecto de los HTPs en el suelo de las zonas de

estudio (Figura 15). El rango de la materia aérea producido en la finca varia de
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10.65.2 a 1658 g m?2 en suelo sin y contaminado con HTPs. La zona 1 (testigo)
produjo 4.91% menos que en la zona 2 que acumuld 3455 mg kg* HTPs, siendo
en esta zona donde se alcanzé la mayor cantidad de material aéreo de L.
hexandra (1658 g m).
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Figura 15. Variacion de la materia seca aérea de Leersia hexandra por

zonas en la finca. Letras diferentes por columna presentan diferencias

estadistica significativas (Duncan, p<0.05, a>b, n=8).

La cantidad de materia seca aérea de L. hexandra fue directamente proporcional a
la concentracién de petréleo (r? = 0.7987) debido a que en la zona 2 aumentd
4.91% respecto al testigo, pero en la zona 3 disminuy6 14.1%, mientras que la
zona 4 la disminucién fue ain mayor la disminucion en 32.4% (Figura 15). Los
promedios de la materia aérea de L. hexandra entre zona sin contaminacion (1576
g m?) y zonas contaminadas (1359 g m™@) indican disminucién de 13.78%.
Resultados similares reportan Hernandez-Valencia y Mager (2003) en B.
brizantha y P. maximum al disminuir su biomasa foliar en un 81.37% y 98%,

respectivamente, al ser expuestos a altas concentraciones de petrdleo crudo.

El efecto positivo de dosis bajas de petréleo en la produccién de L. hexandra

obtenido en esta investigacion, segun Calabrese (2012), es atribuido al proceso de

47



hormesis comprobado en seres vivos expuestos a dosis de contaminantes, y se
propone como una inversion estratégica que protege al ecosistema del estrés. Se
argumenta que el petréleo incrementa al carbono orgénico en el suelo y los
microorganismos rizosféricos hidrocarbonoclasticos que lo mineralizan (Ekundayo
y Obuekwe, 2000; Wang et al., 2013), pero también es una especie dominante en
suelos anegados la mayor parte del afio, cuya adaptacion es para la sobrevivencia
en microambientes donde imperan factores limitantes y alta perturbacién (Sarma,
2011).

El efecto negativo (13.78%) del petrdleo en la produccidon del pasto L. hexandra
obtenido en esta investigacién han sido reportados en otras especies de pastos
por otros autores pero con un mayor efecto (Rivera-Cruz et al., 2004; Xiao-Dong et
al., 2004; Merkl et al., 2005; Muratova et al., 2012; Zhu et al., 2013). Rivera-Cruz
et al. (2004) reportan 41 y 32 % menor biomasa de E. polystachya y B. mutica en
suelo con 9035 mg kg de HTPs intemperizados. Merkl et al. (2005) informan que
la biomasa aérea de C. aggregatus y E. indica se inhibe un 30.1 y 46.8 % a los
180 d en suelo con 5% de petréleo crudo. Xiao-Dong et al., (2004) reconoce
menor a 50% la reduccion de la biomasa de los pastos Festuca arundinacea y
Poa pratensis en suelo con 2y 3 g kg?! de creosota después de 120 dias.
Muratova et al. (2012) confirmaron que la biomasa aérea de maiz se redujo 63 a
97% en suelo con 1% de diésel, por su parte Zhu et al.,, (2013) encontraron
decrecimiento en la biomasa desde 5.3 a 1076.5 g m2 en Phragmites australis en

suelo con 652 mg kg HTPs.

Las plantas pueden activar sistemas de defensa que suprimen o eliminan
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), lo que las hace adaptarse a factores de
estrés bioticos y abidticos (Demidchik, 2015), ejemplos son la falta de agua y por
salinidad (Ruiz y Terenti, 2012), presencia de metales pesados (Liu et al., 2011) y
contaminantes (Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, 2012). El pasto L. hexandra ha
sido reportado como tolerante a contaminacion por cromo (Liu et al., 2015) y a
petroleo fresco (Arias, 2012; Gonzalez, 2015; Alejandro, 2016).

48



6.3. Distribucion de raices de Leersia hexandra en las zonas de la finca

La cantidad de raices finas no presentaron diferencias estadisticas (Duncan,
p<0.05) pero las raices delgadas y gruesas si tuvieron diferencias estadisticas
(Duncan, p<0.05) segun la zona. Las medias de la cantidad de raices finas sin
diferencias estadistica posiblemente fue por la desviacion estandar muy alta
obtenida en cada zona (Figura 16). La mayor cantidad de raices con valores de 66
y 84 se encontraron en las zonas 2 y 3, respectivamente; la menor, con un valor
de 50, en la zona 4, tuvo el mayor contenido de HTPs. Por lo anterior, el
incremento de raices es favorecido por dosis de 3455 y 5 455 mg kg?! HTPs,
mientras que la dosis de 7543 mg kg™ redujo las raices en 20.2% respecto a la
cantidad de raices obtenida en la zona testigo.

200 - W Finas (<mm)
160 - a 0ODelgadas (1 a3 mm)
& a a @ Gruesas (10 a 30 mm)

Cantidad de raices

Z1 Z2 Z3 Z4
Z1:1393 Z2:3455 Z3:5574 Z4:7544
Hidrocarburos totales del petréleo (mg kgt)

Figura 16. Cantidad de raices finas delgadas y gruesas de Leersia hexandra
segun los contenidos de petrdleo en las zonas de la finca de La

Venta, Tabasco. Letras diferentes entre barras del mismo color indica

diferencias estadisticas (Duncan, p<0.05).

La mayor cantidad medias de raices delgadas (7 dm?) se encontré en la zona 1

con suelo no contaminado, la cantidad disminuyé en las tres zonas que tienen
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suelo contaminado. Las disminucion respecto a la cantidad de raices de la zona 1

fueron 51.42, 48.6 y 17.14% en las zonas 2, 3 y 4, respectivamente.

La cantidad de raices gruesas en las cuatro zonas varian entre 3 a 9 por dm?, la
mayor cantidad se obtuvo en la zona 4, que fue la de mayor contaminacion, en
segundo lugar fue la zona 3 con seis raices. Es importante destacar que en las

zonas 3y 4 con mayor contaminacion aumenté la cantidad de raices gruesas.

La zona 4 con 7543 mg kgt HTPs mostré la mayor cantidad de raices gruesas y
la menor de raices finas. Al parecer el petr6leo es un factor de estrés para el
crecimiento y desarrollo de raices finas, como lo reportado por Hernandez y Mager
(2003), ellos en un estudio con petréleo crudo encontraron que los hidrocarburos
del petroleo inducen la disminucién de la biomasa radical en B. brizantha y P.
maximum, esto puede atribuirse a que el petréleo inhibe la produccién de auxina,
lo que hace que la planta desarrolle raices finas. Las raices finas son de utilidad

para la nutricion y desarrollo de la planta (Taiz y Zeiger, 2006).

Lamont (2003) menciona que es posible que la planta reciba un estimulo quimico
asociado a la poblacién bacteriana, que incremente la produccion de raices finas,
lo que significa que donde hay mayor poblacién bacteriana podria producirse
mayor numero de raices. El desarrollo radical de las plantas esta estrechamente
ligada a la asociacion con los microorganismos del suelo y ello conlleva a la
absorcion de nutrientes por las plantas (Pedraza et al., 2010) lo que indica que
posiblemente la adaptacion de Leersia hexandra se debe a que su sistema radical
estd muy bien adaptado a los factores bidticos y abidticos que hay en dicho

ecosistema.
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6.4. Bacterias y hongos en suelo rizosférico y no rizosférico en suelo con

petréleo intemperizado

6.4.1. Bacterias heterotrofas y promotoras del crecimiento vegetal en suelo y
rizosfera por zona
Las poblaciones de bacterias heterotrofas, fijadoras de N de vida libre y
solubilizadoras de P presentaron diferencias estadisticas (Duncan, p<0.05) en
cada una de la cuatro zonas por efecto de la rizosfera de L. hexandra. Los tres
grupos de bacterias fueron mayores en suelo rizosférico que en el suelo no
rizosférico, en las cuatro zonas, excepto la Zona 4, donde las solubilizadoras de P
fueron menores en rizosfera (Cuadro 7). La mayor poblaciéon de bacterias
rizosféricas (500x10° UFC) se encontrd en la Zona 3, el efecto rizosfera fue 45.4.
La poblaciones de bacterias fijadoras de N de vida libre rizosféricas fue mayor
(520x10% UFC) en la Zona 4, con un efecto rizosfera de 10. Las poblaciones de
bacterias solubilizadoras de fosfato fue mayor (700x10° UFC) en la Zona 3, sin

embargo, el mayor efecto rizosfera fue en la Zona 1 (sin contaminacion).

Cuadro 7.  Poblacién de bacterias en suelo rizosférico de Leersia hexandra y
suelo no rizosférico en cuatro zonas sin y con petréleo en un predio

de La Venta, Tabasco.

Zona/ Heterobtrofas Efecto Fijadoras de N Efecto Solubilizadora P Efecto
HTPs (103UFC gls.s) (102UFC gts.s) (102UFC gts.s)
(mg kg) SRS SNRSE SR SNR SR SNR
1: 1393 140abf 43b 3.25 180b 38bc 4.7 150ab 2b 75
2: 3455 320ab 44b 7.27 100b 27bc 3.7 480a 20b 24
3: 5574 500a 11bc 45.4 360b 120b 3 700a 81b 8.64
4: 7552 220ab 90b 2.44 520a 52bc 10 29b 110ab 0.26

8Suelo rizosférico, $8suelo no rizosférico, [efecto de la rizosfera indica el aumento en el nimero de
bacterias en la rizosfera con respecto al suelo no rizosférico. Se obtuvo con la relacion SR/SNR.
TPor cada tipo de bacterias, las zonas con letras diferentes indican diferencias significativas
(Duncan, p=0.05, n=5).
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Diferentes estudios han identificado que la rizosfera de los pastos en suelos
contaminados con petroleo son hospederos e incrementan la poblacion de
bacterias heterdtrofas y promotoras del crecimiento vegetal (Rivera-Cruz et al.,
2002; Kirk et al., 2005). El incremento de rizobacterias en L. hexandra en suelo
con petréleo intemperizado ya fue reportado en otros estudios. Rivera-Cruz
(2011b) encontré poblaciones del orden de 102 UFCs de Azospirillum, Azotobacter
y solubilizadoras de P en los pastos Cynodon plectostachyus, E. polystachya y
Paspalum virgatum evaluadas en suelo con 25000 y 65589 mg kg' HTPs.
Miranda-Martinez et al. (2007) indican valores de 10.9x10* UFCs de bacterias
fijadoras de N de vida libre en E. polystachya cultivada en suelo con 30 mg kg del
hidrocarburo poliaromético fenantreno. Asi mismo, Shahsavari et al. (2013)
encontraron que la rizosfera de maiz y trigo incrementa la actividad de los

microbios hidrocarbonoclasticas respecto al suelo testigo.

6.4.2. Efecto del petroleo en bacterias

El efecto del petroleo intemperizado en las UFC de bacterias heterotrofas,
fijadoras de N y solubilizadoras de fosfato en suelo rizosférico fue positivo. Los
valores promedios fueron 346x103, 326x10°2 y 403x10° UFC g¢g' r.s,,
respectivamente. En el suelo no rizosférico contaminado se encontré similar
efecto positivo del petréleo en los tres tipos de bacterias, pero con menor
poblacién respecto al suelo rizosférico, las poblaciones fueron 48x103, 66x10° y
70x10° UFC (Figura 17). En suelo sin contaminacion el efecto de la rizosfera en el
incremento de la bacterias heterétrofas, fijadoras de N de vida libre y
solubilizadoras de fosfato fue de 3.25, 4.73 y 75 veces con respecto a suelo no
rizosférico. En suelo contaminado el incremento de los tres grupos de bacterias
fue del orden de 7.2, 4.93 y 1.9, respectivamente. La relacion de los HTPs con
bacterias heterétrofas y solubilizadoras de P fue positiva; r?2 = 0.448* y 0.741**,

respectivamente.
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Figura 17. Poblacién de bacterias heterétrofas y reguladoras del crecimiento

vegetal en suelo sin contaminacién y contaminado con petréleo. Letras

diferentes por cada tipo de bacterias indican diferencias significativas (Duncan,
p=<0.05).

El efecto positivo del petréleo en la estimulacion de la poblacion de bacterias,
encontrado en esta investigacion, es similar al reportado por Amadi et al. (1996),
Abbasian et al. (2016), Kirk et al. (2005), Gaskin y Bentham (2010), que
identificaron que la biomasa microbiana aumenta en suelos contaminados con
hidrocarburos, atribuyen a que los microbioorganismos degradadores de
hidrocarburos se correlacionan de manera positiva con la distribucion de petréleo
en el ambiente. Este tipo de bacterias, en la rizosfera de L. hexandra y suelo
contaminado con petroleo intemperizado, son benéficas en el suelos degradados
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con la contaminacion debido a que realizan la fijacion de N de vida libre y
solubilizan P, pero ademés mitigan los efectos toxicos del contaminante sobre la
planta durante el cometabolismo, al exudar la enzima &cido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico desaminasa, monooxigenasas y dioxigenasas que hidrolizan los
HTPs en presencia de oxigeno (Pothuluri y Cerniglia, 1994; Badalucco y Kuikman
2001; Xiao-Dong et al., 2004).

6.4.3. Poblacion de hongos heter6trofos en suelo rizosférico y no rizosférico

por zona

La poblacion de hongos heterétrofos en suelo rizosférico y en suelo no rizosférico
de L. hexandra, en las cuatro zonas evaluadas en la finca, presentan diferencias
estadisticas (Duncan, p<0.05) por efecto de la concentracion de HTPs (Figura 18).
En las cuatro zonas la mayor poblacion de hongos fue en suelo no rizosférico
respecto al suelo rizosférico, por lo tanto la rizosfera no estimula el crecimiento de
los hongos. En suelos rizosférico y no rizosférico se observé la tendencia de
disminucién de la poblacion de hongos a partir de la Zona 2, se encontro la mayor
poblacién en ambos microespacios evaluados, pero las poblaciones disminuyeron

en las zonas 3y 4.

En la zona 1 sin contaminacién se contd la menor poblaciéon de hongos (13x10! y
47x10%) en suelo rizosférico y no rizosférico, respectivamente. La Zona 2 con una
poblaciéon de hongos en suelo no rizosférico de 17x10%2 UFC g s.s, mientras que
en la rizosfera solo fue de 48x10*. La Zona 3 con 5574 mg kg de HTPs alcanz6
una poblacién de 91x10! UFC en suelo no rizosférico y disminuyé a 14x10! en
suelo rizosférico. En la zona 4 con 7544 mg kg* la poblacién fue de 47x10' y

21x10* en suelo no rizosférico y rizosférico, respectivamente.

La presencia de hidrocarburos tiene un efecto positivo en las poblaciones de
hongos en la zona 2. Merkl et al., (2005b) mencionan que los microorganismos

que habitan la rizosfera pueden ser estimulados o inhibidos en funcion de la
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actividad fisiologica y capacidad de crecimiento de la planta en presencia de
contaminantes. No obstante, Merkl et al., (2006) encontraron que poblaciones de
hongos en suelo rizosférico de B. brizantha y en suelo no rizosférico fue

relativamente mayor en el suelo contaminado que en suelo no contaminado.
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Figura 18. Efecto de los hidrocarburos del petréleo en la poblacion de

hongos heterotrofos en rizosfera y suelo segun las zonas en la

finca. Letras diferentes en las barras indican diferencias  estadisticas

significativas (Duncan, p=0.05, a>h, n=5).

6.4.4. Efecto del petréleo intemperizado en la poblacion de hongos

heterétrofos en suelo rizosférico y no rizosférico

La media de la poblacion de hongos heterétrofos fue estadisticamente diferente
por efecto del microespacio evaluado en suelo sin contaminacion y suelo
contaminado (Duncan, p<0.05) (Figuras 19 ay b). La poblacion mayor de hongos
en suelo no rizosférico sin contaminacion fue de 47x10%, fue 3.55 veces mayor
respecto al suelo rizosférico. En suelo no rizosférico contaminado la poblacién de

hongos mayor fue de 10x102%, 3.7 veces mayor respecto al suelo rizosférico.
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El comportamiento de la poblacién de hongos fue similar a lo reportado por
Sangabriel et al., (2006) quienes encontraron que las poblaciones de hongos
filamentosos fueron mayores en presencia de combustéleo que en suelo no
contaminado. De igual forma Li et al., (2007) mencionan que las poblaciones de
hongos se correlacionaron positivamente con los HTPs en el suelo a una

concentracion de 5000 mg kg

2000
a)

7
n 1500
o a
8 1000
-

500 bl

0 1 ]
Suelo rizosférico Suelo no rizosférico
2000 -
b) a
v 1500 -
(7]
o
O 1000 -
LL
> b
500 -
0 - - .
Suelo rizosférico Suelo no rizosférico
Figura 19. Efecto del petréleo en la poblacion de hongos heterétrofos. a) Zona

sin contaminacién (n=5) y b) Zona contaminada (n=15). Letras

diferentes en las barras indican diferencias estadisticas (Duncan, p=0.05, a>b).

56



6.5. Respiracién microbiana

La respiracion microbiana en forma de CO2 que se evaluada proviene de los
microorganismos adheridos a raiz y el suelo (Badalucco y Kuikman, 2001). En
esta investigacion la respiracion microbiana, cuantificada en cinco tiempos
sucesivos en rizosfera y en suelo no rizosférico bajo condiciones controladas,
indica que a partir del dia 14 posterior a la incubacion fue mayor en la rizosfera

respecto al suelo no rizosférico en las cuatro zonas (Figura 20).

En suelos rizosférico y no rizosférico se observa disminucion de la respiracion
microbiana en los primeros tres tiempos iniciales (1, 14 y 21 dias) y aumento a
altolos dias 42 y 63. La liberacion de CO2z mostré al inicio la fase lag de
crecimiento microbiano y cambié a la fase logaritmica los dias 42 y 63 (Figura 20).
Resultados similares fueron obtenidos por Baptista et al., (2005) en un

experimento con 9700 mg kg* HTPs derivado de petroleo crudo durante 45 dias.

La respiracion al inicio de la incubacion (dia 1) fue menor o igual a 100.37 mg CO:
en rizosfera y suelo para todas las zonas, después aumenté en los siguientes
tiempos evaluados, y el incremento fue notorio a partir del dia 63. En la Zona 1
(sin contaminacién) el maximo valor de respiracion de suelo rizosférico fue 440 mg
COg2, fue superior en 43.1% que el valor observado en suelo no rizosférico. En las
zonas 2, 3 y 4 (contaminadas) la respiracion en suelo rizosférico tuvo maximos
que fueron de 320, 370 y 340 mg COg, fueron 31.3, 56.8 y 23.5 veces mayor que

los valores del suelo no rizosférico, respectivamente.

Los resultados de la produccion de CO:2 en rizosfera y suelo sin petrdleo
intemperizado (zona 1) y con petroleo en las zonas 2, 3y 4 en cinco tiempos son
presentados en la Figura 20. Se observa en los primeros tres tiempos (dias 1, 14 y
21) baja produccion de CO: en rizosfera, suelo sin y con petroleo intemperizado,
pero a partir del dia 42 aumenté, siendo mas acentuado en suelo rizosférico. En

suelo rizosférico sin contaminacion (Z1) el maximo valor fue de 440 mg COg, fue
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21.8% mayor respecto al suelo rizosférico contaminado, produjo 343.9 mg CO:a.
En suelo no rizosférico sin contaminacion el maximo valor fue de 213.65 mg, fue

14.8% veces mayor respecto a suelo no rizosférico contaminado (Figura 20).
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6.5.1. Efecto rizosfera en la respiracién microbiana

El efecto rizosfera ocurrié el dia 21, 42 y 63 después de la incubacién del suelo
proveniente de las cuatro zonas (Cuadro 8). El dia 21 el maximo efecto rizosférico
fue de 3.9 en la zona 2, el minimo en la zona 4. Esto sugiere que el suelo de la
zona 2 con 3455 mg kg de HTPs estimul6 la liberacion de CO2, pero al exponer
a los microorganismos a mayor concentracion de petréleo (7552 mg kg?) la

respiracion microbiana en suelos rizosférico y no rizosférico se inhibio.
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Cuadro 8. Incremento del CO:z en tres tiempos por efecto de la rizosfera de

Leersia hexandra en suelo sin y contaminados con petroleo

mgCO2 g suelo? d*

Zona Dia 21 Dia 42 Dia 63
SR SNR Efecto® SR SNR Efecto® SR SNR Efecto®

1 110.1 60.2 1.79 2909 110.8 2.6 440 250.2 1.75
2 80.7 20.4 3.9 290.1 110.7 2.6 3504 220.1 1.59
3 130.3 50.1 2.6 260 70.2 3.7 370.1 160.2 231
4 60.5 40.2 1 280.9 180.7 15 340.8 260.7 2.45

8Se obtuvo de la relacion rizosfera y suelo. Si los valores son igual a 1, no hay efecto rizosfera. Si
los valores son menores a 1 sin efecto rizosfera. Si los valores son mayores a 1 existe efecto. R:

Rizosfera. S: Suelo.

El efecto maximo mostrado el dia 42 fue de 3.7 mg en la zona 3 y el minimo fue
1.5 en la zona 4. El dia 63 se encontr6 el mayor efecto rizosfera en la zona 4 con
2.45, la cual es la zona con mayor contenido de hidrocarburos y el menor efecto
en la zona 2 con 1.59, con 3455 mg kg! de HTPs. Estos resultados evidencian
qgue el petréleo induce un efecto positivo a los 63 dias no siendo asi en las zonas
con menor concentracion. Merkl et al, (2005b) mencionan que los
microorganismos con capacidad de crecimiento usando como fuente de carbono y
energia a los hidrocarburos del petroleo, participan en proceso cometabdlicos, es
decir, utilizan de manera simultanea moléculas organicas derivadas de

carbohidratos e hidrocarburos, los cuales son degradados.

El efecto rizosfera encontrado en esta investigacién ha sido reportado por diversos
investigadores (Aciego, 1998; Germida et al., 2002; Pérez-Armendariz et al.,
(2010). Ellos argumentan que en la rizosfera convergen gran cantidad de
microorganismos debido a la disponibilidad de agua y nutrimentos, lo que conlleva
a una mayor poblacién en este sitio comparado con suelo sin vegetacion. En la
rizosfera establecida en suelo contaminado con 65000 mg kg?' de petréleo

intemperizado se encontré que en tratamientos de suelo no estériles mostré6 mayor
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acumulacion de CO:2 que en los tratamientos que fueron esterilizados, esto quiere
decir que en suelos donde no se altera la microbiota nativa existe mayor actividad
metabdlica de los microorganismos (Pérez-Armendariz et al., 2010). La
importancia de la rizosfera de L. hexandra en suelos, sin y contaminados en las
cuatro zonas, es un indicador que sugiere un proceso metabolico que contribuye a
la degradacion de los HTPs, proceso que segun Kaimi et al., (2006) sucede en

suelos con hidrocarburos del petroleo.

6.5.2. Efecto del petrdleo en la respiraciéon microbiana

Los resultados de la produccion de CO2z en suelos rizosférico y no rizosférico sin
petréleo intemperizado (Zona 1) y los promedios obtenidos en las zonas 2,3y 4
en cinco tiempos (suelo con petréleo) son presentados en la Figura 2lay 21b. Se
observa en los primeros tres tiempos (Dias 1, 14 y 21) baja produccién de CO:2 en
rizosfera, en suelo sin y con petréleo intemperizado, en cambio a partir del dia 42
y 63 aumento la produccion de CO2. En suelo rizosférico sin contaminacion (Z1) el
méaximo valor fue de 440 mg COg, fue 21.8% mayor respecto al suelo rizosférico
contaminado que produjo 343.9 mg CO2. En suelo no rizosférico sin
contaminacion el maximo valor fue de 213.65, fue 14.8% veces mayor respecto al
suelo no rizosférico contaminado (Figura 2l1a). Resultados diferentes fueron
reportados por de la Garza et al., (2008) al incubar lodos de refineria con 2.3, 2.66
y 5.03% de hidrocarburos, donde encontr6 mayor liberacion de CO:2 en la

concentracion mayor.
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Figura 21. Respiracion microbiana en suelo rizosférico y no rizosférico sin (a)y

con petréleo (b) en cinco tiempos.
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6.6. Carbono de la biomasa microbiana en suelo rizosfera y suelo no

rizosférico de Leersia hexandra

6.6.1. Carbono de la biomasa por zonas en la finca

El carbono de la biomasa microbiana constituye el componente vivo de la materia
organica del suelo, representa la fraccién labil y por lo tanto responde rapidamente
al efecto de perturbacién o recuperacion del suelo (Ross et al., 2001). En esta
investigacion el C-biomasa microbiana en suelos rizosférico y no rizosférico en la
Zona 1, sin contaminacién, y en las Zonas 2, 3, 4, tienen tendencia decreciente
conforme el tiempo aumenta (Figura 22). Esto significa que en las cuatro zonas se
desarroll6 un proceso de mineralizacion del carbono orgénico, con fracciones

labiles menores conforme el metabolismo microbiano incrementa.
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Figura 22. Carbono de la biomasa microbiana en suelo rizosférico y suelo no

rizosférico en cinco tiempo después de la incubacion.

La cantidad de C-biomasa fue mayor en el suelo no rizosférico respecto al suelo
rizosférico en las cuatro zonas de la finca evaluada. En los tiempos 2, 14 y 21
dias el C-biomasa fue similar en suelo rizosférico y en suelo no rizosférico. En la
zona 1 (sin contaminacion) al dia 42 y 63 el C-biomasa en 50 g de suelo
rizosférico fue 3916 y 3338 ugC, pero fue mayor en suelo no rizosférico que
alcanzé acumular 4856 y 4174, respectivamente. En la zona 2 (3455 mg kg?
HTPs) los dias 42 y 63 después de la incubacion, el C-biomasa en suelo

rizosférico (4078 y 3858) fue menor al acumulado en el suelo no rizosférico. En la
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zona 3 (5574 mg kg?! HTPs) los dias 42 y 63, después de la incubacién en
rizosfera, acumul6 3909 y 3898 ug C g2.

El suelo rizosférico de L. hexandra indujo efecto negativo en el C-biomasa
microbiana en las cuatro zonas evaluadas durantes los dias 42 y 63 después de la
incubacion. Al dia 42 la disminucion fue del orden de 0.81, 0.78, 0.73 y 0.86 veces
en las zonas 1, 2, 3 y 4, respectivamente. El dia 63 la disminucion fur 0.79, 0.86,
0.72 y 0.88 en las zonas 1, 2, 3y 4 (Cuadro 9). La menor acumulacion del C-
biomasa microbiana inducida por la rizosfera muestra el potencial de este espacio

para la mineralizacion del carbono labil.

6.6.2. Efecto del petréleo en el C-biomasa

El efecto del petréleo en el C-biomasa acumulado en suelo sin contaminacion
(Figura 23a) y contaminado (Figura 23b) fue mayor en suelo no rizosférico al dia
42 y 63 respecto al suelo rizosférico. En suelo rizosférico contaminado aumento
0.03, 0.04, 0.01, y 0.41 veces al dia 2, 14, 21 y 63 respecto al suelo rizosférico no
contaminado. Asi mismo, en suelo no rizosférico contaminado el C-biomasa
microbiana increment6é 0.02, 0.08 y 0.11 veces respecto al suelo no rizosférico
contaminado al dia 2, 21 y 63. Por las relaciones anteriores se deduce que el
incremento del C-biomasa en suelos rizosférico y no rizosférico contaminado con
petréleo intemperizado es minimo, con respecto al suelo sin contaminacion. Esta
respuesta puede ser a que los microorganismos nativos de suelos de las zonas
contaminadas y sin contaminacion realizan un metabolismo estable, utilizando
como fuente de carbono y energia las reservas que cada suelo de la finca

contiene.
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Cuadro 9.

Efecto rizosfera en la acumulacion del carbono de la biomasa

microbiana (ug C g?') en 50 g de suelo rizosférico y/o suelo no

rizosférico.

Dia
Zona 63
SR SNR Efecto® SR SNR  Efecto® SR SNR  Efecto$
1 4516 5409 0.83 3916 4856 0.81 3338 4174 0.79
2 5631 5033 1.11 4087 5222 0.78 3858 4463 0.86
3 5281 5491 0.96 3381 4631 0.73 3727 5110 0.72
4 5567 4185 1.33 3909 4522 0.86 3898 4393 0.88

8Se obtuvo de la relacién suelo rizosférico y suelo no rizosférico. Si los valores son igual a 1, la

rizosfera influye igual que el suelo en el C-biomasa. Si los valores son menores a 1 la rizosfera no

influye. Si los valores son mayores a 1.0 la rizosfera influye en el C-biomasa.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

7.1. Conclusiones generales

La presencia de la rizosfera de Leersia hexandra y la profundidad de la capa de
suelo influy6 en la distribucidén espacial de los hidrocarburos totales del petréleo en
la finca, siendo mayor la acumulacion en capas subyacentes y menor en suelo
rizosférico del pasto Leersia hexandra y capa superficial. Esta distribucién de los
hidrocarburos totales del petréleo determind la presencia de cuatro zonas: sin
contaminacion y tres niveles de contaminacion, en ellas se genera una
productividad aérea vegetal y la actividad microbioldgica rizosférica de Leersia

hexandra.

7.1.1. Conclusiones particulares

1. La contaminacion en la finca es heterogénea y la concentracion de los HTPs se
distribuye de manera espacial-vertical en el suelo. El patron es que al aumentar
la profundidad del suelo también aumenta la concentracion del petréleo en las
cuatro zonas delimitadas. La rizosfera del pasto contribuye en la menor

acumulacion del petréleo en el suelo.

2. La materia aérea y la densidad de raices fue mayor en las zonas 2, ahi existe
hasta 3544 mg kg de HTPs pero en la zona 3 y 4, con mayor contaminacion,
(7544 mg kg*) fue menor la materia seca y la densidad de raices del pasto, sin
embargo aumentaron las densidades de las bacterias heterotrofas y

rizobacterias en suelos rizosférico y no rizosférico aumento.

3. La actividad microbioldgica en la rizosfera del pasto Leersia hexandra, en

suelos sin y contaminado, fue mayor respecto al suelo no rizosférico.
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Aumentaron las densidades de las bacterias heterotrofas, bacterias fijadoras
de N, bacterias solubilizadoras de fosfato y la tasa de respiracion microbiana,
no asi en las UFC de hongos heterétrofos que fue mayor en suelo no

rizosférico.

La tasa de respiracidbn microbiana aumentd durante el tiempo de incubacion,
por la presencia de la rizosfera en suelo sin y contaminado, pero fue afectada

en ambos espacios por las dosis altas de petrdleo intemperizado en la finca.
El carbono de la biomasa microbiana fue menor en suelo rizosférico y en el

suelo contaminado, esto sugiere que la mineralizacion del carbono l4bil fue

mayor, respecto al suelo no rizosférico y no contaminado.
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CAPITULO IX

ANEXO

Cuadro 1. Medio de cultivo agar nutritivo

Reactivo Cantidad
Agar 15¢g
Extracto de carne 39
Peptona 50
NacCl 8¢9
Agua destilada 1000 mL

Fuente: Difco Manual, 1953 cit. Jhonson y Curl, 1972.

Cuadro 2. Medio de cultivo carb6n combinado para
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida
libre (Rennie, 1981)

Solucion A

Reactivo Cantidad
KH2PO4 0.2¢9
K2HPO4 0.8g
NacCl 0.1g
Fe EDTA 4.9 mL
Na2MoO4 eH20 0.025¢g
Extracto de levadura 0.1g
Manitol 50¢9
Sacarosa 509

Lactato de sodio (60% v/v) 0.5mL




Agar 159

Agua destilada 900 mL
Solucion B

Reactivo Cantidad
MgSO4e7H20 0.2g
Ca Cl2e2 H20 06g
Agua destilada 100 mL

Las soluciones A y B se esterilizan por separado durante 18 minutos a 18 libras de
presion. A la solucion B se le agregan 5 uL! de biotina y 10 yL?! de &cido p-
aminobenzoico y posteriormente se incorpora a la solucibn A y se procede al

vaciado en las cajas Petri (Rennie, 1981).

Cuadro 3. Medio de cultivo Pikovskaya para bacterias

solubilizadoras de fosfatos.

Reactivo Cantidad
Glucosa 1049
CasPOa4 5¢9
MgS04.7H20 0.1g
Agar 159
KCI 0.2g
(NH4)S0O4 059
Extracto de levadura 05¢g
MnSO4 0.002 g
Agua destilada 1000 mL

Fuente: Rao, 1982.

94



Cuadro 4. Medio de cultivo papa dextrosa para hongos

heterotrofos.

Reactivo Cantidad
Agar 179
Papas 2009
Dextrosa 209
Agua 1000 mL
Colorante de rosa de bengala:

Cloruro de calcio hidratado 0.39
Solucién acuosa de fenol al 5% 100 mL
Rosa de bengala (eritrosina) 109

Fuente: Riker y Riker, 1936 cits. Johnson y Curl, 1972.
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