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ACTIVIDAD ENZIMATICA RIZOSFERICA DE Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaerth EN
SUELO DEGRADADO POR LA CONTAMINACION POR PETROLEO, EN LA VENTA,
TABASCO
Genesis Ventura Martinez, Mc
Colegio de Postgraduados, 2019
RESUMEN
El objetivo de este estudio fue determinar una tipologia de suelos segun la distribucion de los
contenidos de hidrocarburos totales del petroleo (HTP) en el rizoplano, rizosfera y suelo no
rizosférico de Laguncularia racemosa L., conocido como mangle blanco, el efecto de la
profundidad y el petrdleo en el pH, conductividad eléctrica, carbono organico, fosforo disponible,
actividad enzimatica de la ureasa y fosfatasa. Muestras de rizoplano, rizosfera y suelo se
recogieron en 30 puntos para medir HTP (mg kg™?) a través de una superficie de 12378.253 m?,
rizoplano (0-40 cm de profundidad), rizésfera (0-40 cm), capa 1(0-40 cm), capa 2 (41-44 cm) y
capa 3 (45-60 cm). La distribucion espacial de HTP definid cuatro suelo de estudio (S): S1: 574,
S2: 1777, S3:6912, y S4:100849. Los HTP fueron mayores en capas subyacentes de los S3 y S4.
El pH fue mayor en capas subyacentes, la conductividad eléctrica en rizoplano y rizésfera, y el pH
no fue afectado por el petréleo, pero si la conductividad eléctrica. El rizoplano, rizésfera y no
rizosfera capa 0-40 c¢cm, acumulé mayor carbono orgénico, nitrégeno total (NT) y fdsforo
disponible (PD). El S3 acumul6 mayo NT y el PD fue menor en S4 con 100 850 mg de petréleo.
La actividad de la ureasa fue estimulada en la no rizdsfera capa 3 en los cuatros suelos, y la
fosfatasa por rizosplano, pero las dos actividades enzimaticas no fueron estimuladas por el petréleo
en comparacion con suelo no contaminado. Los resultados sugieren que el rizoplano de mangle L.
racemosa es sostenible en suelo contaminado por hidrocarburos. Es estimulador de la
disponibilidad de nitrégeno y fosfatos que pueden ser utilizados por microorganismos y L.
racemosa para la atenuacion natural de la contaminacion por hidrocarburos, con alta actividad
enzimética de la ureasa y fosfatasa en suelos con 6912 y 100 850 mg kg™ de HTP derivado del
petréleo crudo degradado. Sin embargo, suelos con concentraciones superiores a 6912 mg kg™ de
TPH en capas subyacentes requieren un tratamiento previo a retirar el petroleo del subsuelo y

ponerlo en contacto con el rizoplano y rizésfera de mangle.

Palabras claves: actividad enzimética, mangle blanco, contaminacion.



ENZYMATIC RIZOSPHERIC ACTIVITY OF Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaerth
IN SOIL DEGRADED BY OIL POLLUTION, LA VENTA, TABASCO, MEXICO
Genesis Ventura Martinez, Mc
Colegio de Postgraduados, 2019
ABSTRACT
The objective of this study was to determine a soil typology according to the distribution of the
contents of total petroleum hydrocarbons (TPH) in the rhizoplane, rhizosphere and non-
rhizospheric soil of Laguncularia racemosa L., known as white mangrove, the effect of depth and
oil in the pH, electrical conductivity, organic carbon, available phosphorus, enzymatic activity of
urease and phosphatase. Rhizoplane, rhizosphere and soil samples were collected at 30 points to
measure TPH (mg kg™) through a surface area of 12378.253 m?, rhizoplane (0-40 cm depth),
rhizosphere (0-40 cm), layer 1 (0-40 cm), layer 2 (41-44 cm) and layer 3 (45-60 cm). The spatial
distribution of TPH defined four study soils (S): S1: 574, S2: 1777, S3: 6912, and S4: 100849.
The TPH were higher in underlying layers of S3 and S4. The pH was higher in underlying layers,
the electrical conductivity in rhizoplane and rhizosphere, and the pH was not affected by the oil,
but the electrical conductivity. The rhizoplane, rhizosphere and non-rhizosphere layer 0-40 cm,
accumulated higher organic carbon, total nitrogen (NT) and available phosphorus (PD). The S3
accumulation increased NT and the PD was lower in S4 with 100 850 mg of oil. The activity of
urease was stimulated in the non-rhizosphere layer 3 in the four soils, and the phosphatase by
rhizoplane, but the two enzymatic activities were not stimulated by the oil in comparison with
non-contaminated soil. The results suggest that the mangrove rhizoplane L. racemosa is
sustainable in soil contaminated by hydrocarbons. It stimulates the availability of nitrogen and
phosphates that can be used by microorganisms and L. racemosa for natural attenuation of
hydrocarbon contamination, with high enzymatic activity of urease and phosphatase in soils with
6912 and 100 850 mg kg of TPH derived from degraded crude oil. However, soils with
concentrations higher than 6912 mg kg* of TPH in underlying layers require previous treatment
to remove the oil from the subsoil and put it in contact with the rhizoplane and mangrove

rhizosphere.

Keywords: enzymatic activity, white mangrove, contamination.
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. INTRODUCCION

Los manglares son ecosistemas costeros que se encuentran en zonas tropicales y subtropicales en
el planeta, cubren un area de 150,000 km? distribuidos en 123 paises (Spalding et al., 1997), en
México y el Golfo de México con 775.55 y 87 km? respectivamente (Valderrama et al., 2015). La
presencia de hidrocarburos del petréleo en la rizosfera y el suelo del bosque de manglar ha sido
reportado por Burns and Codi (1998); Proffitt y Devlin (1998); Duke y Watkinson (2002); Zhang
et al. (2004); Ke et al. (2005); Tam et al. (2005); Riverol-Larios et al. (2015), Gundlach (2018)
en China, Australia, Japén, Kenia, Nigeria, Estados Unidos, region del Mar Caribe, Brasil,
Colombia y México, e indican que los hidrocarburos del petrdleo llegan al suelo por; arrastre de
la capa aceitosa en el agua que entra y sale con la influencia de la marea, y el derrame directo de
fugas en oleoductos.

El petréleo degradado (PD) en horizontes superficiales y subsuperficiales del humedal permanece
por muchos afios en el ecosistema, y genera ambientes hidrofébicos y anaerdbicos, por sofocacion
de particulas y bloqueo de la difusién del aire en poros del suelo (Quyum et al., 2002; Labud et
al., 2007; Mohsenzadeh et al., 2012; Sutton et al., 2013). Las propiedades recalcitrantes del PD
influye negativamente en la mineralizacion (Porta et al., 2003) y procesos enzimaticos del suelo y
la rizosfera. Entre los cambios observados estan: el incremento del contenido de carbono
organicos, pH y conductividad eléctrica; disminuye la cantidad de N total y P disponible en el
suelo (Wang et al., 2009); Rivera-Cruz et al., 2012; Shukry et al., 2013; Ying et al., 2013) e
incremento de la actividad enzimatica rizosférico en suelo con baja contaminacion, pero
disminuye en alta contaminacion con aceite (Pilipovi¢ et al., 2014). Las raices de plantas no logran
penetrar los agregados de suelo impregnados con PD, pero lo envuelven logrando extenderse en
sitios del suelo con baja contaminacion (Rivera-Cruz et al., 2016); Morales-Guzmén et al., 2017).
El espesor superficial del Histosol (0-40 cm) y la rizosfera de mangle en condiciones anaerobicas
por tiempos largos, es soportada por material organico integrado en mayor proporcion de tejido
vegetal, y en menor proporcion por animales (Das et al., 212). La respiracion de la raiz bajo
condiciones anaerobicas depende de lenticelas ubicadas en neumatoforo que transportan el
oxigeno de la atmosfera a las estructuras internas de la raiz (Pezeshki, 2000; Purnobasuki and

Suzuki, 2005). El rizosplano y la rizosfera es un microcosmo en donde interaccionan la planta 'y



los microorganismos, fundamentales en el proceso de la nutricion, degradacion del carbono
organico y en la salud de la planta (Berg y Smalla, 2009). El rizoplano vy la rizosfera contienen;
exudado, secreciones y grasa. Los exudados incluyen compuestos de peso molecular altos como;
mucilago, un material gelatinoso en la superficie de las raices; y dentro de los compuestos de bajo
peso molecular, se encuentran acidos organicos, azucar, fendlicos simples, aminoéacidos,
flavonoides e incluso vitaminas. Secreciones que incluyen a carbohidratos poliméricos y enzimas
(Holguin et al., 2001; Neumann and Rémheld, 2012).

En el rizoplano, rizosfera y suelo los microorganismos son responsables de innumerables procesos
que ocurren, por ejemplo la liberacion de enzimas (intracelular y extracelular) que son la
mediacion y catalisis de procesos bioquimicos importantes en la mineralizacion de nutrientes (N,
Py S). Las enzimas extracelulares hidrolasas incluye proteasas, lisozimas, nucleasas, ureasa y
fosfatasas que mineralizan a las proteinas, las paredes celulares, acidos nucleicos y urea (Maier,
2015).

La ureasa y la fosfatasa actian como enzimas intermedias en la transformacion del nitrogeno y el
fosforo organicos en formas inorganicas (Pascual et al., 1998). La ureasa (urea amidohidrolasa,
E.C 3.5.1.5) cataliza la hidrolisis de la urea a amoniaco y dioxido de carbono. El origen de la
ureasa en el suelo es por la liberacion de células microbianas vivas y lisadas y se estabiliza como
una enzima extracelular por asociacion con coloides del suelo (Pinck and Allison 1961),
especialmente materia organica (McLaren, 1963), pero es afectada por parametros geoquimicos
(Das et al., 2017). La fosfatasa acida (monoésterfosfato hidrolasas, E.C.3.1.3.2) cataliza la
hidrélisis de ésteres y anhidridos de H3POs (acido fosfdrico), son producidas por microorganismos
y plantas superiores, son responsables de la mineralizacion del fosforo organico del suelo y de la
liberacion del fosforo inorganico necesario para los microorganismos y las plantas (Speir and
Ross, 1978, Tabatabai, 1994).

La ureasa y fosfatasa en su interaccion con parametros quimicos, COS pH, C.E, NT y PD, en
manglares son importantes para el equilibrio del bosque, debido a la alta acumulacion de
materiales organicos que se depositan en el suelo, rizosplano y rizosfera (Kathiresan and Qasim,
2005; Quir6s-Rodriguez et al., 2017). La actividad enzimatica y los nutrientes (nitrégeno y

fosforo) del suelo y rizosfera en el bosque de manglar son simples, complejas, variables e



influenciada por cambios estacionales periodicos, tasa de sedimentacion, nivel de agua, caida de
hojas (Das et al., 2017) y la presencia de hidrocarburos derivados de los derrames de petroleo
(Duke y Watkinson, 2002; Zhang et al., 2004).

La presente investigacion se realizo en el bosque de mangle blanco L. racemosa en donde segun
Orocio (2014) el suelo contiene hidrocarburos totales del petréleo procedentes de derrames
antiguos. Estos hidrocarburos rebasan los limites maximos permisibles indicados por la NOM-
138-SEMARNAT/SSA1-2012 por lo tanto la pregunta de esta investigacion fue, ¢En qué medida
L. racemosa estimula la acumulacién de petroleo degradado y es capaz de soportar los cambios
quimicos y enzimaticos, que le permitan su sostenibilidad en el bosque impactado por la industria

petrolera?



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Definicion y composicion del bosque de manglar

El manglar es definido como un ecosistema forestal, normalmente especies de la familia
Rhizophoraceae tolerantes a las sales, asociadas a otros arboles y arbustos que crecen a lo largo
de zona con influencia de las mareas, tanto en la costa y mas hacia en el interior del continente,
bordeando las orillas de los rios y lagunas, generalmente con suelo inundado la mayor parte del
ano. Hoy en dia, muchos investigadores también usan los términos "marea bosque” y “bosque

costero” como sinonimos de bosque de manglar (Aksornkoae, 1993; Hoff et al., 2002).

Las especies de mangles son arboles y arbustos que han evolucionado para adaptarse al ambiente
de las zonas intermareales de las costas tropicales y subtropicales del planeta, para lo cual han
desarrollado tolerancia a suelos anegados y a la alta salinidad. La distribucién, composicion y
fisonomia de las comunidades de manglar estan influenciadas por los cambios latitudinales en la
temperatura y la precipitacion, pero localmente dependen de la geomorfologia, el substrato, la

salinidad y la inundacion (Lopez y Ezcurra 2002).

Su importancia ecoldgica reside en las funciones que desempefia en la estabilizacion y proteccién
de las lineas costeras, proporcionando areas de cria y alimentacion de numerosas especies de peces
y crustaceos, y habitat para cangrejos y moluscos, asi como lugares de anidamiento de aves
costeras, son un tipo de vegetacion caracteristica de las zonas costeras de los tropicos y subtropicos
de todo el mundo, en México se encuentran presentes en ambos litorales (Atlantico y Pacifico),
cubriendo al menos 60% de la linea costera nacional (Valdarrama et al., 2015).

En el estado de Tabasco las especies de mangle que predominan son; Rhizophora mangle L.
(mangle rojo), Avicennia germinans L. (mangle negro o mangle prieto), Laguncularia racemosa
(L.) C.F. Gaertn (mangle blanco) y Conocarpus erectus L. (mangle botoncillo) (Rico-Gray 1981;
Benitez et al. 2002). Estas especies se encuentran en la NOM-ECOL-059/2001 (DOF, 2001), bajo

la categoria de proteccidn especial.



Otras especies vegetales con menos resistencia a la salinidad pueden ser parte de las comunidades
de manglares como el zapote (Manilkara zapota), la palma tasiste (Acoelorraphe wrightii), el
chechén negro (Metopium brownei), palo de agua (Pachira aquatica), cuerno de toro (Acacia
cornigera) y el tucuy (Phitecellobium lanceolatum), entre otros (Valderrama et al., 2015).

Entre las trepadoras y epifitas se encuentran bejucos (Rhabdadenia biflora, Dalbergia brownei),
la pitaya (Selenicereus testudo), varias especies de bromelias (Achmaea bracteata, Bromelia
pinguin y Tillandsia spp.) y orquideas (Encyclia cochleata, Epidendrum spp., Brassavola nosoda
y Myrmecophila tibicinis). En el sotobosque viven los helechos de los manglares (Acrostichum
aureum y A. danaeaefolium, Elaphoglossum sp.) y pastos como el zacate salado (Distichlis

spicata) y el pasto aguja (Spartina spartinae) (Valderrama et al., 2015).

2.1.1. El suelo del mangle blanco (Languncularia racemosa (L.) C.F. Gaerth)

El suelo, es considerado como un cuerpo natural formado por sélidos (minerales y materia
organica), liquidos y gases que ocurren sobre la superficie de la tierra, ocupa un espacio y tiene
una o ambas de las siguientes caracteristicas: horizontes o capas que se diferencian del material
inicial como resultado de adiciones, pérdidas, transferencia y transformaciones de energia y
materia, o por la habilidad de soportar raices de plantas en un ambiente natural (Soil Survey Staff,
2003). El suelo es un sistema abierto que presenta intercambios de materia y energia con el medio,
en donde se desarrollan diversos procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, responsables de su
morfologia y propiedades (Bautista y Estrada, 1998). El suelo estd integrado segun el
microbidlogo por material sélido, liquidos y gaseoso (cuarzo, material organico, aire, agua) en
donde se hospedan colonias de microorganismos formando microbiomasa (Figura 1) (Madigan et
al., 2015)
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Figura 1. Composicion del suelo y distribucién de las colonias bacterianas (Madigan et al.,
2015).

El suelo del manglar est4 formado por la acumulacion de sedimentos derivados de la erosion
costera o riberefia y el suelo erosionado de las zonas mas altas que se transporta a través de rios y
canales. Algunos suelos se originaron a partir de particulas coloidales de rios y sedimento del canal
que es fino y fangoso, mientras que el sedimento costero es arena y material organico degradado
(Aksornkoae, 1993). En el estado de Tabasco México el suelo donde se localiza el mangle blanco
ha sido clasificado segun las cartas edafologica y de vegetacion y uso actual escala 1:500 000,
como; Histosol, Solonchaks y Gleysol. Estos suelos se distinguen por contener material organico
en el horizonte superficial y arcilla en capas subsuperficiales (INEGI, 2001). En Tabasco el
mangle blanco se localiza en suelo Histosol, que contiene un pH &cido, salino, sulfuro de
hidrogeno, bajo contenido de oxigeno y el color es negro en la superficie, gris oscuro y café en

horizonte subsuperficial (Lewis, 2005; Orocio, 2014).



2.1.2. Origen y botéanica del mangle blanco Languncularia racemosa (L.) C.F.
Gaerth

El mangle blanco Languncularia racemosa (L.) C.F. Gaerth pertenece a la familia de las
Combretaceaes del genero Laguncularia, especie L. racemosa; es un arbusto o arbol generalmente
pequefio, su tronco es recto con ramas ascendentes, copa redondeada y densa se caracteriza por su
sistema de raices de gran tamafo, extendidas y horizontales a partir de las cuales se desarrolla un
subsistema de raices en forma de clavija arriba y debajo de la superficie. Estas raices tienen forma
de maza y en sus cabezas terminales tienen un tejido especial para la ventilacion, Tienen ademas
glandulas en las hojas que les permiten secretar el exceso de sal y hojas gruesas, similares a las
plantas de desierto, pero de mayor tamafio (Agraz-Hernandez et al., 2006; CONABIO-CONANP,
2009). Las glandulas en las hojas se distingue por una corteza casi lisa a levemente fisurada, café
y lenticelada. Las inflorescencias, bracteas florales; calices y frutos poseen un indumento
velutinoso hasta densamente piloso (MAE y FAO 2014).

La raiz del mangle blanco es de tamafio grande, extendido y horizontal a partir de las cuales se
desarrolla un subsistema de raices en forma de clavija arriba y debajo de la superficie. Estas raices
tienen forma de maza y en sus cabezas terminales tienen un tejido especial para la ventilacién
(CONABIO-CONANP, 2009). Las raices estdn modificadas para absorber agua y aire (Figura 2).
Las raices aéreas se relacionan con la oxigenacion, exclusion de sal y soporte de individuos
(Tomlinson, 2016). Entre los exudados radicales que se han detectado se encuentran los acidos
organicos, ademas de moléculas sefial como vanilato, siringato y protocatecuato. Asi mismo se ha
reportado bacterias en asociacion con la rizosfera que brindan al mangle y a otras plantas haléfitas

asociadas, nutrientes y otras sustancias como reguladores de crecimiento (Holguin, 2001).



Figura 2. Raiz de Laguncularia racemosa L.
(Cortesia: Maria del Carmen Rivera-Cruz, 2018, La Venta, Tabasco)

2.2. Definicion y composicién del petréleo crudo.

El petréleo crudo natural, es una mezcla compleja que contiene diversos compuestos quimicos,
agrupados principalmente en cuatro grupos: a) saturados (alcanos o parafinas, y cicloalcanos o
naftaleno), b) aromaticos, c) resinas, y d) asfaltenos, con fracciones de nitrogeno, azufre y
compuestos que contienen oxigeno (Maletic et al., 2011; Liu et al., 2014). La palabra petrdleo
proviene del latin “petroleum” (petra: piedra y éleum: aceite), que significa aceite de piedra
(Herrerias, 2005), es un compuesto quimico formado por carbono (80-87%), hidrégeno (10-5%),
azufre (0-10%), nitrégeno (0-1%) y oxigeno (0-5%). Contiene concentraciones bajas de algunos
metales pesados (cobre, aluminio, niquel y vanadio). La proporcién de los hidrocarburos y los
metales es variables segun el tipo de petréleo crudo y el lugar de origen (Botello, 2005). El petréleo

segun el tiempo que permanece en el ambiente puede ser fresco (PF) o intemperizado (P1).



2.2. 1. Composicion fisica y quimica del petrdleo intemperizado

El petroleo intemperizado es aquel que ha estado expuesto a las condiciones ambientales en la
superficie del suelo por cierto tiempo para que los hidrocarburos de fraccion mas ligera se eliminen
del suelo, por procesos naturales como volatilizacion, mineralizaciéon (Transformacion a CO, y
agua) y biodegradacion de componentes simples (Botello, 1996; Morales, 2017). Sin embargo,
aquellos hidrocarburos de fraccion pesada o con anillos arométicos abundantes como los HAP,
permanecen y se vuelven recalcitrantes, por ejemplo las fracciones de base aromética de C60 a
C66 (Botello, 1996). Segun Botello, 2005; Olguin et al., 2007 el petréleo intemperizado esta
constituido por hidrocarburos saturados ramificados, hidrocarburos aromaticos policiclicos,

asfaltenos y resinas (Figura 3).

[ Petrileo Intemperizado ]
Hidrocarburos Hidrocarburos Asfiltenos Resinas
Saturados Aromaticos Policicicos

»
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Figura 3. Clasificacion de los componentes quimicos del petroleo intemperizado  (Botello,
2005; Castillo-Rodriguez et al., 2005; Olguin et al., 2007).



2.2.1.1. Los hidrocarburos arométicos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son compuestos organicos derivados de la combustién
de material organico, principalmente, contienen al menos dos anillos aromaticos; 16 de ellos son
denominados “contaminantes prioritarios” por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos debido a su amplia distribucion en el ambiente y por sus propiedades mutagénicas,
carcinogeénicas Y teratogénicas (Zhang et al., 2004; Morrillo et al., 2008), Las propiedades fisicas
y quimicas de los hidrocarburos aromaticos policiclicos de bajo peso molecular (dos a tres anillos
aromaticos) hacen de ellos candidatos ideales para su dispersion a través de la atmosfera (Daly et
al., 2007). En cambio, los hidrocarburos aromaticos policiclicos de mayor peso molecular (cuatro
a siete anillos aromaticos), tienen mayor afinidad por el material en forma de particula como;
cenizas y materia organica del suelo, siendo mas persistentes en el ambiente (Ma et al., 2005; Cai
et al., 2008; Maliszewska et al., 2009).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos se clasifican segun su origen en: biogénico, petrogénico
y pirogénico. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos biogénicos son producto de procesos
metabdlicos de organismos microscépicos, y microscopicos entre estos las plantas y las termitas
donde se ha comprobado que aportan al suelo, naftaleno y perileno (Wilcke et al., 2005). También
provienen de la degradacion de la materia organica en condiciones aerobias y anaerobias que segun
Wilcke (2007) son la fuente de hidrocarburos aromaticos policiclicos de 4, 5 y 6 anillos debido a

que algunos son precursores del humus.

2.2.1.2. Asfaltenos y resinas

Las resinas son moléculas con fuerte caracter aromatico, que contiene heteroatomos (N, O, Sy a

veces Ni y V) y de masa molecular entre 500 y 1,000 uma, estan constituidas por compuestos
piridinicos, quinolinas, tiofenos, carbazoles, sulfoxidos y aminas y la estructura de los asfaltenos
incluyen los agregados de poli aromaticos, fenoles, acidos grasos, metaloporfirinas, estos
hidrocarburos son recalcitrantes, dificiles de degradar, de cadenas complejas, son persistentes en
el ambiente degradando la calidad del suelo y el desarrollo normal de las plantas y los
microorganismos (Wuaquier, 2004).
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Los asfaltenos es la fraccion de crudo soluble en tolueno (o benceno) e insoluble en un exceso de
n-alcano (pentano o heptano). Los asfaltenos estan constituidos principalmente por anillos
aromaticos ligados con cadenas alquilicas y ciclo alcanos, ademéas de compuestos heterociclicos
que poseen N, Sy O. Estudios recientes muestran que la relacion C/H en los asfaltenos esta por el
orden de 1: 1.1, asi mismo aproximadamente el 40% del carbono presente, es aromatico (Delgado,
2006).

2.3. Definicion y composicién del rizoplano y rizésfera

El rizoplano comprende la zona inmediatamente exterior a la epidermis radical o superficie de raiz
que esta comprendida dentro de la rizosfera. Los compuestos liberados por las raices de las plantas
actlan como atrayentes quimicos para un gran nimero de comunidades microbianas heterogéneas.
La composicion de estos compuestos depende del estado fisioldgico y de las especies de plantas y
microorganismos (Brimecombe et al., 2002; Kang et al., 2010). Entre los exudados radicales se
localizan; azucares, proteinas, acidos organicos, aminoacidos, iones inorganicos, oxigeno y
riboflavina, didéxido de carbono, iones bicarbonados, protones, enzimas y etileno etc. (Atlas y
Bartha, 2002).

La rizésferaes la fina capa del suelo que se queda adherida al sistema de raiz de las plantas después
de sacudirla (Atlas y Bartha, 2002), es la capa de suelo donde crecen los microorganismos por
efecto de los exudados radicales y puede medir entre 1 a 2 mm, y segun el tipo de suelo, especie
de planta, edad y otros factores es el volumen que ocupa la rizosfera en el suelo. Los exudados
incluyen carbohidratos, aminoacidos y aminas, acidos alifaticos, &cidos aromaticos, fendlicos
varios, acidos grasos, esteroides, enzimas y otros, muchos de los cuales poseen actividades y

funciones demostradas (Brimecombe et al., 2002).
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Figura 4. Composicion de rizosfera y rizoplano (Morales, 2013).

2.4. El ciclo biogeoquimico del carbono en el suelo en interaccion con la planta

El carbono se cicla entre formas organicas como el azlicar u otras estructuras en blogue celular y
formas inorganicas como el didxido de carbono (CO-). Se producen fotosintéticamente cantidades
de materia organica en la tierra cada afio utilizando dioxido de carbono de la atmésfera. La mayor
parte de este material se consume y degradado, pero una parte de ella, a lo largo de los milenios,
ha sido almacenado en permafrost, turberas y como combustibles fésiles. Un delicado balance
global de carbono orgéanico e inorgéanico se ha mantenido en gran parte impulsado por la actividad
microbiana (Maier, 2015).

La capacidad de fotosintesis permite que la energia de la luz del sol quede atrapada y almacenada.
En este proceso el diéxido de carbono es fijado en materia organica (Figura 5). Los organismos
fotosinteticos son llamados productores primarios, incluyen plantas y microorganismos como

algas, cianobacterias, algunas bacterias y algunos protozoos (Porta et al., 2003).
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Figura 5. Ciclo del carbono (Porta et al., 2003)

La productividad de carbono varia ampliamente entre los diferentes ecosistemas dependiendo del
clima, el tipo de productor primario y administracion del sistema (Cuadro 1). Por ejemplo, una de
las areas naturales mas productivas de carbono es el bosque tropical lluvioso en donde se ubica el
bosque de manglar, produciendo hasta 2800 g materia seca organica/m?/afio, mientras que el
bosque caducifolio templado produce entre 1200 a 1600 (Maier, 2015). Las plantas predominan
en ambientes terrestres y zonas costeras, pero en ambientes acuaticos los microorganismos son los
responsables de la mayoria de la produccion primaria de carbono (Maier, 2015). Los compuestos
organicos en el suelo de los diferentes ecosistemas terrestres y acuaticos son descompuestos y

mineralizados a macronutrientes y micronutrientes (Cerén y Avristizabal, 2012).
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Cuadro 1. Productividad primaria neta de algunos ecosistemas naturales e inducidos por el
hombre

Productividad primaria ( g materia seca
organica/m?/afo

Descripcion de ecosistema

Tundra 400
Desierto 200
Templada pradera Hasta 1500
Bosque caducifolio templado 1200-1600
Bosque tropical Hasta 2800
Pantano de cola de gato 2500
Estanque de agua dulce 950-1500
Océano abierto 100

Agua de mar costero 200

Zona de afloramiento 600
Arrecife de coral 4900
Campo de maiz 1000-6000
Arrozal 240-1200
Campo de cafia de azucar Hasta 9400

Fuente: Maier, 2015

2.5. Nitrogeno y fosforo en suelo

El nitrogeno (N2) es un elemento biogénico ya que es un componente esencial de los aminoacidos,
proteinas, acido nucleicos, clorofila, co-enzimas, fitohormonas, vitaminas, alcaloides y
metabolitos secundarios; asi cualquier bacteria, hongo, plantas superiores o animal no puede crecer
y funcionar a menos que asimile nitrogeno en una forma quimica adecuada. El ciclo del N2 en el
suelo estd compuesto por cinco fases: mineralizacion, nitrificacion, desnitrificacion, fijacion e
inmovilizacién (Figura 6) (INPOFQOS, 2003).

El N2, es un atomo imprescindible para la vida, en la atmosfera se acumula el gas puro del
nitrégeno y 0xido de nitrogeno estos normalmente vienen de abonos y de quema de combustibles

de la industria y este suele transformarse en otras moléculas a menos que sean utilizados para el
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metabolismo en algunas bacterias, la molécula de nitrégeno es absorbida por organismos vivos e
incorporada en sus células por procesos de fijacion (bacterias, hongos y cianobacterias) asi la
molécula de nitrégeno se convierte en nitrato, disponible para plantas y animales, los desechos
que estos expulsan al medio son en forma de ion nitrito y de amoniaco, de este proceso pueden
suceder dos fases la de nitrificacion (vuelve a plantas y animales ) y desnitricacion (vuelve a la
atmosfera en forma de molécula N2). La disponibilidad de N2 para la raiz y los microorganismos

es un factor decisivo para su crecimiento (Hawkesford et al., 2012).

* Abonos
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Fijacion (bacterias, hongos, * |ndustria
ianobacterias).
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NO,
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Figura 6. Ciclo biogeoquimico del nitrogeno en el suelo (INPOFOS, 2003).

El fosforo (P) en un elemento biogénico esencial e importante en la fotosintesis, respiracion,
almacenamiento y transferencia de energia, la division y crecimiento celular (Deubel y Merbach,
2005). El P en el suelo proviene mayormente de la meteorizacion de la apatita, un mineral que
contiene P, y calcio (Ca), asi como otros elementos como flor (F) y cloro (Cl). A medida que la

apatita se descompone se libera P, se forman varios compuestos de este elemento en el suelo y se
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liberan los dos iones ortofosfato que son absorbidos por las plantas y sorbidos por los
microorganismos. Otras fuentes de fosforo incluyen la materia organica, el humus y los
microorganismos. Los microorganismos mineralizan los residuos organicos (Brady y Weil, 2008).
El P elemental es quimicamente muy reactivo, y por esta razén no esta presente en su estado puro
en la naturaleza. Se encuentra solamente en combinacidn quimica con otros elementos. El P existe
en el suelo y se localiza en tres formas; P organico, P inorganico enlazado a iones de Cay P
inorganico enlazados a iones de aluminio (Brady y Well, 2008).

El P inorgénico en la solucion del suelo estd presente en dos formas diferentes: ortofosfato
primario (H.POa) y el ortofosfato secundario (HPO4%). Estas formas de P en la solucion del suelo
reaccionan fuertemente con la superficie de las arcillas (minerales secundarios) y otros
compuestos. EI movimiento del P en el suelo es por difusidn, el cual es un proceso lento y de poco
alcance que depende de la humedad del suelo. EIl P se pierde muy poco por lixiviacion, aun

cuando se mueve mas libremente en suelo arenoso que en arcilloso (INPOFOS, 2003).

2.6. Definicion e importancia de la actividad enzimatica en el suelo

Las enzimas son moléculas proteicas solubles que catalizan las reacciones quimicas en los
sistemas Vvivos, actlian sobre sustratos especificos transformandolos en productos necesarios para
los ciclos bioldgicos, son de naturaleza organica. Las enzimas en el interior de las células se
encuentran en estado coloidal, formando parte del protoplasma y son elaboradas por las células
vivas, que acttan independientemente de éstas, tienen poder catalitico especifico y se destruyen

por el calor himedo a 100 °C (Acosta y Paolin, 2005).

Las enzimas pueden ser intracelulares y extracelulares se ligan a la pared celular de células vivas
de plantas, microflora y microfauna del suelo. Se liberan al suelo por secrecion y lisis celular. En
el suelo se asocian a sustratos en medio de una reaccion enzimatica, inmovilizar y estabilizar en
interaccion con los diferentes componentes de la fase sélida del suelo, como las arcillas, moléculas
organicas y complejos 6rgano minerales (Coyne, 2000). La actividad enzimatica del suelo es
importante porque refleja el estado en el que se encuentran sus poblaciones microbianas y su
relacién con la biologia del suelo, la produccion de biomasa, la degradacion de contaminantes y
la conservacion de ecosistemas (Doran, 2002; Gianfreda y Ruggiero, 2006).
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Las enzimas ureasa y fosfatasa se han utilizado como indicadores para evaluar el efecto del manejo
agronémico sobre caracteristicas de calidad o estado de sanidad del suelo (Gajda y Mortyniuk,
2005), ofrecen informacion sobre la capacidad potencial para llevar a cabo reacciones especificas,
las cuales son importantes dentro de los ciclos de nutrimentos del C, N, P y S, la mineralizacion
del nitrogeno, el ATP y la respiracion del suelo (Garcia, 2008).

La actividad de oxidorreductasas como deshidrogenasa y catalasa pueden ser consideradas como
pardmetros generales ya que su medida permite tener una idea de los procesos microbianos que se
producen en un suelo de manera global sin embargo el grupo de las actividades enzimaticas del
tipo hidrolasas como las carbohidrasas, quitinasa, B-glucosidasa, 3-galactosidasa del ciclo del C.
fosfatasa del ciclo del P, ureasa y proteasa del ciclo del N y arilsulfatasa del ciclo del S, son
consideradas como parametros especificos, pues corresponden a reacciones concretas y dependen

de sustratos especificos (Nannipieri et al., 1990).

2.6.1. Actividad enzimatica de la ureasa

La ureasa es una enzima ampliamente estudiada en andlisis de suelos dado que cataliza la hidrdlisis
de la urea que es suministrada al suelo como fertilizante o0 mediante la orina de los animales. La
urea se hidroliza produciendo NHz y CO», con un consecuente aumento del pH y pérdida de N2
por volatilizacion de NHz (Tabatabai y Bremner, 1972). La enzima puede ser inhibida en presencia
de una fuente preferida de N2 como el amonio (NH4™) y su actividad se induce en presencia de la
urea u otra fuente alternativa de N2. Es ampliamente utilizada para evaluar los cambios en la
composicion organica del suelo, ya que su actividad se incrementa después de la adicion de
sustratos organica, la reaccion de hidrdlisis por la ureasa se presenta a continuacion: HaN-CO-NH;
+ H20 — 2 (Piotrowska-Dlugosz y Wilczewski 2014).

De acuerdo con McCarty y Bremner (1991), la produccion de la ureasa por los microorganismos
del suelo en condiciones anaerdbicas es retardada, ain con la adicion de nutrientes disponibles, la
actividad enzimatica no es inhibida; por el contrario, en condiciones aerdbicas y con disponibilidad
de compuestos rapidamente disponibles se incrementa la actividad de la enzima y la actividad

microbiana. Ademas, se ha observado también que la produccién de la ureasa disminuye conforme

17



larelacion C: N decrece en el suelo, y se relaciona positivamente con la materia organica del suelo

y con el contenido de arcilla (Caldwell, 2005).

2.6.2. Actividad enzimatica de la fosfatasa

La fosfatasa es una enzima hidrolitica e interviene en la catalisis de los compuestos fosforados
orgénicos hacia fosforo inorganico, el cual es asimilado por las plantas y microorganismos. La
disponibilidad del P en el suelo estéa ligada al reciclaje de los compuestos fosforados presentes en
la materia organica del suelo (Tabatabai y Bremner, 1969) y a la capacidad de los suelos de
adsorberlos a los iones de Fe y Al. El proceso enzimatico que vuelve disponible al P para las
plantas y microorganismos consiste en la hidrélisis de los enlaces monoester fosfato y diester
fosfato (Trasar., 2003).

La relacion entre el P disponible y la actividad de la enzima en el suelo es compleja, y en suelos
con deficiencia del nutriente P la actividad suele inducirse. Es por eso que la actividad de esta
enzima en el suelo estd en funcién de la demanda por parte de microorganismos y plantas
(Wyszkowska et al., 2005).

2.7. Efecto del petréleo en las propiedades quimicas del suelo

Los hidrocarburos del petréleo son compuestos carbonatados potencialmente peligrosos y
persistentes en el ambiente, ellos contienen pequefias cantidades de heterodtomos de oxigeno,
nitrdgeno, azufre, y cantidades traza de vanadio y niquel (Li et al., 2012) que afectan las

propiedades quimicas del suelo.

El efecto del petréleo en el Potencial hidrogeno del suelo (pH) ha sido reportado por diversos
investigaciones, al respecto Leahy y Colwell (1990); Gong et al (2008); Kisic et al. (2009); Wang
et al. (2009) indican que al aumentar la concentracion de petrdleo en suelo baja el pH. Sin embargo
otros investigadores mencionan que el pH incrementa hasta 8.0 en suelo con petréleo respecto al

suelo control (Ying et al., 2013).

El contenido de carbono organico total (COS) del suelo aumenta en suelo contaminado con

petrdleo (Ekundayo y Obuekwe, 2000). El suelo con 100% de fluidos de perforacién petroliferos
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el contenido de COS incrementa en comparacion al suelo control, y estos hallazgos se atribuyen a

la composicion quimica de los fluidos (Kisic et al., 2009).

El nitrogeno total seglin Rivera-Cruz et al. (2012) se incrementa respecto al control en suelo con
78 456 mg kg de hidrocarburos totales del petréleo intemperizado, pero es igual al control en
suelo con 50 000 y 78 000 mg kg™ de petroleo fresco. El P disponible incrementa respecto al
control en el suelo con 50000 a 78000 mg kg* de petrdleo fresco.

2.8. Efecto del petroleo en la actividad enzimatica

La actividad enzimatica en suelo y rizosfera es afectada por la presencia de metales e hidrocarburo
derivados del petrdleo, segin Baran et al (2004) tras un derrame de petréleo hay un periodo de
estrés y posteriormente, hay un incremento en la intensidad de la respiracién, la actividad
enzimatica, el desarrollo de los microorganismos y la gradual descomposicion de los

contaminantes.

Existen diferentes resultados del efecto de los hidrocarburos del petréleo en la actividad
enzimatica del suelo. Algunos investigadores indican un efecto positivo del petroleo sobre la
actividad enzimatica: Ramirez (2012) reporta que 25 517 mg kg™ de HTP derivados del petrleo
intemperizado estimula la actividad enzimatica de la ureasa en un 48.7% respecto al suelo sin
petréleo. Arias (2012) encontré un incremento del 97% respecto al control en la actividad
enzimatica de la ureasa en suelo con 112 142 mg kg de HTP derivado del petréleo intemperizado.
Asi mismo Garza et al. (2008) indica que los HTP estimulan la actividad biolédgica del suelo,
(actividad de la ureasa, fosfatasa y produccién de ATP) en donde la ureasa y fosfatasa esta

directamente relacionada con la concentracién de hidrocarburos.
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I11. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Delimitar suelos con diferentes niveles de hidrocarburos totales del petréleo en el bosque del
manglar, para determina en esos suelo el efecto de rizosplano, rizosfera de L. racemosa, suelo no
rizosférico, asi como los efectos de los niveles de petroleo en las propiedades quimicas y

enzimaticas.

3.2. Objetivos Particulares

1. Determinar una tipologia de suelos segun la distribucion de los contenidos de hidrocarburos

totales del petrdleo en el rizoplano, rizésfera de Laguncularia racemosa y suelo no rizosférico.

2. Evaluar por espacio en la profundidad y niveles de contaminacion del suelo el efecto del
rizoplano, rizosfera de Languncularia racemosa y suelo no rizosférico en pH, conductividad

eléctrica, nitrégeno total, fosforo disponible, actividad enzimatica de la ureasa y fosfatasa.
3. Relacion del efecto de los espacios en la profundidad y los niveles de contaminacién del suelo

con el pH, conductividad eléctrica, nitrégeno total, fosforo disponible, actividad enzimatica de la
ureasa y fosfatasa.
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IV. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general

La distribucion espacial de los hidrocarburos totales del petréleo en los suelos del bosque de
manglar podria depender de la retencion del petréleo intemperizado en el rizoplano, rizosfera de
Laguncularia racemosa Y suelo no rizosférico ubicados en el espesor de 0-40, 41-44 y 45-60 cm,
asi mismo estos espacios y los niveles de contaminacion en el suelo afectan a las propiedades

quimicas y la actividad enzimatica.

4.2. Hipotesis particulares

1. Latipologia de suelos segun los contenidos de hidrocarburos totales del petréleo tendria relacion

con la acumulacion de petréleo intemperizado en el rizoplano, rizésfera y suelo no rizosférico.

2. La combinacion del espacio en la profundidad con niveles de hidrocarburos totales del petréleo
en el suelo podrian inducir diferencias en el pH, conductividad eléctrica, carbono organico,
nitrégeno total, fésforo disponible y actividad enzimatica de la ureasa y fosfatasa.

3. El espacio en la profundidad (rizoplano, rizosfera y suelo no rizosférico) pudieran inducir
diferencias en el pH, conductividad eléctrica, carbono orgénico, nitrégeno total, fosforo

disponible y actividad enzimatica de la ureasa y fosfatasa

3. Las dosis de hidrocarburos totales del petréleo en el suelo inducirian diferencias estadisticas en
el pH, conductividad eléctrica, carbono organico, nitrégeno total, fosforo disponible y actividad

enzimatica de la ureasa y fosfatasa.
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V. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia Agricola y Ambiental del Colegio

de Postgraduados Campus Tabasco ubicado en Periférico Carlos A. Molina s/n, km. 3.5,

Huimanguillo, Tabasco. El proceso de investigacion consistié de tres etapas secuenciales: Etapa

I. Trabajo de campo. Etapa Il. Trabajo en laboratorio. Etapa I11. Analisis estadisticos (Figura 7).

Etapa Il.
Laboratorio

rizosférico

Colecta de rizoplano,

Etapa I. .
rizosferade L.
Campo racemosa y suelo

Ejido José Narciso
—> | Rovirosa, Huimanguillo,

no Tabasco

Hidrocarburos totales del petroleo (HTP) (ma/kq)

=)

Combinacion /

(EPS x NHTP)
20 tratamientos

Espacio en profundidad de suelo (EPS)
Rizoplano (0-40 cm)

Rizosfera (0-40)

Suelo no rizosférico (0-40)

Suelo no rizosférico (41-44)

Suelo no rizosférico (45-60)

Nivel de HTP mgka! en suelo (NHTP)
e Suelo 1: 575
e Suelo 2: 1777
e Suelo 3:6912
e Suelo 4:100 850
Variables
e pH
e Conductividad eléctrica
e Carbono organico
¢ Nitrogeno total
e Fosforo disponible
e Actividad enzimatica ureasa
e Actividad enzimatica fosfatasa

Etapa Il1.
Analisis
estadisticos

2

=)

Analisis de varianza
Prueba de medias (Duncan p<0.05)

Figura 7. Flujograma del proceso de investigacion.
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5.1. Area de estudio y condiciones medioambientales

El &rea de estudio esta ubicada en la cuenca baja del Rio Tonala en el sureste de México (Figura
8), a 1.2 km al oeste del Complejo Procesador de Gas La Venta. Las coordenadas UTM del
poligono son 388170 a 388300 y 2000320 a 2000380 en Zona 15. El area evaluada abarca
12378.253 m? de un suelo impactado desde 1967 por derrames de petréleo y lodo de perforacion
del pozo petrolero La Venta 248. En términos taxondmicos el suelo es un Histosol con horizonte
superficial fibrico (9.4-0 cm de profundidad), otro hémico (0-40 cm), uno saprico (41-44 cm) y a
mayor profundidad (>44 cm) existe suelo mineral, aparentemente relacionado con el relleno de la
construccidn del terraplén del pozo petrolero. El Histosol permanece inundado la mayor parte del
afio, recibe la influencia diaria de la marea desde el Golfo de México, a través del Rio Tonala
(Figura 1). El bosque de cuenca cubierto de Languncularia racemosa es de origen natural, tiene
14.8 + 5.8 m de altura, el didametro promedio del tallo (44.6+19.75 cm) a 1.5 m de altura. El clima
es tropical himedo con lluvias de verano, la precipitacion anual acumulada 2024.1 mm, 1169.1

mm de evaporacion y la temperatura alcanza un promedio anual de 26.4 °C (Diaz et al., 2006).
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Figura 8. Localizacion del bosque de manglar Laguncularia racemosa, y distribucion de puntos

segun los niveles de contaminacion con petroleo, ejido José Narciso Rovirosa, Huimanguillo,

Tabasco.

5.2. Muestreos de rizoplano, rizésfera y suelo no rizosférico

El muestreo fue dirigido y estratificado en funcién de la cantidad visible de petréleo acumulado
en el suelo y de la ubicacion de la raiz de la planta de mangle. La cantidad visible de petréleo en
el suelo se complementd con la intensidad de la iridiscencia observable sobre la superficie de la
columna del agua, ambos criterios se usaron para clasificar los contenidos de petréleo degradado
(sin, contaminado y muy contaminado) en puntos estudiados in situ. Los contenidos en forma de
hidrocarburos totales del petroleo (HTP) se corroboraron en el laboratorio; 30 arboles de mangle
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fueron seleccionados distribuidos en 12 378.253 m? del Histosol (Figura 8), se tomaron dos
muestras a 50 cm de distancia al norte y sur del tallo de cada arbol, para formar una compuesta
por punto. En cada punto se muestreo cinco espacios segun la profundidad (EPS): Rizoplano (RP)
(0-40 cm), rizosfera (RZ, 0-40 cm), suelo no rizosférico (SNR) [SNR-1 capa 1, 0-40 cm, SNR-2
capa 2, 41-44 cm, y SNR-3 capa 3, 45-60 cm] (Figura 9). Se colectaron muestras compuestas en
cada uno de los espacios, se utilizo pala recta, cuchillo esterilizado para cortar RP y RZ; la muestra
del SNR se extrajo usando barrena con nucleador cerrado de acero inoxidable. El total de muestras
fueron 150: 30 de cada EPS (RP, RZ, SNR-1, SNR-2 y SNR-3), cada muestra se introdujo en un
frasco de vidrio de 0.25 kg de capacidad, con tapa de teflon, se etiquet6 y se preservé en campo
dentro de hielera con hielo. EI mismo dia de la colecta se transportaron al laboratorio y se preservo
a4 -°C.

Las muestras para la determinacién de HTP fueron congeladas hasta su procesamiento. Las

muestras para caracteristicas quimicas y actividad enzimatica se secaron bajo techo, se molieron

y tamizaron en malla 2 mm, antes de su procesamiento en laboratorio.

Figura 9. Muestreo en bosque de mangle blanco; a) ubicacidn de puntos (planta) de muestreo, b)
colecta de rizoplano y riz6sfera, y c) colecta de suelo por capas.
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5.3. Hidrocarburos totales del petrdleo

Se utilizaron 10 g de RP, RZ, SNR-1, SNR-2 y SNR-3 para la extraccién de hidrocarburos totales
del petréleo en equipo soxhlet mediante el método 3540B (USEPA, 1996) (Figura 10). La muestra
se acidifico con HCI, después se secd con MgSOas. El solvente se evaporé durante ocho horas y el
peso seco del extracto se cuantificd por gravimetria, usando la formula siguiente:

HTP= (Pi-Pf*1000000) /PS

HTP= Hidrocarburos Totales del Petr6leo
(Pi= Peso inicial
Pf= Peso final

PS= Peso del suelo

Figura 10. Extraccion de hidrocarburos totales del petréleo. a) Muestras;

b) equipo soxtlet para la extraccion.
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5.4. Clasificacion y delimitacion del suelo segun hidrocarburos totales del petroleo

Se realiz6 el mapeo de los 12378.253 m? en funcion de la cantidad de HTP extraido en los EPS.
La tipologia de suelo con dosis HTP (DHTP) se obtuvo de la combinacién punto por ESP (RP,
RZ, SNR-1, SNR-2 y SNR-3) que contuviera HTP (mg kg™) en la dosis uno (0-1000), dos (1001-
3000), tres (3001-7000) y cuatro (7001-100900). La dosis uno y dos sin contaminacion, bajo el
criterio basico de limite maximo permisible establecido en la normativa mexicana para suelo con
uso forestal NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (DOF, 2012), el valor maximo permitido es
3000 mg, las dosis mientras tres y cuatro se clasificaron como suelo contaminado. El suelo uno
(S1) quedo integrado por muestras colectadas en 21 puntos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 26) combinados con cinco EPS que contuvieran menores a 1000 mg
kg HTP. EI S2 integrado por muestras de 21 puntos (1, 2, 4,5, 6, 7, 9, 10, 11, 13, 15, 16, 17, 19,
20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30). EI S3 con muestras de 18 puntos (1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 14, 17,
18, 21, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 30) y el S4 con muestras de 18 puntos (1, 2, 3, 5, 6, 8, 12, 13, 15,
16, 20, 22, 23, 24, 25, 27, 29, 30) (Figura 8). Los valores promedios de HTP por punto y EPS
definieron cuatro suelos; S1 con 574 + 103 mg, S2 con 1777 + 271 mg, el valor del S3 fue 6912
+ 432 mg, y para el S4 aument6 a 100849 + 1019 mg de HTP (Figura 8). La combinacion DHTP
(S1, S2, S3y S4) y EPS (RP, RZ, SNR-1, SNR-2 y SNR-3) integraron 20 tratamientos.

5.5. Propiedades quimicas de rizoplano, rizésfera y suelo no rizosférico
5.5.1. Potencial de hidrogeno y conductividad eléctrica

El potencial hidrogeno (pH) y conductividad eléctrica (CE) en RP, RZ y SNR de los cuatros
suelos fue determinado en solucién 1:2 suelo/agua medido con un potenciémetro y conductimetro
(Hanna HI 9811-5). En la Figura 11, se observa la preparacion de muestra y uso de equipo para
medir pH y CE.
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Figura 11. Potencial hidrogeno y conductividad eléctrica; a) Muestras molidas y tamizadas, b)

peso de muestra, ) preparacion de solucion suelo-agua (1:2H.0), y d) lectura con potenciémetro.

5.5.2. Carbono organico total

Carbono organico (COS) se evalud con la técnica de combustion seca establecida por Nelson y
Sommers 1982. Las muestras secas y tamizadas se sometieron a sequedad a una temperatura de
105°C, durante 24 horas (Figura 12a). Se pes6 2.5 g. de muestra (peso inicial) en un crisol
previamente calibrado. Las muestras para su calcinacion se introdujeron en una mufla de marca
Novatech (Figura 12 b), y se calibro la temperatura a 375°C durante 24 horas. Se obtuvo el peso
final usando una balanza analitica (Figura 12 c).

Los célculos matematicos para determinar porcentaje de COS en las muestras de suelos fueron:
La materia organica se determin6 mediante la siguiente férmula:

28



MOS= PSS-PSC/PSS*100

Donde:

MOS: Materia organica del suelo.

PSS: Peso de suelo seco.

PSC: Peso de suelo calcinado

La determinacion del porcentaje de COS se realiz6 de acuerdo a lo que indica Nelson y Sommers
(1982), se dividio la materia organica entre un factor de conversion de 1.72, basado en la

suposicion que la MOS contiene el 58% del carbono organico.

Figura 12. Carbono organico; a) Muestras secas, b) calcinacion de muestras, y ¢) gravimetria de
muestras calcinadas.

5.5.3. Nitrégeno total

El nitrégeno total NT se determino con la técnica de micro-Kjeldahl (Bremner y Mulvaney, 1982).
Se trabajé con suelo tamizado pasado por una malla de 2 mm. Se tomé 0.5 g de muestra y se
coloco en un tubo Kjeldahl y se adiciono también 1 g de mezcla catalizadora (1 kg de K>SO, 100
g de CuSO4 5H20 y 10 g de selenio metalico) y 5 mL de H2SO4 concentrado.

La muestra se sometié a 340°C durante cinco horas en una unidad digestora colocandole un
embudo de cristal. Una vez terminado la digestion, se dejo enfriar durante 30 minutos, se agrego

agua para colocar las particulas en suspension mediante la agitacion. Se decantaron las particulas
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silice evitando que se precipitaran los cristales de sulfato de amonio en un matraz de 10 mL
aforado. Se colocaron 10 mL de la solucion de &cido borico mas indicador en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL para posteriormente realizar la destilacion. Se adicionaron los 10 mL de la
muestra en la copa del destilador, se agregd también 10 mL de NaOH vy se inici6 la destilacion
hasta alcanzar aproximadamente 25 mL. EI NT se determind mediante la titulacion con H2SO4
0.05 N, notandose un vire de color verde cristalino aun rosa fuerte (Figura 13f). El resultado se

expreso como % de N total.

Formula:

N (%)= (V muestra-V blanco) N &cido x 14/(muestra)(10).

Donde:

Volumen del &cido sulfurico para titular la muestra
Volumen del &cido sulfurico para titular el blanco
N= Normalidad exacta del &cido sulfurico

14= Peso mili-equivalente del N (mg)

Muestra= Peso en gramos

10= Factor para convertir en porcentaje (1000/100)
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Figura 13. Nitrogeno total; a) Equipo micro-Kjeldahl, b) combustion de muestras a 340 °C, c)
Extracto de la muestra aforada para destilar, d) extracto de muestra y acido bérico con indicador

para destilacion, e) destilacion, y f) titulacion de muestras.
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5.5.4. Fosforo disponible

La determinacion del fésforo disponible se trabajo con el método Olsen para suelos neutros (Olsen
and Sommers 1982), el procedimiento fue el siguiente: Se pesan 2.5 gramos de muestra mas 0.5 g
de carbon activado y se coloco en un matraz Erlenmeyer, se le adiciona 50 mL de solucién
extractora (bicarbonato de sodio al 0.5 M, se pesa 42g de Na HCO3 y se disuelven en 900 ml de
agua, se ajusta el pH a 8.5),posteriormente se sometid a agitacion durante 30 min a 180 rpm, una
vez trascurrido el tiempo se filtra y del filtrado se toma una alicuota de 10 ml y se coloco en un
matraz de 100 mL adicionandole agua y 10 mL de solucion reductora y se afora, para leer a una
absorbancia de 882 nm usando un espectrofotometro de UV-visible figura 14.

Férmula:

P (ppm) = ppm en CC x DM x DV

Ppm en CC= partes por millén en la curva de calibracion

DM-=dilucién de masa (volumen del extractante, 1 g de muestra)

DV=dilucion de volumen (afore/alicuota)

Figura 14. Fosforo disponible; a) peso de muestra, b) filtrado de extracto, ¢) extracto filtrado;

y d) desarrollo de color para lectura en espectrofotémetro.
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La curva de calibracion para fosforo se realiz6 usando siete concentraciones de solucion de P

disuelta en solucidn extractante, agua y acido ascorbico, como se indica a continuacion:

Cuadro 2. Concentraciones de fosforo para curva de calibracion

Solucion P Solucion Agua Acido P
S5ppm extractante mL  ascorbico ppm
mL mL
0 5010 40 5 0
1 5010 39 5 0.1
2 5010 38 5 0.2
4 5010 35 5 0.4
6 5010 34 5 0.6
8 5010 32 5 0.8
10 5010 30 5 1.0

Se prepararon las disoluciones para realizar la curva de calibracién, en matraz de 50 mL, en las
diferentes concentraciones de ppm de fosforo, cada matraz se enumer6 con el volumen de fosforo
que se utilizd. Colocando las soluciones en el siguiente orden, ppm de fosforo, solucion extractora
de NaHCOs3, agua desionizada, &cido ascérbico, aforar con agua desionizada. Se utiliza un blanco

gue no contenga ppm de fosforo.

Una vez listas las muestras se dejé desarrollar la reaccion, las muestras tomaron un color
amarillento y posteriormente cambiaron a un color azul, la intensidad de color varia segan las ppm
de fosforo que estas contenian (Figura 15). Se dejo reposar y se midieron después de 30’ pero no

maés de una hora a 882 nm.
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Figura 15.Curva de calibracion de fosforo.

5.6. Actividad enzimética de ureasa en rizosplano, rizosfera y suelo no rizosférico

A las muestras secas y tamizadas de RP, RZ y SNR en los S1, S2, S3 y S4 se les determiné la
actividad enzimatica de la ureasa (AEU). La AEU con la liberacion de amonio después de la
incubacion, con una disolucién de urea a 37°C durante 90 minutos, se usé tampoén fosfato 0.1 M,
pH 7.0, KCI 2 M y NaOH 10 M. La cuantificacion por colorimetria a una absorbancia de 660 nm
(Sastre y Lobo, 2003). La AEP &cida o fosfomonoesterasa se determiné por espectrofotométrica a
398 nm del p-nitrofenol liberado cuando el suelo es incubado a 37°C durante 1 hora con una

disolucién tamponada de p-nitrofenilfosfato (Trasar et al., 2003).

Se pes6 una muestra de 0.5 g y se agregaron 2 ml de solucion tampén fosfato pH 7 y 0.5 ml de
urea (99.7% de pureza), estas se colocaron en bafio maria durante 1.30 h a 30°C (Figura 16d)
transcurrido el tiempo se sacaron del bafio maria y se suministraron 7.5 mL de agua desionizada a
las muestras y 8 mL a los controles y a los blancos, posteriormente fueron centrifugados durante
8 minutos a 3 400 rpm, se tomd 1mL del sobrenadante de cada muestra y se agregaron a estos 5.8
mL de agua desionizada, 0.8 mL de citrato sodico (99% pureza) y 1.6 ml de mezcla de solicitato
sodico (99.5% de pureza) mas nitroprusiato sédico (99% de pureza), 0.8 ml de mezcla de dicloro
isocianomurato (98% pureza) e hidrdxido de sodio (97% pureza), una vez listo el lote se dejo

reposar en la oscuridad durante 45 minutos para dejar que la reaccion se desarrollara, transcurrido
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este tiempo se procedidé a medir la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 690 nm
usando un espectrofotometro, marca GENESYS 10S UV-Vis.

MESA LATERA
S H

Figura 16. Actividad enzimatica de la ureasa; a) muestras secas, b) muestras preparadas, c)
Incubacidn, e) centrifugacion, f) desarrollo de la actividad enzimatica, y g) cuantificacion por

espectrofotometria.
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5.7. Actividad enzimética fosfatasa &cida de la fosfatasa en rizoplano, rizésfera y suelo no
rizosférico

La determinacion de la actividad enzimatica de la fosfatasa se realizo de acuerdo al método de
Tabatabai y Bremner (1969) (adaptado en laboratorio de microbiologia, campus Tabasco, Colegio
de Postgraduados). 0.5 g de suelo seco y tamizado se colocd en un tubo de ensayo y se agrego
2mL de solucion tampdn de acetato sodico Na Ac con un pH de 5.5 y 0.5 ml de sustrato, p-
nitrofenil fosfato de sodio (p-nitrofenyl phosphate disodium salt nexahydrate), en este caso solo a
las muestras lo contenian, los controles y blancos no lo contenian, posteriormente se incubo a bafio
maria durante hora y media a una temperatura de 30°C, una vez transcurrido este tiempo se
procedié a meter a refrigeracion por 30 minutos a una temperatura de 2 a 4 °C, se coloco a los
tubos 0.5 MI CaCl, 0.5M y 2mL Na OH 0.5M (20g/1L) y se centrifugaron a 3400 rpm durante 8
minutos, una vez listas las muestras se filtraron para tomar 1 ml de sobrenadante y se le agregaron
4 ml de agua desionizada, tornandose a un color amarillo y se procedid a leer a una longitud de
onda de 398 nm en un espectrofotdmetro, marca GENESYS 10S UV-Vis.

\

%D'Co

Figura 17. Procedimiento para actividad enzimatica de la fosfatasa, a) Preparacion de muestras, b)
incubacidn, c¢) centrifugacion, d) alicuota, e) desarrollo de la reaccion, y f) Cuantificacion con
espectrofotometro.
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5.8. Analisis estadisticos

El ANOVA fue usado para analizar en cada suelo (S1, S2, S3 y S4) segun el espacio en la
profundidad (ESP) de los hidrocarburos totales del petréleo (HTP). Tambien se analizé pH, EC,
COS, NT, PD, AEU, AEP obtenidos de la combinacion DHTP y EPS de 20 tratamientos. Las
variaciones entre las variables fueron evaluadas con la separacion de medias Duncan (p<0.05) y
la homogenizacion de los datos de las variables fue verificada. El andlisis estadistico fue corrido
con el programa SAS version 8.01 (SAS, 2000). La relacion entre DTPH, EPS vy las variables fue
evaluado con Pearson’s correlacion-coeficiente usando regresion lineal, para distribucion normal

de variables con nivel de significacion de p<0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6. 1. Efecto del rizoplano, rizosfera de L. racemosa y petroleo degradado en las
propiedades quimicas del suelo

6.1.1. Hidrocarburos totales del petrdleo (HTP)

Las medias de las cantidades de HTP extraido del RP, RZ y SNR en cada tipo de suelo tienen
diferencias estadisticas (Duncan, p<0.05), ademas la cantidad de petréleo excedio el limite
maximo permisible (LMP) de 3000 mg en S3 y S4 con uso forestal NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012 (DOF, 2013). Por otro lado, los resultados de la extraccion del petrdleo
del Histosol evidencian diferencias estadisticas entre el RP, RZ y SNR-1, SNR-2 y SNR-3 (Figura
18). Los mayores contenidos de petréleo superiores al LMP en el RP, RZ y SNR-1, 2 y 3 se
encontraron en el S3 'y S4, sin embargo el S1y S2 en los cinco espacios del suelo evaluados los

HTPI fueron menores al LMP.

El nivel de contaminacion en el RP fue 0.82, 0.26 y 0.69 menor y 0.73, 0.063 y 0.44 menor veces
que el SNR- 1, SNR-2 y SNR-3 del S3 y S4, respectivamente. En RZ los contenidos de HTPI en
los S3 y S4 fueron 1.0, 0.33 y 0.86 menor veces y 0.76, 0.066 y 0.045 que el SNR-1, 2 y 3

respectivamente.

Los indices de HTP entre RP y SNR-1 y SNR-3 en el S3 y S4 fueron méas bajos en S4; el indice
fue 0.73 y 0.044, y en S3 aumento a 0.82 y 0.69. Los indices de HTPI entre RZ y SNR-1, SNR-3
semejante a RP fueron mas bajos en S4; el indice fue 0.76 y 0.045 y en S3 aumento a 1.02 y 0.86
respectivamente. En el S3, el mayor contenido de HTP fue encontrado en el SNR-2 (14940
mg/kg); en el S4, la mas alta concentracion se encontré en el SNR- 3 (273861 mg/kg)

Los resultados encontrado en el S4 son dignos de mencidn porque la cantidad promedio de aceite
enRIl,RZySNR-1, 2y 3 fueron 12050, 12579, 16352, 189404 y 273861 mg kg2, respectivamente,
y tal vez derivado del contenido de petréleo degradado en este suelo, también podria provenir de
la contribucién de material crénico acumulado en el pozo La Venta 248 (Figura 17) y otra parte
es la cuenca que durante lluvias intensas puede dar lugar a una superficie de agua de hasta 200
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cm, pero también por el arrastre de aceite derramado en sitios aledafios y en el Rio Tonala,

Veracruz, por subir la marea cada 12 horas.
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Figura 18. Distribucion espacial de hidrocarburos totales del petroleo en el bosque de manglar en
cuatro suelos con petrdleo intemperizado. S1: 575, S2: 1777, S3: 6912 y S4: 100850 mg/kg HTP.

Letras iguales por suelo segun la profundidad indican que no hay diferencias significativas (Duncan, p < 0.05)
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Los HTP derivados del petrdleo estan presentes en el rizoplano, rizosfera Languncularia racemosa
y en SNR-1, 2 y 3 (0-32, 33-44 y 45-60 cm) en dos suelos de cuatro, ubicados al norte del pozo
taponado La Venta 248. Similares resultados fueron reportados en tierras adyacentes a
infraestructura petrolera: entre 1334 a 55000 mg kg™ base seca, entre 77098 a 37735, y entre 5000
a 100000 mg kgt HTP en bosque de manglar (Burns and Codi, 1998; Riveroll-Larios et al., 2015;
Little et al., 2018).Por otro lado Little et al (2018) estudio en sedimentos de bosque de manglar
encontrando 6750 y 8100 mg kg de petrdleo crudo degradado cerca del pozo Bobo y la
confluencia con el rio Bonny, Nigeria; ellos argumentan que la existencia es derivado de derrame
que sucedieron en el afio 1983. Al respecto Moore y Dwyer (1974) informa que el tiempo de
residencia de los hidrocarburos fésiles en los sedimentos es por tiempo prolongado o en ocasiones
puede ser de 3 a 10 afios, segun la velocidad de degradacién de éstos, al respecto, Botello et al.,
(1996) informa que existen componentes del petréleo que no pueden ser degradados por la accién
de los microorganismos se presentan por tiempo largos adsorbidos en particulas de materia
organica, en forma de breas y alquitranes en el suelo. Estos compuestos petroliferos enterrados
en el sedimento y suelo de pantano, ocasiona obstruccion de poros en agregados Yy dificultad de
flujo de aire y agua para las plantas, y es una prueba de su baja degradacion en ambientes

anaerdbicos (Burns and Teal 1979; Rivera-Cruz, 2011).

La cantidad de HTP incrementa segun la profundidad del espacio en dos suelo del manglar (Figura
18); esto sugiere dos aspectos, 1) el suelo contaminado en los primeros horizontes han sido
bioestimulado por el carbono organico derivado de materiales organicos derivados de hojarasca y
tallos del manglar que se han incorporado a través del tiempo, al respecto Orihuela et al. (2004)
informa que el suelo cubierto con L. racemosa recibe una produccion de hojarasca en promedio
mensual 92.5 g/m?mes, y 2) la presencia de raices de anclaje y alimenticias (Prnobasuki and
Suzuki 2005) de Languncularia racemosa concentradas en el horizonte superficial (0-32 cm) que
forman la rizosfera donde los microorganismos degradan y estabilizan hidrocarburos bajo
condiciones aerobicas y anaerobicas (Muratova et al., 2012).

Naturalmente en el area estudiada tiene lugar la bioestimulacion a través de la incorporacion de
carbono organico de origen vegetal y la Fitorremediacion usando la rizosfera de L. racemosa, en
los dos procesos existe sinergismo entre microorganismos Yy carbono en el ambiente. Los

microorganismos anaerobicos y aerobicos en suelo con altos contenidos de carbono vy rizosfera
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de plantas hidréfitas de marismas y manglares en los tropicos, intervienen en la biorremediacion
del carbono de origen natural e hidrocarburos derivados del petroleo. La bioestimulacion es una
tecnologia que ha sido reconocida por diversos autores para eliminar del suelo a los hidrocarburos
del petroleo, Agarry et al. (2010) de un suelo con 10% de keroseno, gasolina y diésel de petrdleo
elimind un 75% de hidrocarburos al adicionar al suelo estiércol de ave de corral Meza-Ramirez
et al. (2016) uso composta bovina y elimin6 un 40% de hidrocarburos alifaticos y aromaticos en
49 dias. La Fitorremediacion es una tecnologia reconocida por diversos autores en suelos
pantanosos y marismas, usa plantas que soportan incrustaciones en raiz con aceites y elimina entre
60 y 72% de HTP en 180 dias, usando microorganismos aerdébicos y anerdbicos que habitan la
rizosfera (DeLaune et al., 1980; Hambrick et al., 1980; Pezeshki et al., 2000; Bjorklof et al., 2008;
Rivera-Cruz et al., 2004; Liao et al., 2015).

Sin embargo, acorde a Mehrasbi et al. (2003), la acumulacién de HTP a través del tiempo o en la
capa subyacente del suelo es, debido al agua, inundaciones y temperatura; el aceite a través del
tiempo por la adicion de materiales organicos se queda enterrado; las fracciones pesadas de
hidrocarburos se adhieren y son absorbidas por particulas del sustrato expuesto, formando motas
y agregados con consistencia al alquitran. Las fracciones de petroleo acumuladas en subsuelo de
los suelos 3 y 4 estudiado han permanecido bajo condiciones anaerdbicas por muchos afios, acorde
a McGill (2007); Madigan et al. (2015), estas condiciones inducen baja degradacion de petréleo
debido a la falta de electrones de oxigeno.

La baja acumulacién de HTP en rizosplano, rizosfera y SNR-1 (0-32 cm) comparado con el SNR-
2 (33-44) y SNR-3 (45-60 cm) en dos suelos del Histosol cubierto con L. racemosa y altos
contenidos de COS, puede explicarse porque el mangle produce abundantes raices primarias que
crecen horizontal y radial a varios metros del arbol con estructuras de ventilacion, neumatdforos
derivados de la raiz primaria, que crece en forma vertical hacia arriba y con puntas en el aire,
raices laterales horizontales de alimentacion que emergen de los neumato6foros, y raices de anclaje
debajo de la raiz primaria, su crecimiento es vertical hacia abajo (Prnobasuki and Suzuki, 2005).
La presencia de raices en el suelo forma el rizoplano y rizosfera donde los microorganismos
degradan y estabilizan hidrocarburos aerébicamente (Muratova et al., 2012), pero ademas de la
abundancia de raices en el espesor 0-40 cm del suelo en el bosque de manglar, fiexiste un altos
contenidos de COS (Cuadro 2), que segun Mier (2015) este se integra por polimeros (celulosa,

hemicelulosa y lignina) de plantas, hongos, bacterias y artropodos. Estos polimeros son el
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suplemento de alimento disponible que soporta la actividad heterétrofa, y son degradados al igual
que los hidrocarburos poliaromaticos por enzimas extracelulares en condiciones aerobicas y

anaerobicas.

6.1.2. Potencial de hidrogeno y conductividad eléctrica

La combinacion del efecto DTPH y EPS en el pH y CE determinado en los cuatro suelos del
bosque de L. racemosa, son estadisticamente diferentes (Duncan p<0.05) entre la media de los
diferentes tratamientos del pH y CE (Cuadro 2). Se distingue el pH fuertemente &cido y CE salina
en RP, SR y SNR-1 de los cuatro suelos.

A través de la DTPHI (6912 y 100 850 mg) y EPS (SNR-2 y SNR-3) promovieron un pH alto
(Cuadro 1), la correlacion no muestra significativa relacion entre DTPHI versus pH (Cuadro 5),
pero correlacion positiva altamente significativa entre EPS y pH (.621**). EI pH fue directamente
proporcional a la AEU, pero inversamente a CE (-.206*), COS (-.616**) y AEF (-.195*). La
DTPH (6912 mg) y espacio (RZ) incrementaron a la CE (Cuadro fil), la correlacion muestra
negativa significativa DTPH versus CE pero negativa altamente significativa entre EPS y CE (-
443**), La CE se correlacion positivamente y altamente significativa con COS (.486**), NT
(.417**), PD (.364**) y AEF (.444**) (Cuadro 5).

El pH y la CE aparentemente fueron sensibles al EPS, pero la CE fue mas sensible, porque si hay
efecto significativo de los DHTP en ella, siendo menor la salinidad en suelo contaminado con
6912 y 100 850 mgkg™.

Altas dosis de petroleo, 6912 y 100850 mg kg* combinado con SNR-2 y SNR-3 promovieron pH
alto (6.4 y 6.2), pero baja CE (1.9 dSm™), siendo el RP, RZ y SNR-1 salino ubicados en el espesor
0-40 cm en donde el pH es menor (fuertemente &cido) y CE mayor. Estos resultados en pH no
coinciden con lo reportado por Das et al. (2012) en suelo aluvial Arenosol de manglar que indican
valores entre 7.9 a 8.25 cm de pH en el espesor 0-40 cm, y 8.25 a 8.19 en espesor 41-60 cm; pero
coincide con Alongi et al. (2000); Odokuma y Dickson (2003) al menos en los valores de pH
entre 5 a 6.3 en el espesor de 0-30 cm de suelo con manglar. Al respecto Gleason et al. (2003);
Marschand et al (2003) indican que pH < 7.0 es atribuido a la oxidacion de sulfuro de hierro en

superficie de raices. El aumento en un 15.7 y 20% del pH en SNR-2 y SNR-3 respecto a valor
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medio de RP, RZ y SNR-1, pueden explicarse por la disminucion de COS en SNR, confirmado
por la relacion altamente significativa negativa pH-COS (-0.616**), estos datos son similares a
estudios previos en suelo contaminado con petrdleo intemperizado por 20 afios, que reportan que
conforme disminuye el carbono total incrementa el pH en suelo (Wang et al., 2010).

La relacion del pH con los HTPI en suelo fue con baja relacion significativa (r=0.182*), siendo
moderadamente acidos los suelos no contaminados y contaminados con petréleo intemperizado,
el incremento de pH en S3 y S4 es tan solo de 1.88 a 3.7% respecto al S1 y S2, que difiere de
resultados de estudios previos, que reportan aumento de la concentracion de HTP en el suelo
disminuye el pH (Leahy y Colwell, 1990; Gong et al., 2008), pero coincide con los resultados de
Wang et al. (2010); Kisic et al. (2009), el valores de pH incrementa al incrementar los HTP en el

suelo.

Los valores mas bajos de pH en el espesor 0-40 cm superficial respecto al subsuperficial del suelo
no contaminado y contaminado con petroleo crudo intemperizado podria ser porque los materiales
organicos (biopolimeros y fenoles compuestos; &cido crenic, &cido hymelanico, acido fulvico y
acidos hamicos) son descompuestos por los microorganismos a acidos organicos, dioxido de
carbono y agua formando el &cido carbénico. El acido carbonico reacciona a su vez con Ca 'y Mg
en el suelo formando bicarbonato soluble que se lixivia, haciendo al suelo méas acido (Jean-Michel
et al., 2004), asi mismo porque los manglares ubicados en la riviera de los rios y lagunas se
comportan como estanques que acumula materia organica sin salidas y poca entrada, por lo que

recibe poco calcio del paisaje circundante y, por lo tanto, son bastante acidos (Brady y Well, 2008).

La mayor Conductividad Electrica en el RP, RZ y SNR-1 (0-40 cm) ubicados en el horizonte
superficial del suelo con L. racemosa no coincide con lo reportado Das et al (2012) en suelo
arcillo arenoso aluvial, e indica que la salinidad incrementa con la profundidad del suelo, sin
embargo este incremento superficial de la CE puede ser por deposicion de sales derivada del
bombeo y descarga de agua de marea a través del rio Tonala, y por el agua congenita salina del
petréleo crudo que proviene del Complejo Petroquimico La Venta Tabasco. El agua salina es
depositada en un canal que la conduce hasta el mar, sin embargo las inundaciones periddicas en la

region desbordan el agua e invade el bosque. Otros factores que induce incremento puede ser; (a)
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por la presencia de hidrocarburos del petroleo, esto ha sido comprobado por Osuji et al. (2006);
Agbogidi et al. (2007) que encontré que los hidrocarburos en el suelo se asocian con la
acumulacion de bases intercambiables (como Ca? +, Na*). (b) Agua congénitas de origen salino
que acompafian al aceite y estos por derrame se depositan al igual que el petrdleo sobre los espacios
superficiales del humedal (Wang et al., 2010). La CE moderamente salina en capas subyacentes
(SNR-2, SNR-3) del bosque de manglar, indica que este espacio posiblemente no recibe lixiviado
de bicarbonato soluble derivados del &cido carbdnico que reacciona con carbonatos de Ca y Mg
en la superficie del suelo, cationes intercambiables que determinan cuando un suelo es sédico-

salino con una CE elevada (Richards, 1985).
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Cuadro 3. Potencial hidrogeno y conductividad eléctrica segin concentracion de petroleo

intemperizado y profundidad del suelo.

Suelo HTP Espacio/ pH Clasificacion® CE Clasificacion®
mg kg* Profundidad 1:2h20 (dSmta
(cm) 25°C)
S1 575  RP (0-40) 4.9 eff F. &cido 5.3ab Salino
RZ(0-40) 4.8 ef F. acido 4.6abc Salino
SNR-1 (0-40) 4.8 ef F. &cido 5.5ab Salino
SNR- 2(41-44) 5.5cd M. acido 2.8cde M. salino
SNR- 3(45-60) 6.0 ab M. acido 2.6cde M. salino
S2 1777  RP(0-40) 4.9 def F. acido 5.2ab Salino
RZ(0-40) 4.8 f F. &cido 5.2ab Salino
SNR- 1(0-40) 5.0 def F. acido 4.0abcde  Salino
SNR- 2(41-44) 5.9 abc M. Acido 3.6bcde M. salino
SNR- 3(45-60) 6.0 ab M. &cido 2.8cde M. salino
S3 6912 RP (0-40) 5.0 cde F. &cido 4.4abcd Salino
RZ (0-40) 45f F. &cido 6.3a Salino
SNR- 1(0-40) 5.0 def F. &cido 4.0abcde  Salino
SNR- 2(41-44) 5.4 bcde M. &cido 2.2ed M. salino
SNR- 3(45-60) 6.4 a M. acido 1.9¢c ML salino
S4 100  RP (0-40) 4.7f F. acido 5.7ab Salino
850  RZ(0-40) 4.9 def F. &cido 5.8ab Salino
SNR- 1(0-40) 4.7 f F. acido 4.3abcd Salino
SNR- 2(41-44) 6.2a M. acido 1.9e ML salino
SNR- 3(45-60) 5.9 abc M. &cido 2.3de M. salino
Espacio/profundidad
RP (0-40) 4.8bf F. acido 5.1a Salino
RZ(0-402) 4.7b F. &cido 5.3a Salino
SNR- 1(0-40) 4.9b F. acido 4.5a Salino
SNR- 2(41-44) 5.7a M. acido 2.6b M. salino
SNR- 3(45-60) 6.0a M. &cido 2.5b M. salino
Dosis (HTP mgkg™)
S1:575 5.2a8 M. acido  4.1a Salino
S2:1777 5.2a M. &cido 4.3a Salino
S3:6912 5.2a M. acido 3.8b M. Salino
S4:100850 5.4a M. &cido 4b M. Salino

TLetras iguales por columna segun profundad y espacio indican que no hay diferencias significativas (Duncan
p<0.05). ™ Letras iguales por columna segtn espacio en la profundidad del suelo no hay diferencias significativas
(Duncan p<0.05). § Letras iguales en columna obtenidas segtn nivel de HTPI no hay diferencias significativas
(Duncan p<0.05). F: Fuertemente. M: Moderadamente. ML: Muy ligeramente. %: Segin la NOM-021 RECNAT-

2000 (DOF, 2002)
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6.1.3. Carbono orgénico, nitrégeno y fésforo

Las medias de los valores de COS, NT y PD muestran diferencias estadisticas (Duncan, p<0.05)
causada por el combinado efecto de DHTP y EPS (Cuadro 3). Los valores de COS entre 4 a 36%
es muy fértil en los veinte tratamientos segun los parametros establecidos con fines de fertilidad
por Rodriguez y Rodriguez (2011) para el de bosque de manglar. Sobresale el RP de L. racemosa
ensuelo con 575y 1777 mgy RZ en 6812 y 100 850 mg de HTP que inducen el mayor contenido
de COS con 34, 36, 37.7 y 35% respectivamente.

Sin embargo, en los suelo sin y contaminados el mayor COS entre 30 a 37% se observan en RP,
RZ y SNR-1, siguiendo SNR-2 con 18 a 21.8 % de los suelo contaminados (6912 y 100 850

mg). Las menores valores entre 4 y 9% fueron en SNR sin contaminaciéon SNR-2 y 3 (S1)y
SNR-3 (S3y 4) (Cuadro 3).

Los resultados confirman (Cuadro 3) que la RZ inducen el mayor contenido de COS (35%)
seguidos por el RP y SNR-1. En adicion la DHTPI en suelo no indujo incremento en el COS. La
correlacion fue negativa y altamente significativa (-.728) entre COS y la EPS; en adicién, el COS
incrementa directamente (.441**) con el contenido de NT, (.501**) PD y (.545**) AEF (Cuadro
5).

En los micronutrientes también hay diferencias estadisticas (Dunkan, p<0.05) en el NT y PD
(Cuadro 2), el RP de L. racemosa en suelo sin (575 y 1777 mg HTP) y contaminado (6012 y
100850 mg) indujo el mayor contenido de NT, siendo segun la fertilidad del suelo rico. La
combinacion de 475, 1777, 6912 y 100850 mg kg de HTPI con RZ favorecié al NT (0.26 a 0.49
%), clasificandose segun los niveles de fertilidad similar al RP (Cuadro 2). Algunas tendencias
fueron identificadas por el efecto del espacio en la profundidad. Nuestros resultados muestran
(cuadro 2) que el NT en RP y RZ es favorecido al clasificarse con niveles de fertilidad rico,
respecto a SNR-1, 2 y 3 caracterizado como medianamente rico y extremadamente pobre. El efecto
de laDHTPI en el NT indujo diferencias significativas, siendo el S3 con 6612 mg el que acumulo
mayor contenido, sin embargo los cuatro suelos son ricos en NT (Cuadro 2). La correlacion fue
negativa y altamente significativa (-.741**) entre NT y la DHTP, pero fue positiva y altamente
significativa (.441**, .321** y .872**) entre NT, COS, PD y AEF respectivamente (Cuadro 5).
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La relacion del COS/NT causado por la combinacion del efecto de DHTP y EPS fue menor (29.8,
29, 20.8 y 27) en el RP de los suelo con 575, 1777, 6912 y 100850 mg HTP, respectivamente. La
alta relacion COS/N (500) fue en SNR-2 (41-44 cm) del suelo con 100 850 mg HTP. Hay
diferencias significativas en la relacion COS/N por efecto del EPS, siendo menor (18) en RZ y

mayor entre 117 a 228 en RZ y SNR ubicados en capas subsuperficial.

El efecto de la DHTP en la relacion COS/N fue mayor en el suelo con mayor contaminacion
(100850 mg), e iguales estadisticamente en suelo sin contaminacion (575 y 1777 mg) vy

contaminacion baja 86912 mg HTP.

Hay diferencias estadisticas (Duncan p <0.05) en el PD causado por la combinacion del efecto de
DHTP y EPS, el alto contenido (541 y 576 mg kg™) fue en el suelo con 1777 mg HTP cubierto
con RP y RZ de L. racemosa (Cuadro 2). El bajo contenido de PD (191 mg kg?) fue en suelo con
100 850 mg kg* de HTPI de SNR-3 a una profundidad de 45-60 cm). Generalmente el mayor
contenido de PD fue en RP, RZ y SNR-1 ubicados en el espesor (0-40 cm), y el menor en SNR-2
y SNR-3 espesor 41-44 y 45-60 cm. La correlacién de DHTP y PD fue negativa y significativa (-
177%), asi mismo el EPS lo disminuye significativamente (-.728**) pero el COS y la AEF

incrementan (.501**, .408**) el contenido de PD en el suelo del manglar (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Efecto de la dosis de petrdleo intemperizado y el espacio en la profundidad en el

carbono organico y nutriente en el bosque de manglar

Suelo TPH Espacio/ COos NT  Clasificacion® COS/NT PD
mg kg? Profundidad (cm) (%) (%) NT (mg kg™
S1 575 RP (0-40) 34a' 1.14a Rico 29.8 460edcba
RZ(0-40) 33abc 0.26¢ Rico 127 508cha
SNR- 1(0-40) 32abc 0.21d MR 152 386fedcha
SNR-2(41-44)  7.4f 0.08cde  MP 92 338fedcha
SNR- 3(45-60)  6.0f 0.05¢ef EP 120 207fe
S2 1777 RP(0-40) 36a 1.22a Rico 29 541a
RZ(0-40) 36a 0.27c Rico 133 576a
SNR- 1(0-40) 30abc 0.20e MR 150 417edcba
SNR- 2(33-44)  9.4ef 0.09def MP 104 345fedcba
SNR- 3(45-60)  4.0f 0.04ef EP 100 236fed
S3 6912 RP (0-40) 25bcd 1.20a Rico 20.8 308fedch
RZ(0-40) 37.7a .29¢ Rico 130 494dcba
SNR- 1(0-40) 32abc 0.27c Rico 118 393fedcba
SNR- 2(41-44)  18e 0.10def MP 164 245fedc
SNR-3(45-60) 5.0f 0.03f EP 167 323 fedcha
S4 100 850 RP (0-40) 3labc 1.14a Rico 27 533ab
RZ(0-40) 35a 0.49b Rico 71 441 fedcba
SNR-1(0-40) 35a 0.20cde MR 175 326fed
SNR- 2(41-44)  22cd 0.04ef EP 545 267 fedch
SNR-3(45-60) 4.0f 0.04f EP 100 191f
Espacio/profundidad
RP (0-40) 32a' 1.8la  Rico 18 463.9a
RZ (0-40) 35a 0.3b Rico 117 527a
SNR- 1(0-40) 32a 0.2c MR 160 423a
SNR-2(41-44) 16b 0.07d  Pobre 228 287.8b
SNR-3(45-60) 5.3c 0.04d EP 132 225.6b
Dosis de HTP
S1 22a8 0.33b  Rico 67 363ba
S2 24a 0.37ab  Rico 65 437a
S3 25a 0.4la Rico 61 329b
sS4 26a 0.33b  Rico 79 381ba

TLetras iguales por columna segin profundad y espacio indican que no hay diferencias significativas (Duncan
p<0.05). T Letras iguales por columna segln espacio en la profundidad del suelo no hay diferencias significativas
(Duncan p<0.05). ¢ Letras iguales en columna obtenidas segin nivel de HTPI no hay diferencias significativas
(Duncan p<0.05). & segln los parametros de fertilidad establecidos por Rodriguez y Rodriguez 2011.
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El efecto del EPS combinado con DHTP en el COS acumulado en RP del S1 (575 mg) y RPy RZ
en S2, S2 y S3 es debido a que la rizosfera por ser el espacio comprendida por raiz y suelo (espesor
0-40 cm), recibe diversos materiales orgénicos derivados de; caida de biomasa vegetal del
manglar, deposito de exudados organicos radicales y petrdleo crudo de actividades petroliferas en
la region. El efecto inversamente proporcional de EPS en el COS del suelo (-.728**), siendo un
32 a 35% en el espesor 0-40 cm, estos resultados coinciden con los altos contenidos (14.34 a
27.67%) en el espesor de 0-45 cm de un suelo con petroleo degradado y con mangle (Riveroll-
Larios et al., 2015), asi mismo Odokuma y Dickson (2003) reporta (10.41%) en el espesor de O-
30 cm de un suelo con L. racemosa, y Yuan et al. (2014) informa un 55.28% de COS en los 30
cm superiores del suelo con bosque de manglar (A. corniculatum), ubicado en plano de marea
alta, donde la inundacion es temporal. La acumulacion de materiales organicos en el bosque de
manglar puede producirse in situ y almacenarse bajo tierra y en raices de manglares adultos que
esta directamente relacionada a lo largo de la columna de sedimentos (Ray et al., 2011; Osland et
al., 2012; Lunstrum y Chen, 2014) y en particular L. racemosa en bosque de cuenca produce 92.5
g/m2/mes de hojarasca que se acumula en el espesor superficial del suelo. Sin embargo, la
deposicion de materia organica sedimentaria aldctona de los rios o adyacentes a las zonas costeras
también pueden influir en las tasas de acumulacion (Dyer, 1996; Smoak et al., 2013; Black and
Shimmield, 2003). Sin embargo, por la ubicacién del bosque evaluado el COS no es sujeta a
erosion, es un area de marea baja plana en donde la lamina de agua logra subir 56+13 cm del

suelo en época de sequia y lluvias

El incremento (18.55%) del COS en el suelo con 100 850 mg kg?, respecto al suelo sin
contaminacion, coincide con resultados de mayor COS (14.34 a 27.67%) cuando incrementa el
petréleo degradado en el suelo (77 000 mgkg™) respecto a un suelo con menor contaminacion (20
000 mg kgl), estos valores son 14.34 a 27 y 4.67 a 5.3 respectivamente (Riveroll-Larios et al.,
2015). Asi mismo, Lin y Mendelssohn (1996); Riveroll-Larios et al. (2015) encontrd que la

concentracion de petroleo esta asociadas positivamente con el contenido de COS.

La presencia del RP y RZ de L. racemosa en suelo sin y con petréleo degradado indujo un mayor
contenido de NT respecto al SNR-1, 2 y 3, disminuye conforme se incrementa la profundidad del

suelo, resultados similares en contenido de Nitrato-Nitrégeno fueron reportados en el bosque de
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manglar en Sundarban India (Das et al., 2012). Este resultado puede por la denitrificacion que se
mejora en la rizosfera y el rizosplano, debido a los potenciales redox mas bajos en estas zonas
inducidos por el oxigeno de sus raices, que simulan la nitrificacion y la posterior desnitrificacion
después de la difusion del nitrato en la zona reducida a cierta distancia de la raiz (Philippot et al.,
2009). Se encontr6 efecto nulo de HTP degradados en NT en los cuatro suelos del bosque de
manglar alcanzando niveles de fertilidad ricos, pero no coincide con lo reportado por Riveroll-
Larios et al. (2015) e indica que suelo del bosque de manglar con 55 670 mg kg HTP degradado
el NT es rico pero moderadamente rico en 64548 y 37735 mg kg*; Asi mismo segun Rivera-Cruz
et al. (2012) los contenido de NT (3%) en suelo con 78 456 mg kg™* HTP degradados y plantado

con el pasto Brachiaria mutica son menores en un 36% respecto al suelo sin contaminacion.

Esta respuesta puede estar asociado con la densidad de microorganismos en suelos contaminado
(Mohn and Stewart, 2000) y con la actividad enzimatica de la ureasa que cataliza la hidrdlisis de
la urea a amonio (Pinck and Allison 1961), aunque en esta investigacion la relacion NT*AEU sin
efecto alguno (Cuadro 5).

La relacion menor COS/N en el RP de L. racemosa de los suelos sin y contaminados con petréleo
indican una mayor mineralizacion de los residuos organicos, respecto a la desarrollada en RZ y
SNR-1, 2 y 3. El rizoplano es un espacio definido como la superficie exterior de la rizodermis y
esta rodeado por la rizosfera exterior (Neumann and Rémheld, 2012), la mineralizacion del COS
en rizoplano de manglar puede ser a las condiciones de oxigenacion inducido por la raiz y la
poblacién microbiano en zona apical radical que amonifican y nitrifican a partir de compuestos
organicos (Marschner, 2012). En ambientes anaerdbicos segun Revsbech et al., (1999) a bajas
concentraciones de O en el suelo, las especies de plantas adaptadas, también pueden liberar O,
transportado desde partes aéreas de plantas con gradientes que se extienden de 0.4 a 4.0 mm desde
la superficie de la raiz.

ElI PD mayor en el espesor 0-45 cm en RP, RZ y SNR-1 de suelo sin y contaminado con petréleo
degradador, asi como la relacion altamente significativa y positiva con el COS y la AEF, indica
alta mineralizacion que segun Nehl and Knox (2006) son las bacterias solubilizadoras de fosfato
las que metabolizan a los acidos organicos, y el metabolismo en dos o tres veces mas rapido en la
rizosfera que en el suelo a distancia. Al respecto Das et al. (2012) reporta altos contenidos de P

en el espesor de 0-30 cm de suelo con manglar, respecto a suelo con mayor profundidad. El efecto
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negativo con bajo nivel de significancia de los HTP* PD indica que el petrdleo degrado en el suelo
del manglar no es un factor que altere la mineralizacién, sin embargo, existen reportes que
informan lo contrario un suelo con 64548 respecto a suelo con 37735 mg de petréleo degradado
contiene mayor disponibilidad de P, se incrementa un 54% (Riveroll-Larios et al., 2015).

6.1.4. Actividad enzimatica

La media de la actividad enzimatica ureasa y fosfatasa acida muestran diferencias estadisticas
(Duncan <0.05) causadas por la DHTP y el espacio en la profundidad del suelo (Cuadro 4). El
SNR-3 ubicado en el espesor 45-60 cm del suelo con 577, 1777, 68912 y 100850 mg kg™ HTP,
induce la mayor actividad enzimatica de la ureasa con 96, 97, 96 y 98 umoIN-NHsg. Estos
resultados sugieren que el suelo no rizosférico promueve a la actividad enzimatica de la ureasa,
pero no a la fosfatasa acida. Por otro lado, la cantidad mayor de actividad enzimatica de la fosfatasa
fue promovida en el rizoplano del suelo con 100850 mg kg™ HTP, con 9600 (umoles PNFg). Los
resultados confirman que el SNR y el RP estimulan la mayor actividad enzimatica de la ureasa (97
pumolIN-NHazg) y fosfatasa (7852 umoles PNFQ) respectivamente. En adicién el efecto de DHTP
en las dos actividades enzimaticas fueron no significativas (Cuadro 4). Se distingue, la correlacion
altamente significativa y positiva (.545**, .872**, .408**) entre AEF, COS, NT y PD, pero no fue

favorable la relacion con el EPS (-.717**).

La distribucion vertical de la actividad de la ureasa fue diferente en los cuatros suelos sin y
contaminado con petréleo y ella incrementa cuando la profundidad es mayor. Previos estudios no
coinciden con los obtenidos en este estudio, reportan que la actividad de la ureasa decrece cuando
incrementa la profundidad del suelo (Das et al., 2017), y argumentan que es debido a los ciclos
bioguimicos que se desarrollan en la superficie del suelo en donde existe COS y N esencial para
el crecimiento y metabolismo de procariotes y eucariotes. Sin embargo, en esta investigacion la
mayor actividad de la ureasa sucede en SNR-3 a profundidad de 45-60 cm en donde los contenidos
de NT y COS son menores (Cuadro 3). Las condiciones anoxicas del subsuelo del manglar con
pH moderadamente &cido, CE moderadamente salino e HTP bajos, medios y altos favorecen el

desarrollo de la actividad enzimatica de la ureasa, se puede atribuir a una mayor estabilidad de la
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proteina en material arcilloso en zona sin raices (SNR, 45 a 60 cm) debido al ataque de la marea

que introduce y retira materiales organicos a través del agua.

El RP de los cuatro suelos indujo la mayor actividad de la fosfatasa &cida, sobresale RP de L.
racemosa en suelo con mayor contaminacion por la alta actividad. La rhizodermis ubicada en la
rizosfera de mangle ha sido reportada por Paulinis y Sanchez-Arias (2008) como un espacio en
donde la actividad enzimatica de la fosfatasa acida es mayor (471 pgPNFgh) respecto al suelo a
distancia (87). George et al. (2006) reporta actividad enzimatica alta en rizosfera 130.7 a 218.8
pKat g suelo. El incremento de la fosfatasa en rizoplano y rizosfera puede ser porque la planta
libera fosfatasa extracelular de raiz para mejorar la adquisicion de P a partir de la hidrolisis de
formas organicas de P en el suelo (Richardson et al., 2005) y también por las bacterias
solubilizadoras de P que liberan fosfatasa extracelular. En nutricién vegetal se ha explicado que la
raiz libera fosfatasa extracelular en respuesta a la deficiencia de P en el suelo (Chen et al., 2002),
asi mismo se informa que la fosfatasa es inhibida por los productos finales de su reaccion
enzimatica, el anion ortofosfato y debe esperarse un bajo nivel de estas enzimas en la rizosfera de
Rhizosphora Mangle (Paulinis y Sanchez-Arias, 2008), sin embargo esto no sucedio en esta
investigacion, se presenta una relacion altamente significativa y positiva PD-AEF (.408**) PD y
COS (.545**) (Cuadro 5).

El nulo efecto del petrleo degradado en la AEF en el bosque de manglar indica que es un
ecosistema estable, y posiblemente se debe a la disponibilidad de P organico en los cinco
compartimentos del suelo, sobre todo ortofosfato monoésteres que es el sustrato de la enzima.
Otras investigacion reportan lo contrario; Pilipovic et al. (2014), informan que la actividad
enzimatica de la fosfatasa &cida en la rizosfera aumenta en suelo con poca contaminacién (5%),

pero disminuye significativamente con el aumento de aceite (50%).
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Cuadro 5. Efecto de la dosis de petrdleo intemperizado en suelo y el espacio en la profundidad

en la actividad enzimatica

Suelo DTPH Espacio/ Actividad enzimatica
(mg kgl)  profundidad (cm) Ureasa Fosfatasa
(umolN- (umoles PNFg)
NHzg)

S1 575 RP (0-40) 84ab 7877b
RZ(0-40) 84ab 3266fed
SNR- 1(0-40) 94ab 2710gfe
SNR- 2(41-44) 87ab 1215ihg
SNR- 3(45-60) 96a 992ih

S2 1777 RP(0-40) 88ab 8092b
RZ(0-40) 92ab 2972fed
SNR- 1(0-40) 89ab 3129fed
SNR- 2(33-44) 95ab 1986ihg
SNR- 3(45-60) 97a 471i

S3 6912 RP (0-40) 86ab 6239c
RZ(0-40) 78ab 4062ed
SNR- 1(0-40) 89ab 3434fed
SNR- 2(41-44) 88ab 2470hgfe
SNR-3(45-60) 96a 652i

S4 100850  RP (0-40) 82ab 9600a
RZ(0-40) 94a 6239c
SNR-1(0-40) 92ab 2437hgfe
SNR- 2(41-44) 75b 1130ihg
SNR-3(45-60) 98a 499i

Espacio/profundidad

RP (0-40) 86b’ 7854a

RZ (0-40) 88b 3435b

SNR- 1(0-40) 91b 2954b

SNR-2(41-44) 86b 1788c

SNR-3(45-60) 97a 736d

Dosis de HTP

S1 90a® 3212a

S2 92a 3330a

S3 87a 3371a

S4 86a 3981a

TLetras iguales por columna segin profundad y espacio indican que no hay diferencias significativas (Duncan
p<0.05). T Letras iguales por columna segtn espacio en la profundidad del suelo no hay diferencias significativas
(Duncan p<0.05). § Letras iguales en columna obtenidas segln nivel de HTP no hay diferencias significativas
(Duncan p<0.05).
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Cuadro 6. Pearson’s correlacion de hidrocarburos totales del petroleo, espacio en la profundidad,

variables quimicas y actividad enzimética

EPS pH CE COS NT PD AEU AEF
HTP 199*  .182* -176* NS NS -177* NS -173*
EPS B21**  -443** - T728*%* - T741*%*  -368** -728** - 717
pH -206*  -.616* NS NS A72%*  -195*
CE A486** A17** 364** NS A44>x*
COS A432%*  501** NS H45**
NT 321** NS 872**
PD 193* 408**
AEU 213**

HTP: Hidrocarburos totales del petroleo. EPS: Espacio en la profundidad del suelo. pH: potencial
hidrogeno. CE: Conductividad eléctrica. COS: Carbono orgéanico. NT: Nitrégeno total. PD:
Fésforo disponible. AEU: Actividad enzimatica ureasa. AEP: Actividad enzimatica fosfatasa.
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VII. CONCLUSIONES

7.1. Conclusién general

La distribucion espacial de los hidrocarburos totales del petréleo permitieron delimitar cuatro tipos
de suelos que contuvieron diferentes niveles de petréleo intemperizado, asi mismo el espacio en
la profundidad [rizoplano (0-40 cm), rizosfera (0-40), suelo no rizosférico (0-40cm), suelo no
rizosférico (41-44 y 45-60 cm)] y los niveles de contaminacion indujeron diferencias significativas

en las propiedades quimicas y enzimaticas.

7.2. Conclusiones particulares

La acumulacion de hidrocarburos del petréleo residual fue mayor en suelo no rizosférico de capas
subyacentes que en el rizosplano y rizosfera en los suelos 3 y 4 del rea de estudio adyacente a la

infraestructura petrolera.

La presencia del rizoplano, rizosfera y suelo no rizosférico en el espesor 0-40 cm indujo

disminucion de pH e incremento de la conductividad eléctrica respecto a las capas subyacentes.

El espesor del suelo 0-40 cm conteniendo rizoplano, rizésfera y suelo no rizosférico de L.
racemosa estimula la acumulacion de carbono organico y el fosforo disponible, pero el N total
incrementa en rizoplano y rizosfera de los cuatro suelo con diferentes niveles de contaminacion.
Asi mismo, la actividad enzimética de la ureasa es estimulada en suelo no rizosférico (45-60 cm)

y fosfatasa en el rizoplano.

El efecto de las dosis de hidrocarburos totales del petroleo en el suelo afecto negativamente al
fosforo disponible y la salinidad, pero no fue afectado el carbono total, nitrgeno total, la actividad

enzimatica de la ureasa y fosfatasa.

En general los resultados sugieren que el rizoplano de mangle L. racemosa es sostenible en suelo
contaminado por hidrocarburos derivados del petréleo intemperizado, debido a que es estimulador

de la disponibilidad de nitrégeno y fosfatos que pueden ser utilizados por los microorganismos y
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la planta, asi mismo la actividad enzimatica de la ureasa y fosfatasa es estadisticamente igual en
suelo sin contaminacion y contaminado con 6912 y 100850 mg kg™ de hidrocarburos totales del

petroleo derivados del petroleo intemperizado.
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