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ACTIVIDAD SIMBIOTICA MICROBIANA CON Clitoria sp. y Clitoria ternatea EN LA
FITORREMEDIACION DE SUELOS CON PETROLEO FRESCO

Mariana Valier Mago, MC
Colegio de Postgraduados, 2020
RESUMEN

En zonas petroleras de México y el mundo existen suelos contaminados con petréleo crudo
(PC) que causan problemas de salud para los seres vivos, se requiere rescatar plantas y su
asociacion simbiotica microbiana que sobrevive al estrés ambiental, y generar tecnologias de
fitorremediacion. Este estudio se realiz durante 120 dias en microtunel con el objetivo de
generar informacion bésica de adaptacion, hormesis y recuperacion bioldgica de suelo
contaminado con PC. Se establecid un disefio experimental completamente al azar con arreglo
factorial (2x5x3) en Gleysols del trépico mexicano. Dos tipos de Clitoria (Clitoria sp y
Clitoria ternatea L); cinco dosis de PC (0, 3, 10, 20 y 30 g/kg); tres tiempos de exposicion
(dia 30, 75 y 120). Las variables evaluadas por tiempo fueron; degradacién de hidrocarburos
totales del petréleo (%) (HTP), longitud de planta (LP), tasa de crecimiento relativo (TCR),
biomasa seca (radical, aérea, nddulos, flor y vaina), nddulos (numero, didmetro,
leghemoglobina y forma), proteina cruda aérea y vaina, poblaciones de Azotobacter,
Azospirillum, Rhizobium y estructura del hongo micorricico arbuscular (HMA). En los dias
30, 75 y 120 de exposicion a PC la mayor cantidad (31) de curvas dosis petroleo-respuesta
con tendencia en forma hormesis fueron en Clitoria sp, y 26 para C. ternatea. Las variables en
Clitoria sp con hormesis (U-invertida y J) fueron; planta [LP, TCR, biomasa seca (aérea,
nodulo), nédulos (nimero, didmetro, leghemoglobina), formas de nodulos (globosos,
cilindrico, abanico, rugoso) y proteina en vaina], y actividad simbiotica microbiana. La
hormesis de Clitoria sp indica respuesta positiva a factores .de estrés ambiental. A los dias 30,
75y 120 de exposicion a PC la mayor degradacion de HTP (43, 69 y 73.9% respectivamente)
fue en suelo con 3 g de petroleo+Clitoria sp, con relacion positiva con la colonizacion total,
esporas extraradicales del HMA, Azotobacter y Rhizobium. Se recomienda el uso de Clitoria
sp por su potencial hormético para fitorremediar PC de Gleysols del estado de Tabasco en
corto, medio y largo tiempo.

Palabras claves: Hidrocarburos del petroleo, nédulos indefinidos, Azotobacter, Azospirillum,

Rhizobium y hongo micorrico arbuscular



MICROBIAL SYMBIOTIC ACTIVITY WITH Clitoria sp. And Clitoria ternatea IN
FITORREMEDIATION OF SOILS WITH FRESH OIL

Mariana Valier Mago, MC
Colegio de Postgraduados, 2020
ABSTRACT

In oil areas of Mexico and the world there are soils contaminated with crude oil (PC) that
cause health problems for living beings, it is necessary to rescue plants and their microbial
symbiotic association that survives environmental stress, and generate phytoremediation
technologies. This study was conducted for 120 days in a microtunnel with the aim of
generating basic information on adaptation, hormesis and biological recovery of soil
contaminated with PC. A completely randomized experimental design with factorial
arrangement (2x5x3) was established in Gleysols from the Mexican tropics. Two types of
Clitoria (Clitoria sp and Clitoria ternatea L); five doses of PC (0, 3, 10, 20 and 30 g/kg);
three exposure times (days 30, 75 and 120). The variables evaluated by time were;
degradation of total petroleum hydrocarbons (%) (TPH), plant length (PL), relative growth
rate (RGR), dry biomass (root, aerial, nodules, flower and pod), nodules (number, diameter,
leghemoglobin and shape), aerial crude protein and sheath, populations of Azotobacter,
Azospirillum, Rhizobium and structure of the arbuscular mycorrhizal fungus (AMF). On days
30, 75 and 120 of exposure to PC, the highest quantity (31) of oil dose-response curves with a
hormesis trend were in Clitoria sp, and 26 for C. ternatea. The variables in Clitoria sp with
hormesis (U-inverted and J) were; plant [PL, RGR, dry biomass (aerial, nodule), nodules
(number, diameter, leghemoglobin), nodule shapes (globose, cylindrical, fan, rough) and pod
protein], and microbial symbiotic activity. Clitoria sp hormesis indicates a positive response
to environmental stressors. At days 30, 75 and 120 of exposure to PC, the greatest degradation
of TPH (43, 69 and 73.9% respectively) was in soil with 3 g of oil + Clitoria sp, with a
positive relationship with the total colonization, extra-radical spores of AMF, Azotobacter and
Rhizobium. The use of Clitoria sp is recommended due to its horretic potential for

phytoremedial PC from Gleysols from the state of Tabasco in a short, medium and long time.

Keywords: Petroleum hydrocarbons, undefined nodules, Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium and

arbuscular mycorrhizal fungus
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El petréleo es una de las principales fuentes de energia y materia prima de la industria
quimica, por lo que se espera que incremente su demanda en los préximos afios (Silva et al.,
2014; Dos Santos y Maranho, 2018). Mexico cuenta con 325 campos en produccion, 7400
pozos productores, 275 plataformas marinas, nueve complejos procesadores de gas, seis
complejos petroquimicos y seis refinerias (PEMEX, 2020). El desarrollo econémico depende
en gran parte del petroleo como combustible, sin embargo, el crecimiento de la industria
petrolera ha dado como resultado el incremento de la contaminacion del suelo, agua y aire
(Pérez-Hernandez et al., 2013). Esta contaminacion esta presente en suelos debido a derrames
accidentales que suceden durante actividades de perforacion, extraccion, transporte,
almacenamiento y transformacién del petréleo (Trujillo-Narcia et al., 2012; Pinedo et al.,
2013).

La contaminacion del suelo por hidrocarburos del petréleo es un problema mundial que afecta
a las plantas y microorganismos, por lo que para hacer frente a la contaminacién se han
desarrollados varios métodos bioldgicos (Velasco y Volke, 2002). La remediacion bioldgica
es una tecnologia que ha demostrado ser amigable con el ambiente, porque utiliza procesos
metabolicos de bacterias y plantas nativas para la descontaminacién (Pushpanathan et al.,
2014).

La fitorremediacion es una tecnologia que remueve hidrocarburos del suelo, sin embargo,
requiere una maquinaria metabolica que colonize la rizosfera de plantas nativas y adaptadas a
condiciones ambientales de estrés. En la busqueda de plantas a usar en suelos con
hidrocarburos del petréleo los resultados indican respuesta negativa, neutral y positiva. La
negativa o toxica se observa en algunas leguminosas sefialandolas como sensibles e
indicadoras de toxicidad (Rivera-Cruz et al., 2005; Arias-Trinidad et al., 2017), debido a que
se induce un inadecuado desarrollo y disminucion en la produccién de ciclos metabdlicos para
superar las condiciones de estres (Hernandez-Valencia et al., 2017; Pernia et al., 2018). La
respuesta neutral o adaptativa se reporta en las leguminosa French serradella en 10 g/kg y
Clitoria ternatea en 3 g/kg petroleo crecen igual al testigo (Shahsavari et al., 2013; Alarcén et
al., 2019), esto se atribuye a que la planta evita el estrés celular y asegura las funciones de

sefializacion como son la multiplicacion y muerte celular, a través de la regulacion de las
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moléculas reactivas de oxigeno que controlan la defensa antioxidante para evitar la toxicidad
celular (Mittler, 2002). La respuesta positiva y/o hormética de la planta indica adaptacion al
estrés, es un fendmeno de dosis-respuesta en que ambas dosis bajas y altas estimulan a la
planta (Calabrese, 2012), por ejemplo, el pasto Leerxia hexandra es estimulado por dosis baja
(7.9) y altas (238 g/kg) de petrdleo, debido al aumento en el contenido de carbono degradado

en el suelo (Orocio-Carrillo et al., 2019).

La reaccion de los diferentes 6rganos de la planta a la exposicion a petroleo depende de los
cambios en el tiempo del contenido de hidrocarburos en suelo, se ha reportado la capacidad de
algunas leguminosas para la remocion de fracciones labiles 0 menos toxicas de petréleo (Yang
et al., 2014), por ejemplo, en un suelo que inicialmente contenia 30 g/kg de petréleo al dia 90
y 120 disminuyeron en un 24 y 58 % respectivamente al estar presente la rizosfera (Arias-
Trinidad et al., 2017), por lo tanto, después de un tiempo determinado el suelo presenta menor

toxicidad para las leguminosas (Alarcon et al., 2019).

La rizosfera permite la proliferacion de varios grupos microbianos cuya actividad favocere la
degradacion de hidrocarburos del petrdleo en suelo (Pentreath et al., 2015; Alarcén et al.,
2019). La rizosfera interactia no solamente con las comunidades microbianas, sino también
influyen positivamente en el crecimiento, adaptacion y respuesta hormética de las plantas a los
ambientes de estrés (Harrier y Watson, 2004; Hayat et al., 2010). Muchos reportes describen
el efecto positivo de la rizosfera de plantas sobre la biorremediacion de hidrocarburos
petrogénicos (Wang et al., 2008; Peng et al., 2009; Gaskin y Bentham, 2010). Por ejemplo, la
presencia de C. retusa reduce significativamente la concentracion de petroleo crudo desde 10
o/kg a 4.8 g/kg en suelos a los 90 dias (Gamage et al., 2020). Otros articulos reportan que la
presencia de Vigna ungiculata en un suelo contaminado con 5% de hidrocarburos del petroleo
remueven el 100% de hidrocarburos totales del petrdleo a los dos meses (Tanee y Akonye,
2009), sin embargo, Muratova et al. (2005) menciona que en dos afios la concentracion de
PAH en suelo cultivado con alfalfa se degrada un 74.5% de un suelo que contenia
inicialmente 79.8 mg/kg.

En el sureste de México existen suelos con uso ganadero degradados por la contaminacion con
hidrocarburos del petroleo, las leguminosas Clitoria sp y C. ternatea crecen de manera natural

en zonas tropicales, son de ciclo corto, son fuente de proteina en la alimentacion del ganado



bovino (Cabrera et al., 2010) y tienen una rizosfera abundante de bacterias y hongos
simbioticos heterétrofos y diazotréficos. Sin embargo, su exposicion en diferentes tiempos a
petroleo fresco ha sido poco evaluada, se desconoce la respuesta adaptativa y bioestimuladora
de la degradacion de hidrocarburos del petroleo de Clitoria sp y C. ternatea. Elementos
basicos para generar una tecnologia biologica de recuperacion de suelos contaminados con

petrdleo crudo.



CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

2.1. El petréleo y composicion quimica

La palabra petroleo proviene del latin “petroleum” (petra: piedra y Oleum: aceite), que
significa aceite de piedra (Garrizt et al., 2001). Al petroleo recién extraido del subsuelo se
Ilama petroleo fresco, y es una mezcla heterogénea constituido principalmente de carbono (80-
82%), hidrdgeno (12-15%), azufre, nitrogeno y oxigeno; ademas de trazas de metales pesados
como aluminio, cobre, hierro, niquel y vanadio (Botello et al., 2005; Varjani, 2017). El
principal compuesto orgéanico del petroleo son los hidrocarburos, y estos se clasifican en
cuatro fracciones: a) saturados (alifaticos), b) aromaticos (hidrocarburos anillados) c) resinas y

d) asfaltenos (Maletic et al., 2012; Varjani, 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Composicion del petroleo (Castillo-Rodriguez et al., 2005; Chandra et al., 2013;
Rodrigues y Toétola, 2015; Varjani, 2017).



2.2. Hidrocarburos saturados

Los saturados se definen como hidrocarburos de cadena lineal saturada o insaturada también
Ilamados alifaticos (Figura 2), con la formula general (CnHz2n+2), y representan el mas alto
constituyente del petréleo crudo (Varjani, 2017). Se clasifican segun sus estructuras quimicas
que incluyen cadenas lineales y alcanos ramificados (compuestos de parafina), alquenos y
alquinos presentes solo en pequefias cantidades, y cicloalcanos (compuestos nafténicos)
(Chandra et al., 2013; Maletic et al., 2012; Rodrigues y Tétola, 2015). Estos a temperatura y
presion ambiente pueden presentarse en diferentes estados, las moléculas que contienen hasta
cuatro atomos de carbono pueden existir en estado gaseoso (metano, etano, propano, butano)
(Rodrigues y Tétola, 2015); los hidrocarburos saturados que tienen entre cinco y diecisiete
carbonos, e insaturados entre cinco y quince se encuentran en estado liquido (pentano, hexano,
octano, pentadecano), mientras que saturados con mas de dieciocho e insaturados con mas de
dieciséis atomos de carbono (Eicosano, Triacontano y Pentacontano) se presentan como

solidos (Rodrigues y Tétola, 2015; Benito de Vega y Escribano, 2018).

Los hidrocarburos saturados se caracterizan por ser menos densos que el agua, el tamario de la
molécula es inversamente proporcional a su volatilidad y solubilidad, el punto de ebullicion se
incrementa de 20 a 30°C por cada atomo de carbono que se agrega a la cadena y son solubles
en disolventes no polares como el benceno, éter y cloroformo (Botello et al., 2005; Rodrigues
y Tétola, 2015). La exposicion de a estos componentes tienen diversos efectos; N-heptano y el
ciclohexano causa irritacion en ojos y membranas mucosas; el n-hexano causa polineuropatia
(dafio a los nervios periféricos) después de una exposicidn repetida y prolongada (Chandra et
al., 2013).
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Figura 2. Estructura quimica del metano y ciclopropano (Marin et al., 2012).



2.2.1. Hidrocarburos aromaticos

Los aromaticos son moléculas puras de hidrocarburos anillados, cuya estructura consta de uno
o varios anillos bencénicos (Meckenstock et al., 2016; Varjani, 2017). Estos compuestos
tienen por lo menos, un anillo de 6 4&tomos de carbono, el cual presenta a su vez un sistema
continuo de dobles enlaces conjugados. El benceno es el mas conocido y estudiado de los
hidrocarburos aromaticos, considerado como la base de los miembros de la familia de
compuestos aromaticos (Botello et al., 2005). Son principalmente divididos como
hidrocarburos aromaticos monociclicos (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) y los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) (Chandra et al., 2013; Varjani, 2017). Los HAP
tienen mas de un anillo bencénico y los que estan formados por dos o tres anillos ciclicos que
forman (varias) cadenas hexagonales con enlaces dobles como naftaleno (dos anillos),
fenantreno y antraceno (tres anillos) se denominan HAP ligeros. Los compuestos de cuatro
anillos y superiores, como pireno y crisenos (cuatro anillos), fluoranteno y benzo [a] pireno

(cinco anillos) se denominan HAP pesados (Figura 3) (Varjani, 2017).

Todos los hidrocarburos aromaticos son liquidos o solidos a temperatura ambiente y sus
puntos de ebullicion estan cercanos a los de cicloalcanos correspondientes. Su vida media
varia de una semana a dos meses para ambientes acuaticos, de dos meses a dos afios en suelos
y de ocho meses a seis afios en sedimentos. Algunos de estos compuestos se han investigado
extensivamente con relacion a sus propiedades cancerigenas como es el caso de 3-4
benzopireno (Botello et al., 2005). Los componentes del petréleo crudo, especificamente los
HAP, tienen el potencial de inducir tumores malignos que afectan principalmente la piel y
otros tejidos epiteliales, ya que tienen una gran afinidad por el centro nucleéfilo de las
macromoléculas como el ARN, las proteinas y el ADN (Chandra et al., 2013).

2.2.2. Resinas

Las resinas son moléculas con un fuerte caracter aromatico, contienen Nnumerosos grupos
funcionales polares formados con N, S, O y metales traza (Ni, V, Fe) (Figura 4a y 4b)
(Maletic et al., 2012; Varjani, 2017). Son sélidos amorfos disueltos en aceite, constituidos por
compuestos piridinicos, quinolinas, tiofenos, carbazoles, sulfoxidos y aminas (Fernandez et
al., 2006). Son solubles en n-heptano y n-pentano, estructuralmente similares a las moléculas

de superficie activa en el petréleo crudo y actian como agentes peptizantes (Varjani, 2017).



2.2.3. Asfaltenos

Los asfaltenos son moléculas grandes dispersadas coloidalmente en aceite, al igual que las
resinas contienen numerosos grupos funcionales polares (Maletic et al., 2012; Varjani, 2017).
Son moléculas de color marrén oscuro, compuestos viscosos, grandes y complejos que se
dispersan coloidalmente en saturados y aromaticos (Varjani, 2017). Estan constituidos por una
acumulacién de laminas poliaromaticas condensadas, unidas por cadenas saturadas (Figura 4c)
(Waugquier, 2004). Incluyen en su estructura agregados poliarométicos, fenoles, acidos grasos,
metaloporfirinas (Fernandez et al., 2006). Son solubles en hidrocarburos aromaticos ligeros
como el benceno y el tolueno. Los agentes peptizantes, es decir, las resinas, mantienen a los

asfaltenos en suspension, promoviendo asi la estabilidad del petroleo crudo (Varjani, 2017).

Benceno Naftaleno Antraceno Fenantreno Benzopireno

Figura 3. Estructura de hidrocarburos aromaticos policiclicos (De la Llata., 2005).
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Figura 4. Estructura de resinas (a y b) y asfaltenos (c) (Largo-Pereda, 2010).



2.3. Definicién y composicion del suelo

El suelo es un cuerpo natural formado por sélidos (minerales y materia organica), liquidos y
gases (Figura 5), que se produce en la superficie terrestre, ocupa espacio y que presenta una o
ambas de las siguientes caracteristicas: horizontes o capas que son distinguibles del material
inicial como resultado de adiciones, perdidas, transferencias y transformaciones de energia y
materia; o, por la habilidad de soportar raices de plantas en un entorno natural (Soil Survey
Staff, 2014).

Los suelos con vegetacion tienen al menos cuatro componentes: 1) materia mineral
inorganica, normalmente cerca del 40% del volumen del suelo; 2) materia orgéanica,
normalmente un 5%; 3) aire y agua, practicamente el 50% y 4) microorganismos y

macroorganismos, alrededor del 5% (Madigan et al., 2015).
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Figura 5. Composicion del suelo (Madigan et al., 2015).

2.3.1. Tipos de suelos en zonas petroleras

Dentro de los tipos de suelo encontrados en zonas petroleras de estado de Tabasco se
encuentran los Fluvisols, Gleysols, Histosols y Vertisols (Zavala-Cruz et al., 2007). Los
Fluvisols son suelos que derivan de sedimentos fluviales, presentan estratificacién de sus
horizontes, alta permeabilidad, son profundos, de texturas medias o medias sobre gruesas, de
poco desarrollo, ricos en nutrimentos y materia organica, ademas de un buen drenaje
superficial (IUSS, 2015). Los Histosols son suelos formados por materiales organicos (30% o

mas de materia organica) en mas de la mitad de los primeros 80 cm de profundidad, son ricos



en nutrimentos, pero se forman en planicies palustres y lagunares bajo estado de anegamiento
que no permite la mayor parte del afio el oxigeno libre (IUSS, 2015). Los Vertisols son suelos
arcillosos, ricos en nutrimentos y sus limitantes son el manto freatico elevado, permeabilidad

lenta y agrietamiento en la época de secas (IUSS, 2015).

Los Gleysols son suelos formados por materiales no consolidados, muestran propiedades
hidromdrficas dentro de los primeros 50 cm de profundidad, estan saturados con agua durante
parte del afio y manifiestan procesos de reduccion de hierro, observandose en el perfil
presencia de colores gris-azulados o verdosos, tienen alto contenido de materia organica y de
nutrimentos; carentes de salinidad elevada (FitzPatrick, 1987; IUSS, 2015). Son suelos que
tienen una capa de >25 cm de espesor con propiedades gleyicas y condiciones reductoras, que

comienza a <40 cm de superficie del suelo mineral (IUSS, 2015).

2.3.2. Microrganismos en el suelo

Los microorganismos son extraordinariamente abundantes, en el suelo las concentraciones de
microorganismos cultivables pueden alcanzar 108 unidades formadoras de colonias por gramo
de suelo seco (UFC g.s.s), aunque los recuentos directos son generalmente de uno o dos
Ordenes de magnitud mas grandes (Pepper et al., 2015). La distribucion de estos
microorganismos también depende de la textura y estructura del suelo. A medida que se
forman los suelos, los microbios se unen a un sitio que es favorable para la replicacién
(Pepper et al., 2015). Estos se dividen en mesofauna (0.1-2mm), microfauna (<0.1 mm)
representada por los protozoarios, algunos nematodos, rotiferos y tardigrafos; la microflora
estd integrada por pelos radicales de plantas, algas, hongos, bacterias, cianobacterias y
actinomicetos (Porta et al., 2019). Las raices de las plantas también se pueden considerar
como organismos del suelo por su relacion simbidtica y su interaccion con otros componentes
del suelo (FAO, 2020). Su importancia en su capacidad para descomponer materiales
presentes en la materia organica del suelo, ademas de funciones cruciales en el ciclo de
nutrientes, el mantenimiento de la fertilidad del suelo y el secuestro de carbono del suelo,
ademas tienen efectos directos como indirectos sobre la salud de las plantas y los animales en

los ecosistemas terrestres (Brady y Weil, 2008; Fierer, 2017).



2.4. Definicion e importancia de la rizosfera

El término rizosfera [del griego, rhiza (raiz) y sphere (zona de influencia), que significa la
influencia de una raiz en su entorno] se uso6 primero por Hilter (1904), para indicar la zona del
suelo donde los exudados radicales pueden estimular, inhibir o no tener efecto en las
actividades de los microorganismos del suelo (Pinton et al,.2001). La rizosfera es el principal
entorno ecologico del suelo para las interacciones planta-microbio, lo que resulta en la
colonizacion de varios grupos microbianos cuya actividad fisiologica influye en la fertilidad,
calidad y salud del suelo (Alarcon et al., 2019). La rizosfera se ha caracterizado por tener tres
componentes: 1) rizoplano, la superficie inmediata de la raiz; 2) rizosfera, el volumen de suelo
que rodea el rizoplano que se ve afectado por la actividad de la raiz, y 3) suelo alejado de las
raices. En la rizosfera y el rizoplano, existe un nimero mayor de microorganismos
especificos, las raices de las plantas tienen una influencia directamente en la composicién y en
la densidad de la microbiota del suelo, porque las raices excretan cantidades significativas de
azUcares, aminoacidos, hormonas y vitaminas (Figura 6); a esta concentracién se le denomina
efecto rizosférico o efecto de la rizésfera. La cual se describe cuantitativamente por la relacion
R/S, donde R es el nimero de microorganismos en el suelo de la rizésfera y S el nimero de
microorganismos en el suelo alejado de las raices (Atlas y Bartha, 2002; Curl y Truelove,
2012). Las bacterias y los hongos forman microcolonias en la superficie de las raices para
tener un acceso rapido a estos nutrientes, siendo factores importantes para determinar la
supervivencia y el crecimiento sostenible de la vegetacion (Zhang et al., 2011; Madigan et al.,
2015). Las bacterias y hongos establecen asociaciones positivas con la raiz; asociacién de vida
libre y simbiotica. La asociacién de vida libre se establece con bacterias reguladoras del
crecimiento vegetal de los géneros Azospirillum y Azotobacter (Ahemad y Kibret, 2013). La
asociacion simbi6tica con Rhizobium (Khan et al., 2013) y la mutualista con los hongos

micorricicos arbusculares (Ramirez y Rodriguez, 2012).

2.5. Actividad microbiana simbidtica en la rizosfera de leguminosas

2.5.1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal de vida libre

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, del inglés Plant Growth Promoting
Bacteria) es un grupo de bacterias que interactian con las plantas favoreciendo su
crecimiento, incluyen aquellas que son de vida libre, aquellas que forman relaciones

simbioticas especificas con las plantas y endéfitos bacterianos que pueden colonizar parte o
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una porcion de los tejidos interiores de una planta (Glick, 2012; Ahemad y Kibret, 2013). Las
PGPB pueden promover el crecimiento de las plantas directamente, por lo general, ya sea
facilitando la adquisicion de recursos o modulando los niveles hormonales de las plantas, o
indirectamente al disminuir los efectos inhibitorios de varios agentes patdgenos sobre el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, es decir, al actuar como bacterias de biocontrol
(Glick, 2012). Entre los microorganismos con actividad PGPR mas conocidos se encuentran
especies de los generos Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas y Rhizobium
(Glick, 2012).

Estas se deben caracterizar porque: (i) deben ser competentes para colonizar (ii) deben
sobrevivir, multiplicarse y competir con otras microbiotas, al menos durante el tiempo
necesario para expresar sus actividades de promocion/proteccion del crecimiento de las
plantas, y (iii) deben promover el crecimiento de las plantas (Ahemad y Kibret, 2013). Somers
et al. (2004) las clasifica en funcion de sus actividades funcionales como (i) biofertilizantes
(aumentando la disponibilidad de nutrientes para las plantas), (ii) fitoestimulantante
(promocién del crecimiento de las plantas, generalmente a través de fitohormonas), (iii)
rizoremediadores (degradacion de contaminantes organicos) y (iv) bioplaguicidas (control de

enfermedades, principalmente por la produccion de antibidticos y metabolitos anti fingicos).

Componentes:

*Exudados: azUcares, aminoécidos, acidos orgénicos, factores de
crecimiento y enzimas

*Células radiculares caidas

*Microflora/fauna: bacterias, hongos, actinomicetos, nematodos,

protozoos y microartrépodos )
P Rizosfera

»
»

| Suelo

—  Pelo
radical

Tejido vascular Rizonlano

Figura 6. Rizosfera y rizoplano. Los principales materiales organicos exudados por la raiz y

los grupos de microbiota afectados (Curl y Truelove, 2012).
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2.5.1.1. Bacterias del género Azospirillum

El género Azospirillum estd conformado por bacterias flageladas Gram negativas,
diazotréficas de vida libre con capacidad de colonizar los tejidos internos y externos de las
raices (Puente y Garcia, 2013; Pereg et al., 2016). Son organismos aerdbicos capaces de fijar
nitrégeno atmosférico en condiciones de microaerofilia (Montenegro-Gomez et al., 2017). La
primera especie de Azospirillum se aislé en Holanda a partir de suelos arenosos pobres en

nitrégeno, y originalmente se la llamo Spirillum lipoferum (Dobereiner et al., 1976).

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la promocion por Azospirilum: (i) fijacion
bioldgica del nitrégeno, (ii) produccion o metabolizacion de fitohormonas, dentro de estos
compuestos estan las auxinas especialmente &cido indol acético (AlA), giberelinas (GAS),
citosinas (CA), etileno (E), asi como de otras moléculas reguladoras del crecimiento vegetal
en condiciones de estrés abidtico como el acido abscisico (ABA) y la diamina cadaverina
(CAD), (iii) incremento en el desarrollo radicular relacionado con los cambios hormonales
que promueve una mayor capacidad de absorcion de agua y nutrientes y (iv) la hipdtesis
aditiva, la cual propone la intervencion de todos los mecanismos mencionados (Bashan y de-
Bashan, 2010; Puente y Garcia, 2013; Pereg et al., 2016).

2.5.1.2. Bacterias del género Azotobacter

El género Azotobacter esta constituido por bacilos rectos con borde redondeado, elipsoidales
hasta cocos dependiendo la especie, Gram negativos, fijadoras de nitrogeno de vida libre que
se encuentran generalmente en suelos con pH levemente acido a alcalino (Rubio y Perticari,
2013). Son organismos aerobios estrictos, de crecimiento heterotréfico, altamente sensible a la
acidez y aungue es capaz de sobrevivir a pH entre 4.5 - 9.0, su 6ptimo desarrollo lo consigue
entre 6.5 — 7.5 (Montenegro-Gomez et al., 2017).

La capacidad de estimular el crecimiento se da mediante diferentes mecanismos como la
fijacién de nitrégeno, la capacidad de solubilizar fosfatos, la produccién de hormonas
reguladoras del crecimiento, vitaminas, sideréforos y sustancias anti fungicas. Se postula que
el mecanismo principal que explicaria los efectos beneficos de Azotobacter es la produccion
de auxinas y otros reguladores del crecimiento; sin embargo, como ocurre con otras PGPB, la
promocion seria consecuencia de la accidn sinérgica de todos los mecanismos mencionados
(Rubio y Perticari, 2013).

12



2.5.2. Asociacion simbiotica Rhizobium-leguminosa

Las bacterias del género Rhizobium son bacilos Gram negativos, que tienen la capacidad de
inducir en raices de leguminosas la formacion de estructuras llamadas nédulos radicales
(Sharma et al., 2017), dentro de los cuales el nitr6geno atmosférico (N2), se reduce a iones
amonio (NH4") (Marquina et al., 2011). La asociacion Rhizobium-leguminosa es considerado
un proceso de alta eficiencia en fijacion bioldgica de nitrégeno (Cuadro 1.), supone la cuarta
parte del N> fijado anualmente en el planeta; se estima que mediante simbiosis la fijacion varia
de 24 a 584 kg ha y tiene la capacidad de abastecer hasta el 90% de las necesidades de la
planta (Angeles-Nufiez y Cruz-Acosta, 2015; Madigan et al., 2015). La planta proporciona un
ambiente micro-aerobico para el funcionamiento efectivo de la nitrogenasa, enzima que
reduce el nitrogeno atmosférico (N2) a amoniaco (NH4"). A cambio, las bacterias fijan el
nitrdgeno atmosférico proporcionando a la planta compuestos nitrogenados organicos para

satisfacer sus necesidades bioldgicas (Parmar y Dufresne, 2011).

Cuadro 1. Asociaciones Rhizobium-leguminosa.

Especie bacteriana Planta huésped

R. leguminosarum bv. viciae Pisum sativum (chicharo), Vicia faba (haba), Lens culinaris
(lenteja)

R. leguminosarum bv. trifolii Trifolium (trébol)

R. leguminosarum bv. phaseoli Phaseolus vulgaris (frijol), Vicia faba (haba)

R. galegae Galega officinalis (galega)

R. tropici Vicia faba (haba), Medicago sativa (alfalfa), Phaseolus
vulgaris (frijol), Leucaena leucocephala (guaje)

R. etli Vicia faba (haba), Medicago sativa (alfalfa), Phaseolus
vulgaris (frijol)

R. grahamii sp.nov. Clitoria ternatea (conchita azul), Leucaena leucocephala
(guaje)

R. mesoamericanum sp.nov. Phaseolus vulgaris (frijol), Vigna unguiculata (frijol chino),

Mimosa pudica (dormilona)

Fuente: Anaya, 2003; Castillo-Rodriguez et al., 2005; Lopez - Lopez et al., 2012.

2.5.2.1. Bioquimica de asociacion simbiética Rhizobium-leguminosas

El proceso de simbiosis se lleva a cabo en una serie de etapas (Figura 7), que inicia con la
atraccion y reconocimiento de los rizobios de vida libre hacia la superficie radical, por efecto
guimiotactico de exudados radicales como &cidos organicos, aminoacidos, auxinas, azlcares,
enzimas, flavonoides y vitaminas (Mukerji et al., 2006; Madigan et al., 2015). A
continuacion, los rizobios se adhieren a la superficie de los pelos radiculares mediante

componentes de la superficie celular bacteriana como lipopolisacaridos, exopolisacaridos y la
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ricadhesina; proteina que permite el anclaje de los rizobios a los pelos radiculares (Rodriguez-
Navarro et al., 2007; Madigan et al., 2015). Simultaneamente a la adhesion se produce el
reconocimiento molecular; los flavonoides inducen la expresion de genes de nodulacion
(genes nod) en las bacterias, los cuales estan involucrados en la biosintesis y secrecion de los
factores de nodulacion (factores Nod) (Rodriguez-Navarro et al., 2007). A su vez, las células
vegetales realizan una serie de cambios en las células de la epidermis y del cortex de la raiz,
que culminaré con la formacion del ndédulo (Downie, 2010). En las células epidérmicas, los
factores Nod inducen la curvatura de los pelos radiculares, que envuelven a los rizobios
permitiendo su entrada mediante una degradacion localizada de la pared celular y la

invaginacion de la membrana plasmatica de la célula vegetal.

Pelo radicular Célula de rizobio Células vegetales N )‘,“a,u ",
Hebra de infeccion @ " /o 7 " o
Pelo I\ 5. Formacion  del
‘ Lo /L ¥.. estado bacteroide en
: <7 W Células  radiculares
' N | venetales
\ |
b N ’\ . 6. La continua division
—) Nédulos =1 celular bacteriana y
N2 vegetal lleva a la
‘ ! (s formacién de nédulos
1. Reconocimiento 2. La bacteria 3. Invasion. Los 4. Crecimiento ~ de
Wy adhesion secreta  factores rizobios penetran bacterias en una hebra
(proceso mediado  Nod que provocan en los  pelos de infeccion en
por ricadhesina) el rizamiento del radiculares y se direccion  hacia la
pelo radicular multiplican en una célula radicular

Figura 7. Etapas de infeccion de Rhizobium en una leguminosa (Madigan et al., 2015).

La bacteria una vez dentro induce la formacion, por la planta, de un tubo de celulosa llamado
filamento de infeccidn que protege a la bacteria y que crece hacia los tejidos internos de la raiz
(Gage, 2004; Madigan et al., 2015). Posteriormente, los rizobios se multiplican rapidamente
en el interior de las células vegetales y continua la division celular, dando lugar a la aparicion
de los primeros primordios nodulares (Madigan et al., 2015). El corddén de infeccion alcanza
el centro del primordio nodular y libera los rizobios al citoplasma de las células corticales
(Roth et al., 1988). Las bacterias quedan englobadas por una membrana de origen vegetal,
denominada membrana peribacteroidea, donde se transforman morfolégica y fisiol6gicamente
a bacteroides. Dando lugar a que cientos de bacteroides sean albergados en una sola célula
vegetal, formando organulos capaces de fijar nitrogeno Ilamados simbiosomas. Los

bacteroides una vez maduros, dejan de multiplicarse y empiezan el proceso de fijacion de

14



nitrégeno (Roth et al., 1988; Madigan et al., 2015). La fijacién de N2 inicia con el intercambio
de nutrientes como los azucares, que son sintetizados en la fotosintesis por la planta y que
llegan al nddulo por el floema, siendo transportados a través de la membrana del simbiosoma
y al interior del bacteroide, transformados a través del ciclo del &cido citrico en &cidos
organicos, para ser usados por los bacteroides generando ATP y nitrogenasa para la reduccién
del N2 a NHs. En este proceso también participa la leghemoglobina, proteina que regula los
niveles de Oz en los nddulos y que garantiza un buen funcionamiento de la nitrogenasa.
Finalmente, el N2 fijado es transportado a través del xilema desde los nodulos al resto de la
planta, en forma de amidas o ureidos (Figura 8) (Jones et al., 2007, Madigan et al., 2015).

Citoplasma vegetal Fotosintesis
Membrana ,*
simbiosoma Azdcares
Membrana Acidos orgénicos

bacteroide

Bacteroide Succinato,

Ciclo del_ €~ — malato,
acido citrico fumarato
‘ ATP Piru%ato

impulsora  del \Witrotenasa

6
roton NZ NH3

Cadena de transportéae_ o -ALb Lb )
electrones 2 Glutamlpa
O,+Lb —» O,-Lb Asparragina

Lb - Leghemoglobina ‘

Figura 8. Bacteroide de nddulo radicular. Esquema de las principales reacciones metabdlicas y

de nutrientes para la fijacion de N> (Madigan et al., 2015).

2.5.2.2.Tipos de nodulos y caracteristicas

Los nodulos se definen como estructuras protuberantes radiculares resultantes de la simbiosis
entre la planta y la bacteria (Taiz y Zeiger, 2006). Dependiendo si el primordio nodular tiene
origen en el cortex interno o externo de la raiz, las células meristematicas mantendran o no su
actividad durante el desarrollo del nddulo, se clasifican en dos tipos principales y
morfolégicamente distintos; nddulos indeterminados y determinados (Figura 9) (Timmers et

al., 2000; Suzaki et al., 2015). En los indeterminados el primordio nodular se forma en el
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cortex interno dando lugar a nodulos de forma cilindrica y las zonas del nddulo estan bien
establecida: meristemo, la zona de infeccion rizobial y la zona de fijacion de nitrégeno desde
las partes apicales a las basales de los nodulos (Suzaki et al., 2015). La actividad del
meristemo del nédulo permite el crecimiento semipermanente del nodulo asegurando el
alargamiento del nddulo. En la zona de infeccién, se aprecian cuatro zonas (I — IV) con
células, bacterias y bacteroides en diferentes etapas de diferenciacion (Timmers et al., 2000).
En los determinados el primordio se forma en el cortex externo dando lugar a nodulos de
forma esférica y las zonas del ndédulo no se distinguen claramente. Sin embargo, al igual que
en los indeterminados, hay células colonizadas por rizobios agrandadas en la region interna
del nddulo, donde se produce la fijacion simbiotica de nitrogeno, y células infectadas por

rizobios aun no colonizadas en la region circundante (Suzaki et al., 2015).

Zonas

Zonas de nodulo indeterminado:
Células de epidermis: I: zona meristemética; I1: Zona de
Coértex nodular externo prefijacion; 11-111: interzona; II:
Endodermis nodular Zona de fijacion; IV: zona de
Parénquima senescencia

Meristemo

Zona de infeccion
rizobial

Zona de
fijacion

Figura 9. Estructura de un nodulo indeterminado (A) y determinado (B) (Timmers et al., 2000;
Suzaki et al., 2015).

2.5.3. EIl mutualismo asociacion planta-hongo

Todas las plantas viven en asociacion mas o menos prolongada con hongos, algunos viven
como simbiontes entre las células de la planta y se desarrollan, ya sea en armonia con ella
(endoéfitos) o provocando enfermedades (fitopatdgenos) (Bagnéres y Martine, 2020). Se
estima que aproximadamente el 85 a 95% de las especies vegetales conocidas viven en

simbiosis con gran cantidad de hongos en el suelo (Molina et al., 2005). La simbiosis mas
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importante establecida entre hongos y plantas, es conocida como micorriza (mikes=hongo,
rhiza=raiz) (Curtis y Schnek, 2008). Esta suele considerarse como mutualista debido a que
ambos organismos al interactuar se benefician mutuamente, ya que los nutrientes son
transferidos en ambas direcciones (Madigan et al., 2015). EI hongo coloniza la raiz sin causar
dafo, la planta le proporciona compuestos carbonados procedentes de la fotosintesis,
proteccion y medio de propagacion (Curtis y Schnek, 2008; Madigan et al., 2015). La
micorriza incrementa la superficie radical para la absorcion de agua y elementos esenciales
como N, P, K, Ca, Mg, Cu, Mn, produce mayor tolerancia a patdgenos, longevidad de las
raices y degradan sustancias organicas, transformandolos en moléculas aprovechables
(Carreon et al., 2008; Mufioz-Marquez et al., 2009). Los hongos micorricicos arbusculares
(HMA), se encuentran entre los simbiontes mutualistas mas estudiados e importantes de la
rizosfera, por su amplia aplicaciobn en ecosistemas, programas de restauracion y
mantenimiento de diversidad; como en agro-ecosistemas modernos en los cuales la

produccidn vegetal debe ser sostenible y sustentable (Ramirez y Rodriguez, 2012).

2.5.3.1. Definicion y estructura de los hongos micorricicos arbusculares (HMA)
Los HMA se definen como organismos del suelo que realizan un tipo de asociacion hongo-
raiz por medio de la colonizacion intracelular de la corteza radical mediante estructuras

especializadas denominados arbusculos (Aguilera et al., 2007).

Estructuralmente presentan una hifa intracelular, arbasculos (ramificacion fina de hifas que
participan en la absorcién de nutrientes), micelio extra-radical que conecta a la raiz con el
suelo, esporas formadas en el micelio extra-radical y algunas especies forman vesiculas, que
son porciones de hifas que se llenan de cuerpos lipidicos (Camarena-Gutiérrez, 2012). El
micelio extra-radical puede ser de tres tipos de acuerdo a su morfologia y funcion: hifas
infectivas, son las que indican los puntos de colonizacion en una o varias raices; hifas
absorbentes, que se encargan de explorar el suelo y extraer nutrientes, y las hifas fértiles que
llevan las esporas. También se distinguen dos tipos de colonizacion, el tipo “Arum”, donde las
hifas presentan crecimiento intercelular y los arbusculos se encuentran dentro de las células
corticales de la raiz; y el tipo “Paris” en el que los arbusculos e hifas presentan crecimiento
intracelular, presentando enrollamientos dentro de la célula (Figura 10). También se forma

una estructura llamada apresorio construida antes de que el hongo penetre la raiz del
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hospedero, por donde penetraran las hifas a las células corticales, derivando en la formacion
de arbdsculos (Barrer, 2009).

a)

1. Apresorio 2. Arbusculos 3. Hifa intercelular 4. Hifa intracelular 5. Vesiculas

Figura 10. Estructura y tipos de asociacion micorricica arbuscular. a) Tipo “Arum”; b) Tipo
“Paris” (Barrer, 2009).

2.5.3.2.Bioquimica de colonizacion micorriza arbuscular-leguminosa

La asociacion HMA-leguminosa se basan en reciprocidad de sefiales de reconocimiento, que
se dividen en las siguientes fases principales: fase asimbi6tica, presimbiotica, formacion de
apresorio, colonizacion y la formacion de arbusculos (Ramirez y Rodriguez, 2012). El proceso
comienza con la germinacién de las esporas en el suelo, que producen las hifas fértiles o
germinativas. Estas reciben estimulacion quimica de la planta hospedadora (Madigan et al.,
2015). Dentro de los compuestos secretados por la planta hospedadora se encuentra el COo,
flavonoides y hormonas; considerados como la primera sefial de interaccidn, que se lleva a
cabo especialmente bajo condiciones de bajo fésforo (Pi) (Ramirez y Rodriguez, 2012). El
CO:- es fundamental para la germinacion de esporas y el crecimiento de la hifa germinativa, ya
que a pesar de que la espora tiene la capacidad de almacenar carbohidratos en forma de lipidos
y azucares, el CO> es una fuente de carbono necesario para el crecimiento de la hifa (Ramirez
y Rodriguez, 2012). Los flavonoides y las hormonas son esenciales para la fase inicial ya que
favorecen la ramificacion de las hifas. La strigolactona es una hormona que realiza el estimulo
necesario para que el hongo produzca los factores Myc (sefializacion lipoquitina-
oligosacarido) y en la planta se lleve a cabo la expresion de genes ENDO11 (gen que permite

a la planta localizar las células en las cuales la hifa tiene contacto) (Ramirez y Rodriguez,
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2012; Madigan et al., 2015). Esto permite la formacion de un aparato de prepenetracion (APP)
Ilamado apresorio o hifopodio, que es una especie de camino intracelular a traves de la cual la
hifa ingresard entre las capas de células epidérmicas y de la corteza externa de la raiz
(Madigan et al., 2015). Una vez que el hongo penetra las células corticales se producen
sefiales especificas para una reorganizacion celular, que permite la ramificacion de la hifa para
generar el arbusculo y la membrana periarbuscular o apoplasto, cuya funcion es incrementar el
area de intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo (Ramirez y Rodriguez, 2012;
Madigan et al., 2015). El nitrégeno y fosforo son extraidos del suelo por micelios extra-
radicales (asociados al suelo), siendo transformados en arginina y en polifosfatos para ser
transportados a traves de la red de micelios, para ser suministrados a la planta por el micelio
intra-radical (asociado a las células vegetales). EI amonio y el fosfato se regeneran en el
micelio intra-radical para ser transferidos a la célula vegetal. A cambio del nitrégeno y el

fosforo, la planta le proporciona carbono organico al hongo (Madigan et al., 2015).

2.6. Efecto del petroleo en propiedades fisicas y quimicas del suelo

Los derrames de petroleo es una de las principales fuentes de contaminacion de suelos, ya que
ocasiona perturbaciones en los ecosistemas al afectar su estructura y bioprocesos (Zamora et
al., 2012). Entre las propiedades fisicas del suelo que se ven mas afectadas son: estructura del
suelo, debido a la ruptura de los agregados, el aumento de la retencion del agua en la capa
superficial, disminucion de la porosidad, reduccion de intercambio gaseoso, reduccion de la
transmision de luz y reduccién el potencial hidrico ocasionada por la formacion de una capa
impermeable sobre la superficie del suelo (Ortinez et al., 2003; Serrano et al., 2013; Mena et
al., 2016; Jiménez-Ballesta, 2017). Las propiedades quimicas mas afectadas son: el aumento
del carbono organico, debido a que el 75% del carbono del petréleo es oxidable, la
disminucion del pH, ocasionada por la acumulacion de carbono organico y la generacion de
acidos organicos, incremento de la conductividad eléctrica y capacidad de intercambio
cationico ademas del incremento en el porcentaje de saturacion de bases (Zamora et al., 2012;
Jiménez-Ballesta, 2017). También se produce un desequilibrio en la disponibilidad de
nutrientes como el N y P, debido al aumento de la relacion C: N y C: P, ocasionada por la
inmovilizacion de estos nutrientes por los microorganismos del suelo (Ferrera-Cerrato y
Alarcon, 2013).
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2.7. Teoria de toxicidad y hormesis a contaminantes

Se denomina toxicidad a la actividad toxica, concreta y especifica, vinculada con una
sustancia exdgena al organismo (xenobidtico) por su interaccion con moléculas endogenas
(receptor) que puede producir un efecto nocivo sobre un ser vivo, y como la vida, tanto animal
como vegetal, es una continua sucesion de equilibrios dinamicos; 16s toxicos son los agentes
quimicos o fisicos, capaces de alterar alguno de estos equilibrios (Bello y Lopez de Cerain,
2001; Repetto y Repetto, 2009). La toxicidad en el ambiente se manifiesta en la variacion y/o
reduccion de la productividad del componente vivo, asi como de los organismos que habitan
en él (Sanchez, 2003). Sin embargo, se han identificado una serie de procesos durante los
cuales una dosis baja o subletal de una sustancia o estimulo estresante es capaz de activar una
respuesta adaptativa que incrementea la resistencia de una celula u organismo frente a un
estrés severo, a este efecto se le conoce como hormesis (Calabrese y Baldwin, 2003; Lopez-

Diazguerrero et al., 2013).

La hormesis es un fendmeno dosis-respuesta que se caracteriza por la estimulacion de dosis
bajas de un agente quimico o bien un factor ambiental, que es dafiino a dosis altas, lo cual
induce una respuesta adaptativa y/o un efecto benéfico en la celula o el organismo (Calabrese
y Blain, 2009; Lopez-Diazguerrero et al., 2013). Es decir, es una relacién dosis-tiempo-
respuesta en la cual hay una dosis inicial dependiente de una respuesta tdxica, seguida por una
respuesta compensadora/rebote (Calabrese et al., 2012). Asi mismo, la dosis hormética a la
cual responde una celula u organismo puede variar dependiendo el individuo y sus
caracteristicas (Kouda e Iki, 2010). Como consecuencia de ello, las curvas hormeticas son
bifasicas y no monotonicas, y se representan en forma de <<Js> 0 bien como una <«Us>
invertida (Figura 10). La curva en forma de <<J-> respresenta una disfuncion biolégica o dafio
toxico (Figura 10a), mientras que la curva en forma de <«<Uss invertida representa una funcion
bioldgica normal como el crecimiento de un organismo o la proliferacion celular (Figura 10b).
La zona hormética (zona rayada) muestra una frecuencia menor que lo que ocurriria de
manera espontanea sin exposicion al agente hormético (Figura 10c) (Lopez-Diazguerrero et
al., 2013).
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Figura 11. Curva hormética bifésica dosis-respuesta. a: curva en forma de <<J>>. b: curva en
forma de <<Us> invertida. c: detalle de la zona hormética en la curva <<Us> invertida (LOpez-

Diazguerrero et al., 2013).

2.8. Efecto del petroleo en leguminosas

La fitotoxicidad del petréleo ocurre en las diferentes etapas fenoldgicas de la planta, siendo
los estadios de germinacién y crecimiento inicial de las plantulas las méas sensibles a los
contaminantes (Pernia et al., 2018). El efecto se manifiesta al retardar la germinacion de
semillas, reduce la altura de la planta, induce un inadecuado desarrollo y comportamiento de
la raiz, disminuye la densidad de tallos, provoca clorosis y amorfismo de hojas, necrosis de
follaje y raiz, ocasionando una disminucion en la tasa fotosintética, reduccién de biomasa
aérea y radical, e incluso la muerte de la planta (Méndez-Natera et al., 2004; Hernandez-
Valencia et al.,, 2017; Pernia et al., 2018; Morales-Guzméan et al., 2020). Diversos
investigadores reportan efectos negativos en parametros de crecimiento y produccion de

leguminosas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto de los hidrocarburos en leguminosas.

Planta HTP (mg/kg) Efecto Autor
Crotalaria sp. (Chipilin 25000 Negativo en altura de Rivera-Cruz et al., 2005
silvestre) planta, biomasa seca,

nimero de nodulos y
Leghemoglobina

Mimosa pigra (Zarza) 20000 Negativo en Vazquez-Lunaetal., 2010
Crotalaria incana emergencia, altura,
(cascabelillo) longitud radicular y
materia seca
Leucaena leucocephala 5000 Negativo en Minoui et al., 2015
(guaje) germinacion, biomasa
Medicago sativa aérea y radical
(alfalfa)
Phaseolus vulgaris 3000 Negativo en Arias-Trinidad et al., 2017
(frijol) emergencia, longitud
radical y biomasa total
Mimosa pigra (Zarza) 14 303 Negativo en

produccion de raiz, Chavez-Alvarez et al., 2019
hojas, tallos y ramas,

cantidad de nddulos y

de su viabilidad.

Clitoria ternatea 39 000 Negativo en biomasa Morales-Guzméan et al., 2020
(conchita azul) seca aérea, radical y
total

HTP: Hidrocarburos totales del petroleo

2.9. Efecto del petréleo en la microbiota del suelo

Los microorganismos del suelo son alterados por la presencia de hidrocarburos, provocando
un desequilibrio en las poblaciones microbianas, importantes en la asimilacion y reciclado de
nutrientes (Vazquez-Luna et al., 2011; Pentreath et al., 2015). Hay poblaciones que se ven
disminuidas por metales pesados presentes en el petroleo como cadmio (Cd), cobre (Cu),
hierro (Fe), plomo (Pb) y zinc (Zn) (Khan et al. 2013). Las comunidades de microorganismos
tolerantes a la presencia de hidrocarburos, inducen la seleccion de poblaciones resistentes al
contaminante, y desapareciendo o disminuyendo las especies menos resistentes (Cuadro 3)
(Pentreath et al., 2015). Estos microorganismos utilizan a los hidrocarburos como una nueva
fuente de carbono y aumentan su actividad enzimatica y metabdlica, para sobrevivir a estas
condiciones de estrés (Labud et al., 2007). Estos atributos propician las fluctuaciones
poblacionales de los hongos y bacterias autdctonos y realizan, de manera natural, la
degradacion quimica del petroleo presente en el suelo (Rivera-Cruz et al., 2002).
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Cuadro 3. Efecto de los hidrocarburos en la microbiota del suelo.

Microorganismo Hidrocarburos Efecto Autor
del petréleo
Gigaspora margarita 25 - 100 pg/mL  Negativo, en la germinacion de Alarcén et al., 2006
HAP esporas en un 42.8%
Azospirillum brasilense 15 g/kg HAP Negativo. Disminuyé la Muratova et al,
SR80 poblacién entre un 30-41% 2010
Azotobacter sp. 5000-5200 Negativo. Disminucion de la Johnetal., 2011
mg/kg HTP poblacion por la limitacion de
nitrégeno
Rhizobium meliloti 10124 Mg/kg Positivo, en la  biomasa Tengetal., 2011
HAP microbiana y la actividad de la
deshidrogenasa
Glomus claroideum 7500 mg/kg Positivo, en la colonizacion en Herndndez-Ortega
Glomus diaphanum y HTP los primeros cuatro dias de etal., 2012
Glomus albidum exposicion

Negativo, en la colonizacién
después del quinto al dia 60

Glomus intraradices 7500 mg/kg Negativo, en la colonizacion de Diaz-Martinez et
HTP raices al., 2013

BVLFN, BSP, Rizohios 12000 mg/kg Negativo, en la poblacion de Alarconetal., 2019

nativos y HMA HTP BVLFN, BSP, nddulos de

rizobios y esporas de HMA.

BVLFN: Bacterias de vida libre fijadoras de nitrdgeno; BSP: Bacterias solubilizadoras de fosforo;
HMA: Hongos micorricos arbusculares; HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos; HTP:
Hidrocarburos totales del petroleo.

2.10. Tecnologias bioldgicas para recuperar suelos contaminados con hidrocarburos

Las tecnologias biologicas o biorremediacién se define como procesos para reducir, eliminar,
transformar o degradar contaminantes o sustancias nocivas mediante mecanismos bioquimicos
y metabolicos de organismos vivos (plantas, hongos, bacterias) (Abubakar, 2015). El uso de
tecnologias de biorremediacién depende de la capacidad de biodegradacion de los
microorganismos, las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y de las caracteristicas quimicas
del contaminante (Singh y Chandra, 2013). En el caso especial de los hidrocarburos, estas
tecnologias son utilizados para acelerar el proceso de degradacién de los compuestos
susceptibles a la biodegradacion (Velasco y Volke, 2003).

La biorremediacion puede emplear organismos propios del sitio contaminado (autoctonos) o
de otros sitios (exdgenos), puede realizarse en el sitio sin necesitar excavar el material
contaminado (in situ), o bien escavandolo para ser tratado en el sitio (on site) o fuera de él (ex

situ), en condiciones aerobias (en presencia de oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno) (Velasco y
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Volke, 2003). Estos se clasifican dependiendo de las caracteristicas y las necesidades del

proceso de descontaminacion (Figura 12) en:

BIORREMEDIACION
1

v v
Tecnologias in situ Tecnologias ex situ

y A

« Atenuacion natural * Biorreactores

* Bioaumentacién . Composte_o

* Bioestimulacion + Landfarming

» Biolabranza

* Bioventeo

* Fitorremediacion

Figura 12. Clasificacion de tecnologias de remediacién bioldgicas (Velasco y Volke, 2003;

Tomei y Daugulis, 2013)

Tecnologias in situ

Atenuacién natural: Proceso natural de descontaminacion pasiva que depende de mecanismos
de adveccidn, dispersion, absorcion, transformacion bidticos y abioticos, para reducir y
eliminar los contaminantes sin alterar las condiciones del suelo (Chiu et al., 2013; Kuppusamy
etal., 2019).

Bioaumentacion: Inoculacion de consorcios o cepas vivas enriquecidas y aclimatadas en sitios
donde la microflora nativa son insuficientes para degradar eficientemente los contaminantes,
logrando el aumento de las poblaciones microbianas para una mayor capacidad de
degradacion (Tomei y Daugulis, 2013; Szulc et al., 2014; Kuppusamy et al., 2019).

Bioestimulacion: Adicién de nutrientes apropiados (nitrégeno, fésforo, oligoelementos) a
microorganismos autdctonos para proporcionar un entorno de reaccion favorable al desarrollo
de vias metabolicas que aumenten la biodegradacion de contaminantes (Tomei y Daugulis,
2013; Souza et al., 2014; Kuppusamy et al., 2019).

Biolabranza: Remocion del suelo contaminado para ser mezclado con agentes de volumen,
nutrientes y suelo limpio, movidos periodicamente para favorecer la aireacion y optimizando

la velocidad de degradacion (Velasco y Volke, 2003).
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Bioventeo: Consiste en estimular la biodegradacion en condiciones aerobias suministrando
gases como el oxigeno en el sitio contaminado a traves de pozos de extraccion, por
movimiento forzado (extraccién o inyeccion), con bajas velocidades de flujo, con el fin de
mantener la actividad microbiana (Velasco y Volke, 2003; Kuppusamy et al., 2019).

Fitorremediacion: Utilizacion de plantas con la capacidad de absorber, acumular, metabolizar
0 estabilizar contaminantes (orgéanicos e inorganicos) en suelos y sedimentos (Delgadillo-
Lopez et al., 2011).

Tecnologias ex situ

Biorreactores: Consiste en excavar el suelo contaminado e introducirlo en un reactor donde se
mezcla constantemente con agua, nutrientes y microorganismos, en la que la degradacion se
lleva a cabo en la fase acuosa por microorganismos en suspension o inmovilizados en la fase
solida. Si el proceso tiene éxito, el suelo se devuelve y los liquidos son tratados como aguas
residuales (Velasco y Volke, 2003).

Composteo: Proceso biolégicamente controlado, por el cual se tratan suelos y sedimentos
contaminados con compuestos 0 materia organica, gracias a la accion de diversos

microorganismos en condiciones termdfilas (Kumar et al., 2011).

Landfarming (siembra en tierra): consiste en la dispersion de suelo contaminado en una capa
delgada a través de un terreno destinado a tal fin. Los minerales, nutrientes, humedad y aire
que se agregan a la delgada capa de tierra contaminada estimula la actividad microbiana

(Kuppusamy et al., 2019).

2.10.1. Definicion y caracteristicas de la fitorremediacion

La fitorremediacion es definida como la capacidad de ciertas plantas de utilizar procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos, para absorber, acumular, degradar, eliminar, estabilizar,
metabolizar y volatilizar contaminantes presentes en el ambiente (Delgadillo-Lopez et al.,
2011; Kuppusamy et al., 2019). La fitorremediacién aplicada a suelos contaminados con
elementos 0 compuestos inorganicos, incluye técnicas de: fitoextraccion o fitoacumulacion,

fitoestabilizacion, rizodegradacion y fitovolatilizacion (Marrero-Coto et al, 2012).
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Los principales mecanismos involucrados en la fitorremediacién de hidrocarburos del petroleo
son la fitoestabilizacion y rizodegradacion, que consisten en la inmovilizacion de los
contaminantes a través de su absorcion y acumulacion en las raices o precipitacion en la
rizosfera, lo que ocasiona una disminucion en su movilidad y permite una mejor
biodisponibilidad para otras plantas y microorganismos (Marrero-Coto et al, 2012; Khan et
al., 2013). En la rizosfera se produce un microambiente propicio, para que las plantas puedan
beneficiarse de la actividad de microorganismos que poseen vias y capacidades metabdlicas
para la degradacion de hidrocarburos del petr6leo; obteniéndose agua, dioxido de carbonos y

productos menos toxicos que el original (Wolicka et al., 2009; Fester et al., 2014).

2.11. Leguminosas en la fitorremediacion

La fitorremediacion como técnica bioldgica permite llevar a cabo la descontaminacién de
suelos, debido a la capacidad restauradora de algunas plantas (Velasquez, 2017). Las
leguminosas se han estudiado por diversos autores por su habilidad de fitorremediar suelos
contaminados con hidrocarburos del petréleo (Cuadro 4.), las cuales presentan niveles de
tolerancia a dosis bajas de hidrocarburos en el suelo, y hospedan comunidades microbianas

que utilizan como fuente de carbono y energia a los hidrocarburos (Hall et al., 2011).

Cuadro 4. Leguminosas en la fitorremediacién de hidrocarburos.

Especie Autores Observaciones

Medicago sativa L. Wei y Pan, 2010 Mostro eficiencia para la eliminacion de
HAP en cinco niveles que oscilaron
entre 0 y 322 mg/kg

Promovi6o la degradacion de los
hidrocarburos mediante la interaccion de
rizosfera, microorganismos y
fertilizantes

Eliminé 37.2% de HAP en suelo con

concentracion inicial de 4 916 a 8 620

Maldonado-Chavez et al.,
2010

Leucaena leucocephala

Medicago sativa L. Teng et al., 2011

Medicago sativa L.
Leucaena leucocephala

Sorghum sativa
Onobrychis sativa

Phaseolus vulgaris

Medicago falcata L.

Liu et al., 2012
Rivera-Cruz et al., 2012

Baneshi et al., 2014

Nwoko, 2014

Panchenko et al. 2017

Ha/kg

Degrad6 un 37.93% de un suelo
contaminado con 10 000 mg/kg HTP
Sobrevivio a una concentracion de
78456 mg/kg de petréleo intemperizado
Elimin6 22 y 16 % de pireno y
fenantreno respectivamente, de suelo
con un rango de 1 000 a 6 000 mg/kg
HAP

Mostré una alta descomposicion HTP de
suelo contaminado con 2%, 4% y 8%
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(v/w) en asociacion con HMA

Phaseolus vulgaris Avrias-Trinidad et al., 2017 Redujo un 18% de HTP con suelo
contaminado en un rango 0.2 a 49 g/kg
Expuso a concentraciones de 1 500 a 9
000 mg/kg de HTP, encontrando que
esta especie puede ser utilizada como
bioindicadora

Clitoria ternatea Somtrakoon et al., 2018 Eliminé un 76% y 63% de un suelo

cv. Pailin contaminado  con  concentraciones
iniciales de 86.3 mg kg™ de antraceno y
74.1 mg kg* de pireno respectivamente.

HAP: Hidrocarburo aromatico policiclico; HMA: Hongo micorricico arbuscular; HTP: Hidrocarburos
totales del petroleo

2.12. Bacterias y hongos en la degradacion de hidrocarburos del petroleo

Los hidrocarburos en el medio ambiente se biodegradan principalmente por bacterias,
levaduras y hongos (Das y Chandran, 2011). La degradacion de los hidrocarburos por
poblaciones nativas de bacterias y hongos es bien conocida, ya que estos utilizan los
hidrocarburos como fuente de energia y carbono, a través de diferentes actividades
enzimaticas extracelulares e intracelulares (Marchand et al., 2017). Las bacterias funcionan
como degradadores primarios del petréleo, incluso se sabe que hay bacterias que se alimentan
exclusivamente de hidrocarburos conocidas como hidrocarbonoclastas (Das y Chandran,
2011). Bacterias de los géneros Achromobacter, Acinetobacter, Arthrobacter, Azoarcus,
Brevibacterium,  Cellulomonas,  Corynebacterium,  Flavobacterium,  Marinobacter,
Micrococcus, Nocardia, Ochrobactrum, Pseudomonas, Stenotrophomaonas y Vibrio se
catalogan como degradadores de hidrocarburos. Los hongos de los géneros Aspergillus,
Amorphoteca,  Fusarium,  Graphium, Neosartoria, = Paecilomyces,  Penicillium,
Sporobolomyces, Talaromyces y levaduras de los géneros Candida, Pichia, Pseudozyma
Rhodotorula y Yarrowia desempefian un papel vital en la degradacion de los contaminantes de
hidrocarburos de petréleo (Varjani, 2017). Sin embargo, determinar el potencial de
degradacion de los microorganismos sigue siendo un desafio, ya que los contaminantes mas
recalcitrantes se degradan mas lentamente que los componentes labiles, ademas las
poblaciones nativas se ven afectadas por factores abioticos o que la poblacion que pueden
tolerar, en ocasiones se encuentran en una abundancia muy baja y limitan la degradacion

completa de los hidrocarburos (Marchand et al., 2017).
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2.13. Procesos de oxido-reduccion de hidrocarburos del petréleo

El petroleo es una rica fuente de materia organica y, por ello, los microorganismos usan
rdpidamente los hidrocarburos cuando el petrleo se pone en contacto con el aire y la
humedad, los microorganismos lo usan como fuente de energia y carbono por diferentes vias
metabolicas para su desarrollo, este proceso es denominado mineralizacion. Este proceso se
puede llevar acabo tanto de manera aerébica como anaerdbica (Leung et al., 2007; Madigan et
al., 2015). Los microorganismos consumen el petréleo al oxidarlo a C02 y metabolitos
intermedios. Las bacterias oxidantes del petrdleo crecen con rapidez después de un vertido, en
las condiciones ideales, se puede oxidar hasta el 80% de los componentes no volatiles del
petréleo, pero algunas fracciones del petroleo, como las que contienen los hidrocarburos
policiclicos y los ramificados, permanecen en el ambiente por mucho tiempo. Estas fracciones
pueden ser oxidas por bacterias del grupo Azospirillum (Huang et al., 2004; Muratova et al.,
2005; Gatazka et al., 2012), Azotobacter (Acufia et al., 2010; John et al., 2011) y Rhizobium
(Johnson et al., 2004; Teng et al., 2011), también los hongos micorricicos (Alarcon et al.,
2006) pueden consumir los hidrocarburos. El éxito de este proceso depende si la temperatura,
nivel de oxigeno, concentracion de nutrientes como N y P, actividad enzimatica y poblacion

microbiana son optimas (Meckenstock y Mouttaki, 2011; Madigan et al., 2015).

2.13.1. Proceso de degradacion aerdbica de los hidrocarburos del petréleo

El catabolismo aerobio de los hidrocarburos es un proceso répido debido a la ventaja
metabdlica de disponer de O como aceptor de electrones. La etapa inicial de la oxidacion de
los hidrocarburos requiere oxigeno molecular (O2) como reactivo, uno de cuyos atomos se
incorpora, esta reaccion es catalizada por oxigenasas y peroxidasas. EI proceso de degradacion
se lleva a cabo por diferentes vias metabdlicas que convierten a los contaminantes en
productos intermedios del metabolismo intermediario central (Figura 13). La biosintesis de la
biomasa celular se produce a partir de los metabolitos precursores centrales. El producto final
de la secuencia de reaccion es acetil-CoA, que se cataboliza en el ciclo del acido citrico (en el
cual el acetil-CoA es transformado en malato, que a su vez se puede convertir en oxalacetato,
para hacer de esqueleto carbonado para los aminoacidos o se puede convertir en glucosa),
junto con la produccién de electrones para la cadena de transporte de electrones. Los azlcares
requeridos para diversas biosintesis y el crecimiento se sintetizan mediante gluconeogeénesis.

La secuencia se repite para degradar progresivamente las cadenas de hidrocarburos y en
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muchos casos el hidrocarburo se oxida completamente a CO; (Fritsche y Hofrichter, 2008;
Das y Chandran, 2011; Madigan et al., 2015). La degradacion de los hidrocarburos depende
gran parte de su composicion, por lo que la degradacién microbiana se da en el siguiente
orden: saturados lineales > saturados ramificados > cicloalcanos/ aromaticos con uno o dos

anillos > aromaticos policiclicos con méas de dos anillos (Peng et al., 2009).

2.13.2. Degradacion aerdbica de hidrocarburos saturados

La ruta consiste en la oxidacion del grupo metilo terminal hasta carboxilo, se combierte en un
compuesto hidrofébico, acido graso que se puede asimilar por B-oxidacion. La oxidacion es
secuencial, pasando de metilo a alcohol, aldehido, y que queda activado en forma de acetil-
coenzima A (Figura 14) (Castillo-Rodriguez et al., 2005). EI primer paso requiere un a&tomo
del O, en un atomo de carbono terminal catalizada por una monooxigenasa. El producto final
de la secuencia de reacciones es un acido graso, el cual es oxidado mediante B-oxidacion, una
serie de reacciones en las que se separan dos carbonos del acido graso en cada paso. Durante
la B-oxidacion se forman NADH que se oxidan en la cadena de transporte de electrones para
generar energia. Un solo ciclo de -oxidacion libera acetil-CoA méas un nuevo acido graso con
dos atomos de carbono menos que el original. El proceso se repite y se libera otra molécula de
acetil-CoA. El acetil-CoA formado por p-oxidacion es oxidado a través del ciclo del &cido
citrico o se utiliza para producir nuevo material vegetal (Castillo-Rodriguez et al., 2005;
Madigan et al., 2015).
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Figura 13. Degradacion aerdbica de los hidrocarburos (Das y Chandran, 2011).

2.13.3. Degradacion aerdbica de hidrocarburos aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos son componentes del petréleo que presenta mayor persistencia
en el medio ambiente debido a su estabilidad, por lo que su degradacion transcurre a través de
los intermediarios catecol y protocatecuato, que posteriormente son catalizadas por
oxigenasas. Una vez que se forma el catecol se puede cortar y degradar en compuestos que
entran en el ciclo de Krebs tales como succinato, acetil-CoA y piruvato (Castillo-Rodriguez et
al., 2005; Madigan et al., 2015). Varias etapas del catabolismo aerébico de los hidrocarburos
aromaticos son catalizadas por oxigenasas, como la dioxigenasa que cortan un anillo (Figura
15a) o hidroxila un anillo (Figura 15b). El proceso finaliza con la oxidacion completa de los
hidrocarburos arométicos a CO. y los electrones entran en la cadena de transporte de

electrones o se usan para elaborar nuevo material celular (Madigan et al., 2015).
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Figura 14. Degradacion de un hidrocarburo alifatico (Madigan et al., 2015).
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Figura 15. Degradacion de un hidrocarburo aromaticos (Madigan et al., 2015).
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CAPITULO IIl. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Definir la combinacion Clitoria-dosis-tiempo de exposicion a petroleo crudo bioestimuladora
de la degradacién de hidrocarburos totales del petréleo y la tendencia hormética a dosis de
petréleo del crecimiento, produccién, proteina cruda y actividad microbiana simbiotica,
recomendable para integrar una tecnologia de fitorremediacion de Gleysols contaminados del
estado de Tabasco.

3.2. Objetivo especificos

1. Obtener la combinacién Clitoria-dosis-tiempo de exposicion a petréleo que afecta la
respuesta en crecimiento, biomasa, nimero, didmetro, formas de nddulos, acumulacion de
proteina cruda aérea y vaina, poblacion de Azotobacter, colonizacién intraradical de

estructuras del hongo micorricico arbuscular en Clitoria.

2. Comparar la respuesta de Clitoria sp y C. ternatea a diferentes dosis y tiempos de
exposicion a petréleo en 26 variables de crecimiento, produccion, proteina cruda, nddulos,
poblacién de Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium y estructuras del hongo micorricicos

arbuscular.

3. Determinar el efecto de Clitoria en variables de crecimiento, produccién, proteina cruda,
nodulacion, poblacion de bacterias Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, estructuras del
hongo micorricicos arbuscular y degradacion de hidrocarburos totales del petroleo en

diferentes tiempos de exposicion a petrdleo.

4. Explicar que factores y variables se relacionan con la degradacion de hidrocarburos totales
del petréleo fresco segun la combinacion Clitoria-dosis-tiempo de exposicion, tipo de

Clitoria y tiempo de exposicién a petroleo.
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CAPITULO IV. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general

La tecnologia de fitorremediacion ex situ para Gleysols del estado de Tabasco depende del

sistema rizosferico de Clitoria, dosis y tiempo de exposicion a petrdleo que bioestimule la

degradacion de hidrocarburos totales del petroleo, asi mismo de la sensibilidad del

crecimiento, produccion, nodulacion, proteina y actividad microbiana simbiotica de Clitoria

para inducir respuestas de adaptacidn a condiciones de estrés derivadas de la contaminacion.

4.2. Hipotesis especificas

1.

C. ternatea es una especie que combinada con dosis y tiempo de exposicion a petroleo
induce una mejor respuesta que Clitoria sp, en crecimiento, biomasa, himero, didmetro,
formas de nodulos, acumulacion de proteina cruda aérea y vaina, asi como en poblacion
de Azotobacter y colonizacion intraradical de estructuras del hongo micorricico
arbuscular.

La leguminosa nativa de zonas petroleras del estado de Tabasco Clitoria sp expuesta a
diferentes dosis y tiempo de exposicion a petrdleo genera curvas dosis-respuesta
hormeticas en el mayor nimero de variables de crecimiento, produccion, nodulacion,
proteina, poblacion de Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium y estructuras del hongo
micorricicos arbuscular, mientras que C. ternatea es menor esta respuesta.

Clitoria sp respecto a C. ternatea induce una mejor respuesta en variables de
crecimiento, produccion, proteina cruda, nodulacion, poblacion de bacterias
Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, estructuras del hongo micorricicos arbuscular y
degradacion de hidrocarburos totales del petroleo en diferentes tiempos de exposicion a
petrdleo.

La degradacién de hidrocarburos totales del petrdleo en sistema rizosférico de Clitoria
presenta relacion positiva significativa con la colonizacion de hongos micorricicos
arbusculares y negativa con bacterias reguladoras de crecimiento vegetal, pero esta

relacién es diferente segun el tipo de Clitoria y tiempo de exposicion a petroleo.
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CAPITULO V. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Agricola y Ambiental del
Colegio de Postgraduados Campus Tabasco, que se localiza en el municipio de Céardenas,
Tabasco, México. El experimento se desarrolld en seis etapas secuenciales: Etapa I. Etapa de
campo, Etapa Il. Microtunel, Etapa Ill. Laboratorio y Etapa 1V. Andlisis estadistico (Figura

16).

Colecta de suelo y Km 2 Carretera Cardenas —
Etapa I. Campo procesamiento de suelo » Huimanguillo, R/A Paso vy
playa
Y
Colecta y viabilidad de
semillas —
Crecimiento vegetal
v * Longitud de planta
o i > (cm)
Etapa II. Microtunel Bloensayo * Tasa de crecimiento
relativo (cm/dia)
Y
Planta

* Biomasa aérea (Q)
* Biomasa radiz ()
* Nodulos: Biomasa (g), numero, forma, leghemoglobina
(%), Diametro (@ mm)
* Proteina cruda aérea y vaina (%)
Quimicas
e HTP (mg/kg)
Bacterias (UFC gt r.s.)
*  Azotobacter rizosfera
* Azospirillum rizosfera
* Rhizobium (nédulo)
Hongos micorricicos arbusculares (%)
» Hifas, vesiculas, arblsculos y esporas intraradicales
» Esporas extraradicales en suelo (10g).

I

Anélisis de varianza
Prueba de medias (Tukey p<0.05)
Correlacion pearson

Etapa Il1. Laboratorio

Etapa IV. Anélisis de datos

Figura 16. Flujograma del proceso de investigacion.
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5.1. Etapa I. Campo

5.1.1. Colecta de suelo y procesamiento de suelo

Un suelo Gleysols sin impacto de contaminacion fue colectado en el ejido Paso y playa,
municipio de Céardenas, Tabasco (UTM: 0461719 y 1985998 15 Q). El suelo (800 kg) fue
colectado en marzo 2019 desde un punto en el horizonte superficial (0-30 cm). El suelo fue
secado bajo techo, se tamiz6 a través de malla (5 mm abertura) y se determind las propiedades
quimicas de una muestra compuesta antes de establecer la mezcla con diferentes
concentraciones de petroleo fresco. Las propiedades del suelo no contaminado fueron: Textura
arcilloso (método del hidrémetro; Bouyoucos 1962); pH moderadamente é&cido (6.4);
contenido de materia orgénica extremadamente rico (6.5%) (Walkley and Black, 1934); N
inorganico alto (55 ppm) (micro-Kjeldahl, arrastre de vapor, DOF, 2002); capacidad de
intercambio de cationes baja (9.62 cmol/kg) (método acetato de amonio 1IN pH 7.0, DOF,
2002).

5.1.2. Caracteristicas, colecta de Clitorias y viabilidad de semillas

Clitoria sp y Clitoria ternatea L. fueron seleccionadas; la primera por ser una especie que
crece silvestre en area de influencia de las emisiones particuladas y gaseosas de la fosa de
quema de la Bateria Paredon, Rancheria Los Naranjos, la. seccion, Huimanguillo, Tabasco,
mientras que la segunda fue colectada en el municipio de Acayucan Veracruz en donde se
utiliza como fuente de proteina para el ganado bovino. Se colecto semilla de las dos especies y
se trasportaron al campo exprimental del Colegio de Postgraduados, ubicado en H. Cardenas,
Tabasco México para su multiplicaron bajo condiciones controladas y producir la semilla a

utilizar en esta investigacion

La morfologia de las dos Clitorias es: planta bianual o perenne de vida corta, semiarbustiva y
trepadora, alcanza una altura de 60 a 70 cm. Sus tallos son finos de 0.5 a 3 m de largo, hojas
pinadas de cinco a siete foliolos oblongo-lanceolados de 1.5 a 7.0 cm de largo y de 0.3 a 4.0
cm de ancho, ligeramente pubescentes. Flores simples o pareadas, con pedicelos gemelos
ubicados a 180° y con forma de embudo invertido, blancas o azuladas de 2.5 a 5.0 cm de
longitud. Las vainas son alargadas y planas, de 6 a 12 cm de largo y de 0.7 a 1.2 cm de ancho,
con mas de 10 semillas (negras, verde olivo, café o moteadas) de 4.7 a 7.0 mm de largo y 3

mm de ancho, sus raices son fuertes y profundas (Villanueva et al., 2004). Algunas diferencias
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son diametro de la base del tallo (3.14 +0.15 para Clitoria sp y 2.60 +0.23 para C. ternatea) y

semillas (color café para Clitoria sp y negro para C. ternatea) (Figura 17).

La prueba de viabilidad de semillas se realizé en el laboratorio de Microbiologia Agricola y
Ambiental del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco. Las semillas de ambas especies
recibieron un tratamiento de escarificacion con agua caliente por inmersion (agua a 80°C por

tres minutos, se retird y se dejo secar) (Sierra, 2005).

Figura 17. Flor, fruto y semillas de Clitoria sp (a) y Clitoria ternatea (b). (Fotografia cortesia
Rivera-Cruz, 2020).

5.2. Etapa Il. Microtunel

5.2.1. Suelo contaminado y designacion de experimento

El petréleo crudo mediano usado en este experimento contiene similares caracteristicas que
indica Orocio-Carrillo et al. (2019): petréleo crudo mediano de 10.8° (API), gravedad
especifica 0.84 g cm, 56.4, 23.7 y 14 % de fraccion alifatico, aromatica y polares+resinas y
asfaltenos, respectivamente. El petréleo se obtuvo del campo petrolero "Cinco Presidentes” La
Venta, Tabasco, México (18° 12' 11.8" N y 94° 08' 37.8" O). En total fueron 30 tratamientos
con 3 repeticiones [dos leguminosas (Clitoria sp, y C. ternatea), cinco concentraciones de
petréleo (0, 3, 10, 20 y 30 g/kg) y tres tiempos de exposicién a petréleo que coinciden con las
fases fenoldgicas de la planta (crecimiento al dia 30, floracién al dia 75, fructificacion al dia
120)]. Los 30 tratamientos (T) se establecieron en microtunel a una temperatura ambiental de
34+12°C, pero el tiempo de permanencia fueron; 10 T por 30, 10 T por 75y 10 T 120 dias.
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La inicial concentracion de petréleo (g) en la unidad experimental (UE) fue de manera
secuencia: 6, 20, 40 y 60 g de petréleo fresco en 2000 g de suelo seco con tamafio de diametro
de particula de 5 mm. El suelo y el petréleo fue manualmente homogenizado con una barrilla
de vidrio. Cada UE consistio de un vaso de vidrio (17.5 cm didmetro y 22.3cm alto) con
2000g de suelos seco y plantado con Clitoria sp o Clitoria ternatea. Las 90 UE con planta

fueron regadas cada 24 horas con agua potable, manteniendo humedad a capacidad de campo.

5.2.1.1.Crecimiento vegetal

El crecimiento de Clitoria sp y C. ternatea fue evaluado en tres diferentes tiempos de
exposicion a petroleo (dias 30, 75 y 120) se cuantificd longitud de planta (LP) y tasa de
crecimiento relativo (TCR). La LP se midié desde la base del tallo hasta el &pice usando una
regla graduada (cm). La LP fue usada para determinar la TCR, aplicando la formula de
Morales et al., 2015):

__Inw2-Inwl
TCR_ T .................................................................................. (1)

Donde In: logaritmo natural. w: altura (cm). t: tiempo (dias)

5.3. Etapa Ill. Laboratorio

5.3.1. Planta

Las plantas de Clitoria sp y Clitoria ternatea fueron cosechadas a los dias 30, 75 y 120 para
evaluar biomasa seca aérea (BSA), radical (BSR), nédulo (BSN), flor (BFLO) y vaina (BSV),
proteina cruda, ademas de nimero de ndédulos (NNO), diametro de nédulos (DNO), forma de
nodulos (FNO) y leghemoglobina (LNO).

La BSR, BSA, BSN, BFLO y BSV fue cuantificada por la técnica gravimétrica después de
secar las diferentes materias frescas en una estufa de aire forzado (Scorpion Scientific, A-
52055) a 60°C por 72 h y pesando los materiales secos sobre una balanza semi-analitica

(Ohaus, Scout Pro SP202). Los resultados se expresaron en gramos.

La proteina cruda fue evaluada a partir de biomasa seca aérea (tallo y hojas) en las tres edades
de la planta (dia 30, 75y 120) y en la biomasa seca de la vaina, a 0.2 g de biomasa se le aplico
digestion con acido sulfurico y cuantificacion de nitrégeno total (N) usado método micro-
Kjeldhal (Jones et al., 1992). La proteina cruda se calculo con la formula de la AOAC (1980):
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mLHCIxNx1.4
PM

% Proteina=

Donde mL: Volumen de acido clorhidrico utilizado para titular la muestra. N: Normalidad del

acido clorhidrico. PM: Peso de la muestra en gramos.

El NNO se conté de manera directa, se separaron manualmente los nddulos de cada raiz y se
contaron. EI DNO fue medido en el centro horizontal del nddulo usando un vernier (Mitutoyo,
Modelo 500-196-30) (mm). La presencia de nodulos viables (con leghemoglobina, LNO) se
determiné de manera visual en una poblacion de 30 nddulos al azar (presencia de color
marrén-rojizo) segun Weaver y Frederick (1982). Forma de nodulos (FNO); Globoso (A),
cilindrico (B), ramificado (C), abanico (D) y rugoso (E), se determiné de manera visual segun
la clasificacion de Chmelikova y Hejcman (2012), se usoé el total de nddulos en cada tiempo

de exposicion para evaluar el porcentaje de formas.

5.3.2. Microorganismos

5.3.2.1.  Poblacion de Rhizobium y bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre

Se evaluaron al dia 30, 75 y 120 las poblaciones de Rhizobium en nodulo, bacterias de vida
libre fijadoras de N> de los géneros Azotobacter y Azospirillum rizosféricos, mediante la
técnica de cuenta viable por dilucion seriada en medios de cultivos especificos (Madigan et
al., 2015).

Para la determinacidn de bacterias de Rhizobium, los nédulos fueron procesados utilizando la
metodologia de Somasegaran y Hoben, 1994. La desinfeccién de los nddulos se realizo por
inmersion sucesiva en etanol al 95% por 1 min, hipoclorito de sodio al 3% por 3 min y
finalmente se lavaron cinco veces con agua estéril. Se depositdé 1 g de nddulos lavados y
desinfectados, en un frasco pequefio con 9 mL de agua estéril y se maceraron con una varilla
de vidrio. De cada frasco se tom6 100 pL de la suspension y se crecieron en medio levadura
manitol agar méas rojo Congo (ELMA+RC): 10 g manitol, 0.5 K;HPO4, 0.2 g MgSO4-7H-0,
0.1 g NaCl, 0.3 g CaCOs, 0.5 g extracto de levadura, 18 g de agar, 15 mL de rojo Congo y
1000 mL de agua destilada. Ajustando a un pH de 7.

Para la determinacion de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre del género Azospirillum
y Azotobacter, se pesaron 10 g de suelo, se suspendio en 90 ml de agua estéril y se agitd por

15 minutos con movimientos horizontales. La dilucion seriada se realizé6 tomando un mililitro
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del frasco con la solucién de suelo previamente homogenizado, este se colocé en el primer
tubo de ensayo y se agitd con el agitador tipo bortex; posteriormente de este tubo se tomo un
mililitro y se agrego al siguiente tubo de ensayo, repitiendo esta operacion hasta la dilucién
deseada. Del tubo de ensayo se tomd 100 L de la suspension y se crecieron en:

Medio de cultivo rojo Congo para Azospirillum: 0.5 g acido malico, 0.5 g K2HPO4, 0.2¢g
MgSQ4-7H20, 0.1 g NaCl, 0.5 g extracto de levadura, 0.015 g de FeCl3-6H-0, 4.8 g KOH, 15
mL rojo Congo, 20 g de agar y 1000 mL de agua destilada (Reinhold et al., 1987).

Medio cultivo Ashby para Azotobacter: 20 g manitol, 0.2 g K2HPOg4, 0.2 g MgSQO4-7H20, 0.2
g NaCl, 0.1 K»SO4, 5 g CaCOs3, 15 g de agar y 1000 ml agua destilada (Dobereiner et al.,
1976).

5.3.2.2.  Hongo micorricico vesiculo arbuscular

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) se evaluaron en raices secundarias de Clitoria
sp y C. ternatea al dia 30, 75 y 120 de exposicién a petréleo. La técnica para determinar la
colonizacién de estructura intraradicales del HMA fue por clareo y tincidén propuesta por
Phillips y Hayman (1970), que consistio en los siguientes pasos; las raices se lavaron con agua
sobre un tamiz de tamafio tal que no dejara pasar las raices, para eliminar todo el suelo
adherido, se seleccionaron 20 segmentos de aproximadamente 1 cm de largo, se colocaron en
tela-gasa, envolviéndolas para evitar su dispersion, se colocaron en un vaso de precipitados al
que se agregd KOH al 10%, en cantidad suficiente para cubrirlas durante 48 horas a
temperatura ambiente. Después de cada exposicion el KOH se elimind y las raices se
enjuagaron con agua destilada, las raices se cubrieron con peréxido de hidrogeno (H20>) al
3% y se dejo por 10 min, se retird el H.O2 y se enjuagd inmediatamente con agua destilada;
con el fin de remover todos los residuos de H20: se agregé HCI al 10% por 5 min, se enjuago
con agua destilada y se colocaron en un vaso de precipitados donde se le adiciond el colorante
azul tripano en lactoglicerol al 0.05% por 48 horas. Los 20 segmentos de raiz (1 cm de largo)
clareadas y tefiidas se colocaron en portaobjetos, sobre las raices se adicionaron gotas de
lactoglicerol para su observacion a 40X en microscopio en un total de 30 campos por unidad
experimental. El porcentaje de colonizacion se determina a partir de la siguiente formula
(Serralde y Ramirez, 2004):
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no. de intersecciones micorrizadas
no. de intersecciones observadas

% Colonizaciéon=

5.3.2.3.  Esporas extraradicales

La extraccion de esporas del suelo se realizé mediante la metodologia usada por Gerdemann y
Nicolson (1963), mas centrifugacién en gradiente de sacarosa (20 y 60%) (Daniels y Skipper,
1982). Se tomaron 10 g de suelo y se colocaron en un recipiente al que se le agrego 900 mL de
agua y se agito durante 40 segundos, se dejo reposar durante 30 segundos, posteriormente se
vertié en tamices de 500, 149 y 44 um, este proceso se realizd 5 veces para cada una de las
muestras experimentales. Se prepararon tubos de ensayo con gradientes de sacarosa, en cada
tubo se agregaron las dos soluciones de sacarosa y se dejo en reserva. Posteriormente en los
tubos con el gradiente de sacarosa se vertio el contenido retenido en el tamiz de 44 pm para
centrifugarlo 3800 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante obtenido se vertié en una caja Petri
con agua destilada para su observacion en estereoscopio (Zeiss, modelo steemi 2000) y se

reporta nimero de esporas en 10 g de suelo.

5.3.3. Remocion de petréleo

La prueba de remocion de petroleo se realizd determinando el porcentaje de perdida de
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) en suelo al dia 30, 75 y 120 respecto a los HTP
iniciales. La extraccion de los HTP se realizd en equipo Soxhlet (EPA, 1996), utilizando
diclorometano (Fermomt) con 99.5% de pureza.

La cuantificacion fue por método gravimétrico (DOF, 2006), utilizando 10 g de suelo humedo,
contenido en un dedal de papel filtro y la extraccion se realizd por cinco horas, el
sobrenadante se concentro en matraces con roto vapor. Los matraces con el concentrado de
petrleo permanecieron por 24 horas en desecador.

La concentracion de HTP residual se calculé mediante la ecuacion siguiente:

HTP (g/kg suelo seco)= Py ]: ;)oo e ) (3)

Donde HTP: (PM+ HTP extraidos del suelo)- (PM); PM: Peso del matraz de extraccion a peso

constante. Ps: peso del suelo de extraccion.
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5.4. Etapa IV. Analisis de datos

Los datos de las variables en estudio se les aplico analisis de varianza (ANOVA). La
homogenizacién de la variacion de los datos fue verificada mediante el programa estadistico
del SAS, versién 8.01 (SAS, 2005). Las diferencias entre las medias de las variables
crecimiento, produccion, nodulos, proteina cruda y actividad simbiotica rizosférica
(Azospirillum, Azotobacter, Rizobium y estructuras del hongos micorricicos arbusculares)
fueron evaluadas con la prueba de Tukey (p < 0.05) segun el disefio experimental con arreglo
factorial (5x2x3) y (2x5) tipo de Clitoria + dosis de petréleo (10 tratamientos) en cada tiempo
de exposicion para obtener las curva dosis de petréleo-respuesta de Clitoria sp y C. ternatea.
Se aplico correlacion de Pearson a degradacion (HTP) respecto a variables microbiologicos
(SAS, 2005).
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CAPITULO VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Crecimiento de Clitoria sp y C. ternatea en dosis y tiempo de exposicion a petréleo

La longitud de planta (LP) y tasa de crecimiento relativo (TCR) evaluadas en 30 tratamientos
con Clitoria sp y Clitoria ternatea en suelo con cinco dosis de petroleo fresco, tuvieron
diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05) en la comparacion de medias por efecto
del tiempo de exposicion a petréleo correspondientes a las fases fenoldgicas de crecimiento,
floracion y fructificacion (Figura 18a). La mayor LP (115 cm) fue de C. ternatea al dia 120 de
exposicion a 10 g/kg de petréleo y la menor 14.3 cm al dia 30 en C. ternatea expuesta a 30
g/kg de petréleo. Asi mismo, la mayor TCR (2.3 cm d?) fue en C. ternatea expuesta a 30 g de
petroleo al dia 75, y la menor con cero se presenta al dia 120 en Clitoria sp y C. ternatea sin
petroleo (T21) y C. ternatea (T26) con 3 g/kg petroleo (T 27) (Figura 18b).

La mayor altura y TCR de C. ternatea en la fase reproductiva (fase de fructificacion y
floracién) expuesta a 10 y 30 g de petrdleo crudo, muestra adaptacion de esta leguminosa a
condiciones de estrés inducido por la contaminacion, resultados contrarios en longitud de la
planta fueron reportados por Hawrot-Paw et al. (2015) en Pisum sativum L., cv. Eureka que
disminuy6 un 51% cuando se expuso a 20% biodiesel y 80% petréleo diésel. Sin embargo, la
respuesta adaptativa de plantas has sido reportado por Gonzalez-Moscoso et al (2019) en el pasto
L. hexandra que al dia 120 de exposicion a 30 g de petréleo la LP y TCR fue estaditicamente
igual al testigo. Esta respuesta adaptativa puede ser debido a que Clitoria ternatea responde al
estrés con mecanismo de defensa para protegerse del dafio, al respecto se ha observado que
cuando las plantas estan sujetas a estrés abidtico inducen aumento de moléculas reactivas de
oxigeno (MRO) en sus células que conducen al estrés oxidativo, y al contener altos niveles de
antioxidantes constituidos o inducidos, tienen mejor resistencia al dafio (Ullah et al, 2017). La
adaptacion controla los niveles de MRO por la regulacion de una red de defensa antioxidantes
gue incluyen reacciones enzimaticas, para evitar la toxicidad celular y asegurar sus funciones

de sefializacion como son el control de la proliferacién y muerte celular (Mittler, 2002).
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Figura 18. Longitud de planta (a) y tasa de crecimiento relativo (b) de Clitoria sp y Clitoria
ternatea por dosis y tiempos de exposicion a petroleo. Letras diferentes por columna indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05, n=4).

6.1.1. Dosis de petroleo-respuesta del crecimiento de Clitoria

Los resultados en la Figura 19a muestran que después de 30 dias de exposicion a 3 g/kg
petroleo la LP mayor (56 cm) fue en Clitoria sp y la menor (14 cm) en C. ternatea expuesta a
30 g. En este tiempo de exposicion Clitoria sp muestra una curva dosis respuesta en forma de
U-invertida con la mayor LP en 3 g de petroleo, y disminuye 31, 61y 67% en 10, 20 y 30 g/kg
petréleo respectivamente, respecto al tratamiento testigo. Sin embargo, C. ternatea en esta
fase fenoldgica (dia 30) muestra una respuesta inversamente proporcional a la dosis de

petrdleo en el suelo, siendo la mayor LP (25 cm) en suelo testigo.

Al dia 75 (fase de floracién) sin y expuesta a 3, 10, y 20 g de petroleo indujo la mayor LP
(105, 106, 105 y 105 cm, respectivamente) de C. ternatea, pero expuesta 30 g disminuye un

20% respecto al tratamiento testigo de esta especie. En esta fase fenoldgica Clitoria sp
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expuesta a 3, 10 y 20 g de petréleo incrementa un 4.7, 7.5y 4.7% la LP respectivamente, pero

decrece en suelos con 30 g; la curva dosis respuesta es en forma de U-invertida (Figura 19b).

Al dia 120 (fase de fructificacion) la mayor LP (114 cm) se obtuvo en Clitoria sp, y en C.
ternatea con 111, 115 cm expuesta a 3 y 10 g de petréleo, respectivamente. C. ternatea en esta
fase fenoldgica muestra una curva dosis respuesta hormetica en forma de U-invertida al
incrementar 1.8 y 5.2% la LP expuestaa 3y 10 g, y disminuye 4 y 14% expuesta a 20 y 30 g
de petrdleo. Lo contrario sucede con la LP de Clitoria sp que expuestas a 3, 10, 20 y 30 g de

petrdleo disminuye 7, 9,10 y 14 % respecto al tratamiento testigo (Figura 19c)

Al dia 30 del crecimiento de la planta la TCR mayor (1.6 cm d1) fue al exponer a Clitoria sp a
3 g/kg de petréleo, y la TCR disminuye 13, 77 y 95% en suelo con 10, 20 y 30 g. La curva
dosis respuesta hormesis en forma de U-invertida para esta fase (Figura 19d). La TCR de C.
ternatea disminuye conforme la dosis de petréleo incrementa en el suelo. Diferente respuesta
se observa al dia 75 de exposicion a petréleo (fase de floracion) en C. ternatea con una curva
dosis respuesta en forma de J, pero Clitoria sp disminuye la TCR hasta la dosis de 20 g e
incrementa expuesta a 30 g, con una curva irregular (Figura 19e). Al dia 120 de exposicion a
petroleo la TCR de Clitoria sp incrementa ligeramente respecto al testigo en suelo con las
cuatro dosis de petréleo, pero C. ternatea dosis de 10 g de petr6leo inducen incremento,
formando una curva dosis respuesta ligera en forma de U-invertida (Figura 19f).

La respuesta en LP y TCR se observd que ha concentraciones bajas de 3 y 10 g/kg de petroleo,
generaron un aparente proceso de hormesis, donde se induce un estimulo en el crecimiento de
Clitoria sp. y C. ternatea. El efecto de hormesis inducida por hidrocarburos del petr6leo en
plantas, ha sido reportada por diversos autores (Gonzalez-Moscoso et al., 2017; Pernia et al.,
2018; Orocio-Carrillo et al., 2019). Se ha propuesto que este estimulo en el crecimiento puede
deberse a que las plantas responden al estrés con mecanismos de defensa, provocado por
cambios metabolicos intracelulares o mecanismos de control fisiologico que les permite tener

mejor resistencia al dafio (Abha y Swaranjit-Singh, 2012; Olalekan, 2014; Pernia et al., 2018).
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Figura 19. Tendencia de longitud de planta al dia 30 (a), 75 (b) y 120 (c), y tasa de

crecimiento relativo al dia 30 (d),75 (e), 120 (f) de Clitoria sp y C. ternatea expuesta a

petréleo.
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6.2. Biomasa vegetal seca de Clitoria sp y C. ternatea en dosis y tiempo de exposicion a
petroleo

La biomasa seca radical (BSR) y aérea (BSA) evaluadas en 30 tratamientos integrados con
Clitoria sp y Clitoria ternatea y cinco dosis de petroleo fresco, tuvieron diferencias
estadisticas significativa (Tukey, p<0.05) en la comparacién de medias por efecto del tiempo
de exposicion a petroleo (Figura 20). La mayor BSR (2.5 g) fue al dia 120 en suelo sin
petréleo de Clitoria sp y la menor (0.06g) fue al dia 30 en C. ternatea expuesta a 30 g de
petréleo (Figura 20a). La mayor BSA (38.7 g) fue al dia 120 en Clitoria sp expuesta a 3 g de
petroleo y la menor (0.03g) al dia 30 en C. ternatea expuesta a 30 g de petrdleo (Figura 20b).

El decrecimiento de BSR y BSA en Clitoria al exponerse a petréleo, se atribuye segiin AL-
Yemeni et al., (2010) a que el petrdleo afecta la fotosintesis y el contenido de clorofila en la
vegetacion, lo que podria generar una baja produccion de biomasa. EI incremento de BSA en
Clitoria sp en suelo con 3 g de petroleo y la disminucion a dosis mayores de petroleo, se
puede atribuir a que se ha demostrado que los hidrocarburos en dosis bajas no son tdxicos para
las plantas e incrementan los contenidos de carbono en el suelo, mineralizdndose de una
manera mas rapida, poniendo a disposion de la planta nutrientes asimilables (Plice, 1948), los
cuales promueven la biosintesis de fitohormonas, como el acido indoloacetico y giberelina,

que estimulan el crecimiento mediante extension celular (Lynch et al., 2012).
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Figura 20. Biomasa seca radical (a) y aérea (b) de Clitoria sp y Clitoria ternatea segin dosis y
tiempo de exposicion a petroleo. Letras diferentes por columnas indican diferencias estadisticas

significativas (Tukey, p<0.05, n=4).

6.2.1. Dosis de petroleo-respuesta de biomasa vegetal de Clitoria

Al dia 30 de exposicién a 3, 10, 20 y 30 g/kg de petroleo disminuye 35, 70, 79y 79 % la BSR
de Clitoria sp, y 16, 35, 48 y 47 % C. ternatea respectivamente, con dosis-respuesta
inversamente proporcional para cada Clitoria (Figura 21a). Al dia 75 y 120 la BSR disminuye
en Clitoria (19, 47,60 y 74%) y C. ternatea (16, 35, 48 y 47%) respectivamente, respecto al
tratamiento testigo de cada una de ellas. La respuesta en las dos fases fenoldgicas para BSR de
Clitoria sp y C. ternatea es inversamente proporcional a la dosis de petréleo (Figura 21b y
21¢).

La disminucion de BSR se atribuye a que el petroleo forma una capa cerosa sobre los
agregados del suelo y en raiz, obstruyendo los poros del suelo causando un intercambio de
gases deficiente y un menor flujo de agua, lo que reduce el suminstro de nutrientes disponibles
para la planta e inhibe la madurez fisioldgica de las raices (Rivera-Cruz et al., 2004; Obayori

et al., 2008; Hernandez-Valencia et al., 2017). Si el petrdleo logra penetrar en el tejido radical
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de la planta puede dafiar la membrana celular y afectar el intercambio de sustancias entre el
interior y exterior de la celula, llegando a provocar lisis de la membrana celular y necrosis de
la raiz (Figueruelo y Marino, 2004; Méndez-Natera et al., 2004; Hernandez-Valencia et al.,
2017).

Al dia 30, 75 y 120 de exposicién a 3 g/kg de petrdleo la BSA de Clitoria sp incrementa 17, 4
y 8% respectivamente, pero disminuye expuesta a 10, 20 y 30 g de petréleo (entre, 33 a 67 %
fase de crecimiento, (Figura 21d), (8, 10, 27 y 42 %, fase de floracion, Figura 21e) y (2,3 y 12
%, fase de fructificacion, Figura 21f); la curva hormética es en forma de U-invertida en donde
dosis bajas incrementan y dosis altas la disminuyen la BSA, en los tres timpos de exposicion.
Resultados contrarios se observan en C. ternatea con mayor sensibilidad que Clitoria sp a la
exposicion a petroleo con respuesta inversamente proporcional a la dosis de petréleo en los

tres tiempos de exposicion.

La biomasa de flor (BFLO) de C. ternatea presenta una ligera curva dosis-respuesta U-
invertida en donde dosis bajas (3 g) estimula solo un 3.4% y dosis altas disminuye, sin
embargo, la BFLO en Clitoria sp se estimula 13, 11, 11 y 9% al exponerse a 3, 10, 20 y 30 g
de petrdleo respectivamente, respecto al testigo, se observa curva sin respuesta hormetica
debido a que el incremento es muy bajo con respecto al testigo (Figura 22a). La produccion de
biomasa de vaina (BSV) tanto en Clitoria sp y C. ternatea fue afectada negativamente por el
petrleo, y se observa una curva dosis respuesta inversamente proporcional a las dosis de

petréleo para las dos leguminosas (Figura 22b).
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expuesta a petroleo.

6.3. Nodulos asociados a Clitoria sp y C. ternatea segun dosis y tiempo de exposicion a
petroleo
La biomasa seca de nddulos (BSN), nimero (NNO), didmetro (DNO) y contenido de
leghemoglobina (LNO) evaluados en 30 tratamientos con Clitoria sp y Clitoria ternatea
plantada en suelo con cinco dosis de petréleo fresco, tuvieron diferencias estadisticas
significativas (Tukey, p<0.05) en la comparacion de medias por efecto del tiempo de
exposicion a petroleo correspondientes al dia 30, 75 y 120 dia de exposicion a petrdleo
(Figura 23).
La mayor BSN (0.41 g) fue al dia 120 en C. ternatea expuesta a 3 g de petroleo y la menor
(0.0029) al dia 30 en suelo sin petréleo de Clitoria sp (Figura 23a). EI mayor NNO (144) fue
al dia 120 en suelo con 30 g de petréleo y la menor (15) fue al dia 30 en suelo sin petréleo en
Clitoria sp. (Figura 23b). El mayor DNO (4.6) fue al dia 120 y el menor (1.2) fue al dia 30 en
suelo sin petréleo de Clitoria sp (Figura 23c). La mayor LNO (98) fue al dia 120 y la menor
(23) al dia 75 en suelo sin petréleo de Clitoria sp (Figura 23d).
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Figura 23. Biomasa seca de nddulo (a), namero (b), didmetro (c) y viabilidad (d) de nédulos

en Clitoria sp y Clitoria ternatea seglin dosis y tiempo de exposicién a petroleo. Letras

diferentes por columnas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05, n=4).
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6.3.1. Dosis de petroleo-respuesta de nodulos asociados a Clitoria

La BSN en Clitoria sp y C. ternatea al dia 30 de exposicion a 3 y 10 g de petroleo es mayor
respecto al tratamiento testigo respectivo, con curva dosis respuesta en forma de U-invertida
para las dos leguminosas (Figura 24a). Sin embargo, al dia 75 y 120 de exposicion a petroleo
la BSN en Clitoria sp fue inversamente proporcional a la dosis de petroleo, pero C. ternatea
expuesta a 3 g de petroleo incrementa 27 y 24 % en fase de floracion y fructificacion
respectivamente, formando una curva hormética en forma de U-invertida (Figura 24b y 24c).
Clitoria sp al dia 30 de exposicion a 3, 10, 20 y 30 g de petr6leo incrementd 48, 54, 46 y 35%
el NNO, respectivamente, similar incremento 10, 17, 26 y 13.6% para C. ternatea en las
mismas dosis respecto al tratamiento testigo; la curva dosis respuesta es en forma de U-
invertida en Clitoria sp (Figura 24d). Al dia 75 y 120 de exposicidn a petroleo de Clitoria sp y
C. ternatea el NNO incrementa conforme la dosis del petréleo aumenta en el suelo, en la

Figura 24e y 24f se observa una curva dosis respuesta en forma de J en NNO.

El DNO por efecto de la dosis de petroleo y tipo de Clitoria fue afectado de manera diferente
segun la fase fenoldgica. La exposicion a 3, 10, 20 y 30 g de petréleo al dia 30 incrementa 48,
54, 46 y 35% el DNO en Clitoria sp, y 25, 20, 16 y 8 % en C. ternatea respectivamente
comparado con el tratamiento testigo, la curva dosis respuesta fue en forma de J para cada una
de las especies (Figura 25a). Sin embargo, la exposicion a 3 g de petrdleo al dia 75 incrementa
10 y 1.25% el DNO en Clitoria sp y C. ternatea, con curva dosis respuesta en forma de U-
invertida (Figura 25b). Al dia 120 de exposicién a 3, 10, 20 y 30 g de petréleo disminuye el
DNO en ambas especies; con curva dosis respuesta inversamente proporcionales (Figura 25c).
La exposicién al dia 30 a 3 y 10 g de petroleo incrementa 30 y 40% la presencia de LNO en
Clitoria sp, curva dosis respuesta en forma de U-invertida (Figura 25d), pero en la fase de
floracién esta incrementa entre 23 a 71% expuesta a las cuatro dosis de petréleo, con curva
dosis-respuesta en forma de J (Figura 25e), pero Clitoria sp al dia 120 de exposicién a
petréleo (fase de fructificacion) la LGNO disminuye entre 5 y 32 % conforme incrementa la
dosis de petrdleo en el suelo (Figura 25f). El incremento del contenido de LNO en C. ternatea
por efecto del petrleo fue notoria en las tres fases fisioldgicas; (entre 29 a 43% fase de
crecimiento), (11 a 24 %, fase de floracion) y (22 a 32 %, fructificacién); con curva dosis-
respuesta hormética en forma de U-invertida al dia 30 y curva en forma de J al dia 75 y 120 de
exposicion a petroleo. Delgado et al., (1994) reporta un comportamiento similar en plantas de
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soja bajo estres, atribuido a la fijacion del nodulo de CO2 necesario para la asimilacion y el

transporte de nitrogeno fijo. Dardanelli et al., (2010) relaciona este comportamiento a que el

estrés induce tensién en las plantas, y las plantas responden induciendo una respuesta de

defensa.
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6.4. Forma de nddulos asociados a Clitoria expuesta a petroleo y fase fenologica

La media del porcentaje de nddulos globoso (A), cilindricos (B), ramificados (C), abanico(D)
y rugoso (E) (Figura 26) asociados a la raiz de Clitoria sp y C. ternatea presentaron cada uno
de ellos diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05), por efecto del tiempo de
exposicion a petrdleo fresco. EI mayor porcentaje (100) de nodulos globosos al dia 30 se di
en ambas especies de Clitoria tanto en suelo sin y con las cuatro dosis de petréleo. Para el dia
75 el mayor porcentaje (90.4) fue en C. ternatea expuesta a 30 g de petrdleo y el menor (18.3)
en Clitoria sp a 3 g de petroleo. Al dia 120 el mayor (60) se encontrd a una exposicion de 30 g

de petréleo y el menor (14.6) en suelo sin petrdleo de Clitoria sp (Figura 27a).

A B . ! l

E
WL Y

13 mm 18 mm

o

Figura 26. Formas tipicas de nodulos en Clitoria sp y C. ternatea. A. Globoso, B. Cilindrico,

C. Rugoso, D. Ramificado, E. Abanico.

La presencia de nddulos cilindricos, ramificados, abanico y rugosa solo se encontraron al dia
75 y 120. La forma cilindrica de nddulos solo se observd en Clitoria sp con el mayor
porcentaje (39.9) al dia 75 y la menor (10.2) en suelo sin petroleo al dia 120 (Figura 27b).

El porcentaje de nddulos ramificados al dia 75 solo se encontré en Clitoria sp, pero al dia 120
en las dos especies. EI mayor porcentaje (30) se encontrd expuesta a 10g de petréleo y el
menor (9.8) a 3 g de petréleo al dia 120 en C. ternatea (Figura 27c¢).
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La presencia de nodulos de forma abanico solo se encontraron en dosis bajas (0 y 3 g de
petrdleo) de ambas especies de Clitoria al dia 75 y 120. EI mayor porcentaje (43.8) se
encontr6 en la dosis de 3 g de petréleo al dia 120 y el menor (4.0) en suelo sin petréleo al dia
75 en C. ternatea (Figura 27d).

Los nodulos rugosos se encontraron al dia 75 y 120 en todas las dosis de exposicion de ambas
especies de Clitoria. EI mayor porcentaje (50.5) se encontro al dia 120 expuesta a 20 g de

petroleo y el menor (9.6) al dia 75 a 30 g en C. ternatea (Figura 27e).
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Figura 27. Forma de nodulos de Clitoria sp y C. ternatea segun dosis y tiempo de exposicién a

petrdleo. a) Globoso, b) Cilindrico, c) Ramificado, d) Abanico y e) Rugoso. Letras diferentes

por columnas indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05, n=30).
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6.4.1. Dosis de petroleo-respuesta de forma de nodulos asociados a Clitoria

La Figura 28a muestra una respuesta similar en el porcentaje de nédulos globosos en Clitoria
sp y C. ternatea en suelo testigo, y expuesto a 3, 10, 20 y 30 g de petréleo al dia 30. En el dia
75 (Figura 28b) C. ternatea presenta un estimulo (1.7, 36.6 y 36.6%) en el porcentaje de
nodulos globosos expuestos a 10, 20 y 30 g de petroleo, respectivamente, presenta una curva
dosis respuesta en forma de J a partir de 10 g de petrolero, sin embargo al dia 120 sobresale
que el porcentaje de nddulos globosos se estimulan en 35, 75.5, 71 y 75% al exponerse a 3,
10, 20 y 30 g de petréleo, respectivamente, se observa en Figura 28c una curva dosis-

respuesta en forma de J para Clitoria sp.

Los nddulos cilindricos por su forma indefinida no se observan al dia 30 de exposicion al
petréleo (fase de crecimiento), pero al dia 75 y 120 de exposicion a petroleo solo se
desarrollaron en Clitoria sp, en la Figura 28d se observan una curvas dosis respuesta en forma
U-invertida en donde 10 g de petrdleo estimula un 100% el porcentaje con respecto al testigo,
pero 20 y 30 g de petréleo los estimula respecto al testigo, pero los disminuye 25 y 50%
respecto al suelo con 10 g de petréleo, y en la Figura 28e se observa una curva dosi-respuesta
en forma de J al dia 120, se estimula en 9, 50 y 53% expuesta a 3, 10 y 20 g de petréleo

respectivamente.

Los nodulos ramificados no se observan en la primera fase fenoldgica de las dos Clitoria, sin
embargo al dia 75 el sistema radical de Clitoria sp plantada en suelo sin y con 3 g de petréleo
desarrolla un 20 y 18% de nodulos ramificados (Figura 29a), pero al dia 120 esta forma de
nddulo permanece en Clitoria sp en similares cantidades ( 0 y 3 g de petroleo), y en C.
ternatea se establecen en el sistema radical expuesto a 3, 10 y 20 g de petréleo, con una curva
dosis-respuesta en forma de U-invertida con un mayor porcentaje (36%) en 10 g de petréleo,
10 y 10% expuesta 3 'y 20 g (Figura 29b).

Nodulos en forma de abanico no se observan en la fase de crecimiento de Clitoria. Al dia 75y
120 de exposicion a petroleo se desarrollan nédulos en forma de abanico en las dos Clitorias,
sin embargo, la respuesta hormética es diferente, al dia 75 la exposicién a 3 g de petroleo
estimula (51.3%) esta forma de nddulos en Clitoria sp (Figura 29c), pero al 120 se estimula

(54.5%) en C. ternatea expuesta a 3 g de petréleo (Figura 29d). En los dos sistemas radicales
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el porcentaje de nodulos con forma abanico presentan una curva dosis-respuesta en forma de

U-invertida.

Nodulos en de forma rugosa se establecen solo al dia 75 y 120 del desarrollo de Clitoria sin y
expuesta a petroleo. Al dia 75 el sistema radical de Clitoria sp expuesto a 3, 10, 20 y 30 g de
petroleo estimula esta forma de nddulos, genera una curva hormetica en forma de U-invertida
en donde el porcentaje mayor (29%) es en el suelo con 10 g siendo menores a este valor en
suelo con 3, 20 y 30, pero mucho menor respecto al suelo testigo (Figura 29e). Al dia 120
(Figura 29f) se distingue que la tendencia del porcentaje de nddulos con respecto a la
exposicion a petroleo incrementa en raiz de Clitoria sp y C. ternatea, con curva dosis-
respuesta en forma de J. Los estimulos en el porcentaje de nédulos rugosos en Clitoria sp
fueron 46, 45, 45, 45% y en C. ternatea 5, 7.3, 25 y 25 % expuestos a 3, 10, 20 y 30g de

petréleo.
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6.5. Proteina cruda aérea y vaina de Clitoria expuesta a petréleo por fase fenoldgica

La proteina cruda aérea evaluadas en 30 tratamientos con Clitoria sp y Clitoria ternatea en
suelo con cinco dosis de petroleo fresco, tuvieron diferencias estadisticas significativas
(Tukey, p<0.05) en la comparacion de medias por efecto del tiempo de exposicion a petrdleo
correspondientes a las fases fenologicas de crecimiento, floracion y fructificacion (Figura
30a). EI mayor porcentaje de proteina cruda aérea (20.9%) fue al dia 75 en C. ternatea
expuesta a 3 g de petréleo y la menor (9.1%) al dia 30 en Clitoria sp a 30 g de petréleo. Los
valores medios de la proteina cruda en vaina de Clitoria por efecto de la dosis de petréleo
evaluada en 10 tratamientos resentaron diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05).
La mayor acumulacién de proteina cruda en vaina (21.2 g) fue en C. ternatea en suelo sin

petroleo y la menor (13.9 g) en suelo con 30 g de petréleo en ambas especies de Clitoria
(Figura 30b)
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Figura 30. Acumulacién de proteina cruda en biomasa aérea (a) y vaina (b) de Clitoria sp y

Clitoria ternatea segun dosis y tiempo de exposicién a petréleo. Letras mindsculas diferentes

indican que los valores son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05, n=4).
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6.5.1. Dosis de petroleo-respuesta de proteina cruda en Clitoria

La respuesta de la acumulacién de proteina cruda aérea a la exposicion de petroleo, al dia 30
fue inveramente proporcional a la dosis de petrleo en las dos especies de Clitoria (Figura
31a). Al dia 75 la acumulacidon de proteina cruda aérea incrementa 8.5, 15.7, 10% en Clitoria
spy4.6,4.7y5.6% en C. ternatea expuestas a 3, 10 y 20g de petroleo, respectivamente, la
curva dosis respuesta para Clitoria sp es en forma U-invertida en donde dosis de 10 g de
petroleo inducen el punto mayor en la curva, pero es menor en 20 g de petréleo y siendo
inferior al testigo en 30 g de petrdleo. Sin embargo, en C. ternatea la curva dosis respuesta
tiende a subir ligeramente en las diferentes dosis de petréleo (Figura 31b). Al dia 120 (fase de
fructificacion) la acumulacion de proteina cruda aérea muestras para Clitoria sp una curva
dosis-respuesta es en forma de U-invertida en donde los puntos mayores se observan en 3y 10
g de petréleo, sin embargo, en C. ternatea la proteina se incrementa expuesta a 3,10 y 20 g de
petrdleo, la curva dosis-respuesta en forma de U-invertida con el punto mayor al exponerse a a
3 g de petroleo y baja en dosis de 10 y 20g, pero son valores mayores respecto al testigo
(Figura 31c).

El contenido de proteina cruda en vaina de Clitoria sp y C. ternatea presentd sensibilidad a la
exposicion a petrdleo, se observa en la Figura 31d una curva dosis respuesta inversamente
proporcional, conforme la dosis de petréleo incrementa en el suelo el porcentaje de proteina

disminuye.
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Figura 31. Tendencia de proteina cruda aérea al dia 30 (a), 75 (b) y 120 (c), y proteina en

vaina (d) acumulada en Clitoria sp y C. ternatea expuesta a petroleo.

6.5. Efecto de Clitoria en el crecimiento, produccion y nédulos segun dosis y tiempo de
exposicion a peterdleo

En el Cuadro 5 se observa que las dos leguminosas presentan incremento respecto a la etapa
de crecimiento en 11 parametros de produccién, nédulos y proteina cruda por efecto del tipo
de Clitoria segun los tiempos de exposicion a petréleo. Clitoria sp se distingue en que al dia
120 en ocho parametros de 17 evaluados en planta fueron mayores, respecto a C. ternatea que
solo en cinco sobresale el promedio. Los parametros que son mayores Clitoria sp mayores
son: longitud de planta (105 g), biomasa seca raiz (2.28), biomasa seca aérea (35.8 ),
biomasa seca de nodulos (.33 g), biomasa seca de frutos (8.86 g), diametros de nodulos (3.8
cm), Leghemoglobina (88.7%) y proteina cruda en vaina (18%). C. ternatea al dia 75 cinco
parametros evalaudos tienen un mayor promedio (TCR, BFLO, NNO, nddulo en forma de

abanico y proteina cruda aerea), pero Clitoria sp solo dos (nddulos cilindricos y en forma

64



abanico). Al dia 30 de exposicion a petroleo la forma de nédulo globoso fue estadisticamente
igual en las dos leguminosas.

Considerando lo anterior, Clitoria sp entre mayor es el tiempo de exposicion a petroleo
presenta respuesta positiva, y tambien mostré una mayor bioestimulacion de la degradacion de
hidrocarburos totales del petroleo (Figura 34), esto se explica por lo que informan Arias-
Trinidad et al (2017) y Alarcén et al (2019) que después de un tiempo determinado el suelo
con petréleo presenta menor toxicidad para las leguminosas debido a que se degrada por la

presencia del sistema rizosfeérico.

Cuadro 5. Efecto de Clitoria en crecimiento, produccion, nédulos y proteina por tiempo de

exposicion a petrdleo.

Clitoria sp Clitoria ternatea
Tiempo de exposicion a petréleo (Dia)

30 75 120 30 75 120
Longitud de planta (cm) 33.5¢ 98.8b 105a 20.3d 96.6b 107a
Tasa de cre. relativo (cm d?) .73ab .36bc .15¢c .20c .93a .05¢c
Biomsas seca raiz (g) A177d 1.05b 2.28a .08d A45¢ 1.2b
Biomsas seca aérea (g) .68e 18.4d 35.8a 43e 21.5¢ 27.7b
Biomasa seca nodulo (g) .04c .23b .33a .05¢c .26b .32a
Biomsas seca flor (g) ND 55.b ND ND 5.7a ND
Biomsas seca fruto (g) ND ND 8.86a ND ND 7.72b
NUmero de nddulos 38c 96b 113b 46¢ 267a 113b
Diamétro de nddulos (cm) 1.97d 3.15b 3.8a 1.98d 2.47c 3.36b
Leghemoglobina (%) 67b 39% 88.7a 53.3c 74b 70.6b
Nodulos globoso (%) 100a 39.2c 37c 100a 56b 33.4c
Nodulos cilindrico (%) Oc 17.9a 10b Oc Oc 2C
Nodulos ramificados (%) Oc 7.9ab 8.3ab Oc 1.96bc 9.9a
No6dulos abanico (%) Oc 1lla 9.8b 0 1la 12.8a
N6dulo rugoso (%) od 24c 34b 0 31.9b 41.9a
Proteina cruda aérea (%) 12.48d  17.38bc 13.9d 16.3c 19.5a 19ab
Proteina cruda en vaina (%) ND ND 18a ND ND 17b

Letras minasculas por hileras son estadisticamente diferentes (Tukey <0.05, n=9).

6.6. Poblacién de bacteria de vida libre asociadas a Clitoria segun dosis y tiempo de
exposicion a petréleo

La poblacién de bacterias de los grupos Azotobacter sp y Azospirillum sp presentan

diferencias estadisticas significativas entre las medias de tratamientos (Tukey p <0.05) por

efecto de la dosis de petroleo, tipo de Clitoria y tiempo de exposicion o fase fenoldgica

(Cuadro 6). La mayor poblacion de Azotobacter (818x10° UFC g r.s) se observa al dia 30 en
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suelo expuesto a 10 g de petréleo y la menor (0.1x102 UFC) al dia 120 en suelo de C. ternatea
expuesto a 30 g de petréleo. Segun Jhon et al. (2011) reportan que la contaminacion por
hidrocarburos en concentraciones menores de 4 g de petréleo favorece el aumento de la
poblacion de bacterias del género Azotobacter. EI aumento a dosis superiores de 4 g puede
atribuirse a actividades bioldgicas en el suelo como la produccion de compuestos como el
acido fendlico, ésteres y &cidos grasos, que pueden estar favoreciendo a la comunidad

metabdlicamente activa (Logeshwaran et al., 2018; Girigiri et al., 2019)

La mayor poblacion de Azospirillum (201x10> UFC g r.s) se logré en Clitoria sp en suelo sin
petréleo al dia 30, en contraste, la menor (0.8 y .9 x10%) fue en rizosfera de Clitoria sp
expuesta a 3 g de petroleo y C. ternatea al dia 75 de exposicion a 30 g de petroleo. El aumento
de poblacién de Azospirillum al dia 30, primera fase fenoldgica segun Muratova et al. (2010)
puede estar relacionadas con el enriquecimiento del suelo con nitrégeno adicional y a la
actividad fitohormonal de Azospirillum y, el incremento en la Gltima fase por el aumento

selectivo de poblacion que asimile la presencia de hidrocarburos del petréleo.

Cuadro 6. Efecto de dosis y tiempo de exposicién a petroleo y Clitoria en bacterias

rizosféricas reguladoras del crecimiento vegetal de vida libre

Tiempo de exposicion a petrdleo (fase y dia)

Azotobacter (10°UFC g s.s) Azospirillum (10° UFC g!s.s)
Petroleo (g/kg)  Crecimiento Floracion Fructificacion Crecimiento Floracion  Fructificacion
(30) (75) (120) (30) (75) (120)
Clitoria sp
0 6b 3b 1b 201a 3e 25e
3 146b 3b .3b 128b .8e 36de
10 169b 2b .6b 194a le 31de
20 169b 1b .3b 82c le 23e
30 131b 3b .6b 93bc 3e 22e
C. ternatea
0 99b 48b 32b 27e le 10e
3 786a 59b 159b 21e 2e %e
10 818a 82b 2b 68de 2e 14e
20 456ab 134b .3b 21e 2e 5e
30 261b 226b b 38ed 9e 3e
X 580 561 19 87 2 18
CV(%) 0.5 1.3 4.1 0.3 0.4 0.3

Letras mayusculas en cadar genero de bacteria (tipo de Clitoria x dosis x tiempo de exposicion a
petroleo) indican diferencias estadisticas significativas (Tukey p<0.05, n=9).
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6.6.1. Dosis de petrdleo-respuesta de bacterias de vida libre asociada a Clitoria

En la Figura 32a se observa al dia 30 de exposicion a petroleo (fase de crecimiento) la
poblacion de Azotobacter es estimulada en la rizosfera de Clitoria sp (23, 28, 28 y 21.6 veces
respecto al testigo) y C. ternatea (8.2, 7.8, 7.5y 2.6 veces respecto al testigo) al estar expuesta
a 3, 10, 20 y 30 g de petroleo, respectivamente, con curvas dosis respuesta en forma de U-
invertida tanto en la rizosfera de Clitoria sp como C. ternatea. Al dia 75 (floracion) la
poblacion de Azotobacter se estimula (1.2, 1.7, 2.8 y 4.7 veces respecto al testigo expuesta a 3,
10, 20 y 30 g de petroleo) solo en la rizosfera de C. ternatea; evidencia una curva dosis
respuesta en forma de J (Figura 32a), asi mismo en esta misma especie al dia 120
(fructificacion) Azotobacter incrementa (4.9 veces respecto al testigo) al exponerse a 3 g de
petroleo en la misma especie, con una curva dosis-respuesta en forma de U-invertida (Figura
32a).

La poblacion de Azospirillum en la rizosfera de Clitoria sp al dia 30 presenta una tendencia a
disminuir en las diferentes dosis de petréleo, pero en la rizosfera de C. ternatea incrementa
2.5y 1.4 veces respecto al testigo en 10 y 30 g de petréleo, no se observa una curva dosis-
respuesta con tendencia (Figura 32b). Al dia 75 de exposicion 3, 10 y 20 g de petréleo
Azospirillum en rizosfera de Clitoria sp es afectada negativamente, con una curva dosis
respuesta inversamente proporcional, sin embargo, en C. ternatea incrementa 2 veces cuando
se expone a 3, 10 y 20 g con una curva dosis respuesta en forma de U-invertida muy ligera
(Figura 32b). Al dia 120 de exposicién a 3 y 10 g de petréleo Azospirillum en rizosfera de
Clitoria sp incrementa 1.4 y 1.2 veces respecto al testigo, representa una curva dosis-respuesta
en forma de U-invertida, sin embargo, en C. ternatea la respuesta en general es inversamente

proporcional (Figura 32b).

El aumento en la poblacién de Azotobacter y Azospirillum en la rizosfera de la leguminosa se
atribuye al sistema enzimatico inducido por las bacterias y a la adaptacion debido a la
preexposicion al contaminante, favoreciendo la utilizacion del petréleo crudo como la Unica
fuente de carbono y energia (Muratova et al., 2010; Jhon et al., 2011; Logerhwaran et al.,
2018; Girigiri et al., 2019).
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Figura 32. Efecto de dosis y tiempo de exposicidn a petréleo en poblacion de bacteria de vida
libre asociadas a Clitoria sp y C. ternatea. a) Azotobacter; b) Azospirillum. Letras mintsculas

diferentes indican que los valores son estadisticamente diferentes en cada tiempo de exposiciéon a
petroleo (fase fenoldgica) (Tukey, p<0.05, n=9).

6.7. Poblacién de Rhizobium en nédulos de Clitoria segun dosis y tiempo de exposicion a
petroleo

La poblacion de Rhizobium sp presentd diferencias estadisticas significativas entre las medias

de tratamientos (Tukey p <0.05) por efecto de la dosis de petroleo, el tipo de Clitoria y la fase

fenoldgica (Cuadro 7). La mayor poblacion (1907 y 1769 x 10° UFC n.f) fue en los

tratamientos integrados por Clitoria sp sin y expuesta a 3 g de petroleo al dia 120, y la menor

al dia 30 en los tratamientos Clitoria sp+ sin petrdleo, C. ternatea + 0 y C. ternatea con 3, 10,

20 y 30 g de petrdleo alcanzado poblaciones muy bajas entre 0 a 2 x 10° UFC g n.f (Cuadro
7).
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6.7.1. Dosis de petroleo-respuesta de Rhizobium en nédulos de Clitoria

La tendencia de la poblacion de Rhizobium en nédulos de Clitoria sp y C. ternatea en general
es inversamente proporcional al presentarse esta tendencia al dia 30 en C. ternatea, dia 75 en
Clitoria sp y C. ternatea y al dia 120 en Clitoria sp existe respuesta positiva de Rhizobium a la
exposicion a petroleo al dia 30, con incrementos de 430, 390, 230 y 130% respecto al testigo,
la curva respuesta es en forma de U-invertida debido al incremento mayor en suelo con 3 g y
disminuye en dosis de 10, 20 y 30 g de petroleo. Asi mismo en C. ternatea se observa
incremento de Rhizobium al dia 120 expuesta a 20 y 30 g de petrdleo, pero esto no se
manifiesta en una curva dosis respuesta con tendencia definida (Cuadro 7). Al respecto Rivera-
Cruz et al. (2004); Alarcén et al. (2019) informan que la poblacion de Rhizobium en el nédulo
disminuye por efecto del petréleo debido a la falta de oxigeno que le proporciona la planta a

través de la leghemoglobina, el cual es limitado por la presencia del petréleo.

Asi mismo, el aumento de las poblaciones bacteriana como sucedi6 en esta investigacion con
Rhizobium al dia 30 en Clitoria sp, puede atribuirse a los efectos selectivos del petréleo de
microrganismos nativos, favoreciendo a aquellos con la capacidad de degradar o utilizar el
petroleo como fuente de carbén y energia (Trujillo-Narcia et al., 2014; Alarcon et al.,
2019).Esto puede estar relacionado a que en etapas iniciales del derrame de petréleo en el
suelo puede interactuar con la degradacion de fracciones labiles 0 menos toxicas del petréleo
y que a medida que estas fracciones se consumen queda la poblacién dominante capaz de
metabolizar los hidrocarburos (Kaplan y Kitts, 2004; Yang et al., 2014).
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Cuadro 7. Efecto del petroleo en la poblacién de Rhizobium segln tiempo de exposicion a

petrdleo.
Tiempo de exposicion a petrdleo (fase y dia)
Petréleo (g/kg) Crecimiento Floracién Fructificacion
(30) (75) (120)
veveeeeeen.RRIZODIUM (103 UFC glnis .o,
Clitoria sp
0 ObE 445bAB 1907aA
3 43bA 39bB 1769aA
10 39bB 117bAB 135bB
20 23bC 52bB 118bB
30 13bD 42bB 69bB
C. ternatea
0 2bE 564bA 352bB
3 1bE 514bAB 243hB
10 2bE 232bAB 39bB
20 1bE 67bB 480bB
30 .5bE 38bB 464bB
X 12 211 558
CV(%) 13 13 12

Letras minusculas diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los 30 tratamientos
(Tukey p<0.05, n=3). Letras mayusculas diferentes por columna indican diferencias estadisticas
significativas en cada tiempo de exposicion (Tukey p<0.05, n=9).

6.8. Hongos micorricicos arbusculares en Clitoria segun dosis y tiempo de exposicion a

petroleo

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) evaluados en 30 tratamientos con Clitoria sp y
C. ternatea plantada en suelo sin y con cuatro dosis de petroleo fresco, tuvieron diferencias
estadisticas significativas (Tukey, p<0.05) en la comparacion de medias por efecto del tiempo
de exposicién a petrdleo correspondientes a las fases fenoldgicas de crecimiento, floracion y
fructificacion (Cuadro 8). EI mayor porcentaje de hifas (74) fue en suelo sin petréleo de C.
ternatea al dia 30 y el menor (13) en Clitoria sp expuesta a 30 g de petroleo al dia 75. El
mayor porcentaje de arbusculos (17) se logré por C. ternatea en suelo sin petroleo al dia 30 y
el menor (0) en suelo con 3, 10, 20, 30 g de petrdleo al dia 30 en ambas especies de Clitoria, al
dia 75 y 120 en Clitoria sp expuesta a 30 g de petroleo. EI mayor porcentaje de vesiculas (56)
fue en suelo sin petréleo de C. ternatea al dia 120 y el menor (9) al dia 30 en la misma especie,

pero expuesta a 30 g de petrdleo. EI mayor porcentaje de esporas intraradicales (60) se logro
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por Clitoria sp al dia 30 en suelo con 30 g de petroleo y el menor (0) en C. ternatea expuesta a

10, 20, 30 g de petroleo al dia 30, en Clitoria sp expuesta a 30g al dia 75 y120.

6.8.1. Dosis de petrdleo-respuesta del hongo micorricico arbuscular en Clitoria

Al dia 30 de exposicion a petréleo el porcentaje de hifas, arbusculos y esporas intraradicales
en Clitoria sp, asi como hifas, arbusculos, vesiculas y esporas intraradicales en C. ternatea
presentaron una tendencia disminuir al estar expuesto a las cuatro dosis de petroleo, solo el
porcentaje de vesiculas asociadas a Clitoria sp incrementan 1.62, 1.3, 1.03 veces respecto al
suelo testigo al exponerse a 10, 20 y 30 g de petréleo, con una curva dosis respuesta en forma
de U-invertida en donde el mayor porcentaje 44% fue en 10 g de petroleo y tienden a bajar en

dosis mayores (Cuadro 8).

Al dia 75 de exposicion a petroleo el porcentaje de vesiculas y esporas asociados a Clitoria sp
y C. ternatea, e hifas en C. ternatea presentan una tendencia a disminuir expuestas a las cuatro
dosis de petrdleo, relacidn inversamente proporcional. Sin embargo, el porcentaje de hifas y
arbusculos en Clitoria sp y arbusculos en C. ternatea son estimulados por 3 g de petréleo
(Cuadro 8). La germinacion y posterior infeccion radical de esporas en las etapas iniciales se
relaciona con el incremento el porcentaje de hifas y arbdsculos, los cuales participan en la
absorcion de nutrientes y que podria ser una forma de adaptacién al medio contaminado
(Camarena-Gutiérrez, 2012; Driai et al., 2015). Trejo et al. (2013) informan que la presencia
de hidrocarburos del petréleo disminuye la tasa de formacién y germinacion de vesiculas y

esporas.

Al dia 120 de exposicion a petroleo el porcentaje de hifas, arbusculos, vesiculas y esporas
intraradicales en Clitoria sp y C. ternatea son afectadas negativamente por la presencia del
petrdleo en el suelo, con curvas dosis respuesta inversamente proporcional (Cuadro 8).

La respuesta negativa de los hidrocarburos del petroleo en la colonizacion de hongos
micorricicos arbusculares fue reportado en Daucus carota por Kirk et al. (2005) y Cichorium
intybus L. por Driai et al. (2015), sin embargo, el incremento de esporas segin Alarcon et al.

(2019) la relaciona como una estrategia del HMA de producir esporulacion y asi asegurar su
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progenie en condiciones ambientalmente estresantes. La disminucién en la colonizacién de
HMA en suelos con altas concentraciones de petroleo algunos autores lo relacionan con la
humedad del suelo, las condiciones de aireacion, la estructura radical, ademas de la reduccion
de la tasa de germinacion de esporas y la modificacion de la estructura hifal (Rivera-Cruz et
al., 2002; Driai et al., 2015; Alarcon et al., 2019).
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Cuadro 8. Estructura intraradicales del hongo micorricico arbuscular asociado a Clitoria sp y

C. ternatea segun dosis y tiempo de exposicion a petroleo

Petroleo (g/kg) Colonizacion (%)
Hifas Arbusculos Vesiculas Esporas
Crecimiento (dia 30)
Clitoria sp
0 33+1.7cdefg 6+1.9bcd 27+2.2abcd  41*.4ab
3 33+8.7cdefg Oe 25+3.8bcd 41+4.8ab
10 29+2.1defg Oe 44+21.1ab 37+19.7abc
20 20+5.3fg Oe 36+6.1abcd  37+7.3bc
30 27+4.4defg Oe 28+16.0abcd 60+15.9a
C. ternatea
0 74+.2a 17+.8a 49+7.3ab 4+.1fg
3 64+.2ab Oe 20+6.0bcd 5+.1fg
10 63+.2abcd Oe 40+45.4ab Og
20 50+.2abcde Oe 23t11.7bcd  Og
30 27+.2defg Oe 9+.9dE Og
Floracion (dia 75)
Clitoria sp
0 66+7.9ab 9+1.6bcd 49+7.9ab 11+7.1defg
3 68+6.5ab 10+3.1bc 45+8.9ab 9+6.8efg
10 52+4.5abcd 3+.1de 35+13.0abcd  9+1.4efg
20 58+3.1abc 5+1.7bcde 46+11.7ab 3+.1fg
30 15+10.1g Oe 2246.1bcd Og
C. ternatea
0 58+15.5abcA  7+5.7bcd 39+11.3ab 29+16.6bcde
3 51+11.8abcde  11+2.4b 24+6.1bcd 21+13.7bcdefg
10 50+6.2abcde 4+.3cde 35+13.9abcd  23+4.6bcdef
20 36+2.2cdefg 3+.1de 31+1.9Babcd 16+1.9cdefg
30 13+2.4q 4+.1de 11+4.3cd 5+2.0fg
Fructificacion (dia 120)
Clitoria sp
0 66+7.9ab 11+3.6b 49.5+7.9ab 11+7.1edfg
3 68+6.5ab 10+3.1bc 45+8.9ab 9+6.8efg
10 52+4.5abcd 3+.1de 35+13.0abcd 9+1.4efg
20 58+5.1abc 3+3.3de 46x11.7ab 3+.1fg
30 15+10.1g Oe 22+6.1bcd OgE
C. ternatea
0 70+7.8a 10£2.7bc 56+6.3a 33+4.5bcd
3 66+7.8ab 6+2.1bcd 33+5.2abcd  21+3.0bcdefg
10 52+8.6abcdB  7+.3bcd 32+4.4abcd  12+1.9defg
20 44+5.9bcdef 4+.2d 29+6.5abcd  7+3.4efg
30 24+.5. 1efg 3+.1de 22+6.9bcd 4+1.9fg
X 47.1 4.6 33.6 15.3
CV (%) 2.5 1.0 2.8 1.0

Letras minGsculas diferentes en cada tipo de bacteria indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey p<0.05, n=3). Letras mayusculas diferentes por columna indican diferencias estadisticas
significativas (Tukey p<0.05, n=3).
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6.9. Colonizacion total y esporas extraradicales del hongo micorricico arbuscular en
Clitoria segun dosis y tiempo de exposicion a petréleo
La colonizacién total (CT) y esporas extraradicales evaluadas en 30 tratamientos con Clitoria
sp y Clitoria ternatea plantada en suelo sin y con cuatro dosis de petroleo fresco, tuvieron
diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05) en la comparacion de medias por efecto
del tiempo de exposicion a petréleo correspondientes a las fases fenologicas de crecimiento,
floracién y fructificacion (Figura 33). La mayor CT (42%) fue al dia 120 en suelo sin petroleo
de C. ternatea y la menor (8%) al dia 75 en suelo con 30 g de petroleo de la misma especie. El
mayor numero de ESEXT (90) fue en suelo de C. ternatea expuesto a 10 g de petréleo al dia

30y el menor (25) en Clitoria sp expuesta a 30 g de petrdleo al dia 30.

6.9.1. Dosis de petréleo-respuesta de la colonizacion total y esporas de hongos

micorricicos arbusculares en Clitoria

Al dia 30 el porcentaje de colonizacidn total en C. ternatea expuesta a 3, 10, 20 y 30 g de
petréleo disminuye en 1.6, 1.4, 2.0 y 4.1 veces respecto al testigo. Al dia 75y 120 el mayor
porcentaje de colonizacidn total en Clitoria sp y C. ternatea (34 y 33 % respectivamente) se
logrd en suelo sin petréleo. En la Figura 33a se observa que al dia 30, 75y 120 de exposicion a
petroleo de Clitoria sp y C. ternatea el efecto en la colonizacién total fue inversamente
proporcional a las dosis de petroleo.

Las esporas extraradicales al dia 30 en C. ternatea incrementan (2.6 veces respecto al testigo) a
la exposicion de 10 g de petroleo (Figura 33b), con una curva dosis respuesta en forma de U-
invertida, pero en Clitoria sp el efecto fue estadisticamente similar en suelo sin y con petréleo.
Al dia 75 después de la siembra a 10 g/kg en Clitoria sp y 3 g de petroleo en C. ternatea
incrementa (1.7 y 1.6 veces respectivamente) en comparacion al testigo, curva dosis respuesta
en forma de U-invertida. Para el dia 120 el nimero de esporas en suelo para Clitoria sp. y C.

ternatea fue estadisticamente similar en suelo sin y con petroleo.

La colonizacién total de HMA y nimero de esporas disminuyeron significativamente a medida

que aumentaron las concentraciones de petroleo crudo en suelo, lo que coincide con los efectos
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negativos de los hidrocarburos del petréleo reportado por varios autores (Rivera-Cruz et al.,
2002, Rivera-Cruz, 2011; Driai et al., 2015, Alarcon et al., 2019), sin embargo el efecto que se
produce en C.ternatea al dia 30 y 75 en el nimero de esporas podria ser una forma de
adaptacion al medio contaminado para reducir la superficie de contacto entre el hongo vy el

contaminante favoreciendo la continuidad de la progenie (Driai et al., 2015, Alarcén et al.,
2019).

00 m3 @10 =20 =30 g/kg petréleo

3) Clitoriasp. : C.ternatea

E Clitoria sp. éa C. ternatea
Clitoriasp. @ C.ternatea :

apcde

bcde bcdef bcdef
bedef

Colonizacion total (%)

Crecimiento(dia 30) Floracién (dia 75) Fructificacién (dia 120)

00 m3 =10 ®20 ©30 g/kg petréleo
b) C. ternatea
120 - : . C.ternatea
: :oab
100 + Clitoriasp.
Clitoria sp.

Clitoriasp. i C.ternatea
80 :

60
40

Esporas en suelo (109)

20

Crecimiento (dia 30) Floracién (dia 75)

Figura 33. Colonizacién total y esporas en suelo de hongo micorricico arbuscular en Clitoria
sp y C. ternatea segln dosis y tiempo de exposicion a petréleo. a) Colonizacion total y b)
esporas en suelo. Letras mindsculas diferentes indican que los valores son estadisticamente diferentes

en cada tiempo de exposicion a petroleo (fase fenologica) (Tukey, p<0.05, n=4).
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6.10. Efecto de Clitoria en poblacion de bacterias, colonizacion micorricica y degradacion
de hidrocarbudos del petrdleo segun tiempo de exposicion a petroleo
El efecto del tipo de Clitoria en los pardmetros microbioldgicos de asociacion simbiotica
segun el Cuadro 9, indica que Clitoria sp en 12 de 27 combinaciones (Clitoria x tiempo de
exposicion) es mayor, y C. ternatea en 10. Sin embargo, destaca que Clitoria sp al dia 120 de
esposicion a petréleo presenta mejor respuesta en cinco pardmetros microbiologicos
(Rhizobium, porcentaje de hifas, arbusculo, vesiculas y colonizacion total) mientras que C.
ternatea en tres (porcentaje de hifas, arbusculos y colonizacion total). Tambien destaca al dia
75 de exposicion a petroleo, que las dos Clitoria en cuatro parametros relacionados con el
hongo micorricico arbuscular son estadisticamente mayores. Similar respuesta, al dia 30 las
dos Clitorias en tres parametros son estadisticamente iguales, destaca que la poblacién de
Azospirillum (140x10° UFC g r.s.) en mayor en Clitoria sp y Azotobacter en C. ternatea
(484 x 102 UFC g r.s.). Este incremento de estas bacterias de vida libre puede ser segin
Madigan et al. (2015) a que las leguminosas en la fase de crecimiento requieren nitrégeno
para el desarrollo de los 6rganos vegetativos y el N2 atmosférico es fijado en el suelo a forma
de NH4 por estas bacterias diazotroficas de vida libre. Sin embargo, Rhizobium en nodulos es
mayor en la fase fructificacion (dia 120) de Clitoria sp, esto posiblemente se debe a que la
planta en esta fase fenoldgica requiere la fijacién simbiotica del N2 para la formacion de
proteina que segun Azcon-Bieto y Talon (2008) se requerieren para la sintesis de

carbohidratos en vaina.

Cuadro 9. Efecto del tiempo de exposicion a petroleo en Clitoria sobre la poblacion de

bacterias y hongos micorricicos arbusculares.

Clitoria sp Clitoria ternatea

Bacterias y HMA Tiempo de exposicion a petroleo (Dia)

30 75 120 30 75 120
Azospirillum (10° UFC g!s.s) 140a 2c 27b 35b 2c 8c
Azotobacter (10> UFC gt s.s) 124b 2b 1b 484a 110b 4b
Rhizobium (10% UFC g s.s) 24b 139b 799a 2b 238b 316b
Hifas (%) 28.6b 51.7a 51.7a 55.4a 44.1a 51.4a
Arbusculos (%) 1.3b 5.5a 5.5a 3.5b 5.9a 6.2a
Vesiculas (%) 32.2ab 39.5a 39.5a 28.3b 28.1b 34.3ab
Esporas intraradicales (%) 43.2a 6.3c 6.3c 1.9c 18.4b 15.6b
Colonizacién total (%) 26.3a 25.7a 25.7a 22.3a 24.1a 26.9a
Esporas extraradicales (10g) 43b 43b 43b 49h 67a 41b

Letras minusculas por hileras son estadisticamente diferentes (Tukey <0.05, n=12).
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6.11. Tendencias dosis de petroleo-respuesta en planta y actividad microbiana de Clitoria
en cada tiempo de exposicion

Las curvas dosis de petréleo-respuesta en 17 parametros de crecimiento, produccion, nédulos
y proteina cruda combinados con tiempos de exposicion a petroleo (51 combinaciones)
muestran tres tipos de tendencias; (a). 22 curvas dosis respuesta en forma hormetica para
Clitoria sp y 20 para C. ternatea, (b) 19 curvas lineales con tendencias inversamente
proporcional a la dosis de petréleo para Clitoria sp y C. ternatea, y (c) ocho respuestas sin
tendencia definida en Clitoria sp y 12 para C. ternatea (Cuadro 10).

La curvas dosis de petroleo-respuesta en ocho variables de poblacién de bacterias reguladoras
de crecimiento vegetal y hongos micorricicos arbuculares combinados con tiempos de
exposicion a petréleo (27 convinaciones) muestran tres tipos de tendencias ; (a) nueve curvas
dosis respuesta hormetica para Clitoria sp y sies para C. ternatea, (b) 16 y 11 tendencias
inversamente proprocional para Clitoria sp y C. ternatea respectivamente, (c¢) dos y 10

respuesta sin tendencia definida para Clitoria spy C. ternatea respectivamente (Cuadro 10).

Considerando lo anterior, en respuesta a parametros de crecimiento, produccion, nédulos,
proteina cruda y actividad microbiana simbiotica que tienden a incrementar por efecto del
petroleo, es decir 31 curvas dosis-respuesta en forma hormesis para Clitoria sp, lo que es
indicador de adaptacion de la especie a suelos que contengan entre 3-30 g/kg de petréleo
crudo. Pero tambien, es importante mencionar la respuesta inversamente proporcional de las
variables respecto al petrdleo, en donde resalta 30 respuestas inversas para Clitoria sp y 26

para C. ternatea.

Clitoria sp al parecer tiende a ser mas productiva y hospedera de hongos micorricicos
arbusculares, y esta fortaleza se debe a su origen, ella es una especie silvestre en zonas
aledafias a infraestructura petrdleo, aunque el contenido de proteina aérea es menor que en C.

ternatea, el contenido de proteina en vaina es mayor

77



Cuadro 10. Curva dosis-respuesta de variables de crecimiento, produccion, nédulos vy

actividad microbiana de Clitoria sp y C. ternatea en tres tiempos de exposicion a petréleo.

Parametros Clitoria sp C. ternatea

30 75 120 30 75 120
Crecimiento y produccion
Longitud de planta (cm) U-inv U-inv Inversa Inversa Inversa U-inv
TCR (cm d?) U-inv Inversa U-inv Inversa J no
Biomasa raiz (g) Inversa Inversa Inversa Inversa Inversa Inversa
Biomasa aérea (g) U-inv Inversa U-inv Inversa Inversa Inversa
Biomasas nédulo (g) U-inv Inversa Inversa U-inv U-inv U-inv
Biomasa flores (g) no Inversa no no Inversa no
Biomasa vaina (g) no no Inversa no no Inversa
NUmero nddulos U-inv J J U-inv J J
Diametro nédulo (mm) J U-inv Inversa J U-inv Inversa
Leghemoglobina (%) U-inv J Inversa U-inv J J
Nodulo globoso (%) no J J Igual J no
Nodulo cilindrico (%) no Inversa J no no no
Nodulo ramificado (%) no Inversa Inversa no no U-inv
Nodulo abanico (%) no U-inv Ausente  no U-inv U-inv
No6dulo rugoso (%) no U-inv U-inv Inversa Inversa J
Proteina aérea (%) Inversa U-inv U-inv Inversa J U-inv
Proteina vaina (%) no no Inversa no no Inversa
Subtotal:17
Actividad microbiana
Azotobacter (UFC g r.s) U-inv Inversa Inversa U-inv J U-inv
Azospirillum (UFC g'r. s) no Inversa U-inv no Inversa Inversa
Rhizobium (UFC g r.s) U-inv Inversa Inversa no Inversa Inversa
Hifas (%) Inversa U-inv Inversa no Inversa Inversa
Arbusculo (%) Inversa U-inv Inversa no U-inv Inversa
Vesiculas (%) U-inv Inversa Inversa no no Inversa
Esporas intraradical (%) no Inversa Inversa no no Inversa
Colonizacion total (%) Inversa Inversa Inversa no no Inversa
Esporas extraradical (10g) U-inv U-inv U-inv U-inv U-inv Inversa
Subtotal: 9
Total: 26

U-inv: Curva dosis-respuesta en forma de U-invertida. J: Curva dosis-respuesta en forma de J. Inversa:
Tendencia inversamente proporcional. no: Sin tendencia alguna o no hubo respuesta de la variable.
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6.12. Degradacion de hidrocarburos totales del petroleo en rizosfera de Clitoria segun
dosis y tiempo de exposicion a petroleo

Al dia 30, 75 y 120 de exposicion a petréleo la mayor degradacion (DEG) de HTP fue 43, 69 y
73.9 % respectivamente, en rizosfera de Clitoria sp plantada en suelo con 3 g de petréleo, y la
menor (22, 46.7 y 67%) en los tratamientos integrados con Clitoria sp + 30 g de petroleo
(Figura 34). Al respecto Rivera-Cruz et al. (2012); Arias-Trinidad et al. (2017); Somtrakoon et
al. (2018); Alarcon et al. (2019); Morales-Guzman et al. (2020), informan que las leguminosas
tienen capacidad para fitorremediar suelos con bajas dosis de petrdleo y esta se logra a través
del tiempo.

El porcentaje de DEG de HTP se explica por la presencia de microorganismos que se
hospedan al dia 30, 75 y 120 en la rizosfera de Clitoria, al respecto en esta investigacion el
tiempo de exposicién a petrdleo presento relacion positiva altamente significativa con DEG
(r=.454**), y la DEG con CT (.289**). Es importante destacar que al dia 30 de exposicion a
petréleo la DEG se relaciona positivamente con AZT (r=.425%), RIZ (r=.566**) y ESEXT
(r=.390%), asi mismo al dia 75 y 120 existe relacion positiva con ESEXT (r=.477** y r= .413*
(Cuadro 11).

Sobresale la relaciéon DEG de HTP con esporas extraradicales en los tres tiempos evaluados
(Cuadro 11), esto es un indicador bioldgico de la disminucion de la contaminacion del suelo,
los HMA son capaces de reproducirse y depositar esporas extraradicales listas para germinar e
iniciar el proceso de crecimiento de hifas y hacer simbiosis con Clitoria. Para que la hifa del
HMA arbuscular se desarrolle y espanda por el suelo requiere metabolizar carbono de origen

biogénico o antropogénico.

6.13. Efecto de Clitoria en la degradacién de petréleo fresco

En la Figura 35 se observa diferencias estadisticas significativas de las medias del porcentaje
de degradacion de HTP (Tukey p<0.05) bioestimulado por la rizosfera de Clitoria sp y C.
ternatea al dia 30, 75 y 120 de exposicion a petroleo fresco. Las mayores medias de
degradacion se encontraron en el rango de 40 a 51% al dia 75 y 120 y fueron estadisticamente
iguales en las dos Clitorias. Al respecto Yang et al. (2014) informa la capacidad de algunas
leguminosas para la remocion de fracciones labiles o0 menos toxicas en concentraciones bajas

de petrdleo. Asi mismo esta degradacion al dia 75 y 120 puede al mayor porcentaje de
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colonizacion del HMA que se establece en las dos Clitorias (Cuadro 9), y esto se confirma por

la relacion altamente significativa y positiva (.562**, .485**) entre tipo de Clitoria*EXINT al

dia 75 y 120 (Cuadro 11). Los HMA son asociaciones mutualistas que utilizan sustratos

organicos para su metabolismo y crecimiento.

100 o :
Clitoriasp. :

80 b

60 L Clitoriasp. hi jik k:

5

! C. ternatea
40

Degradacion (%)

20

Crecimiento (30)

Floracién (75)

! C.ternatea a

gh j

m3 BE10 820 B30 g/kg de petréleo

Clitoria sp. | C. ternatea

e d

P

Fructificacién (dia 120)

Figura 34. Degradacion de hidrocarburos totales del petrdleo en rizosfera de Clitoria sp y C.

ternatea. Letras minudsculas diferentes entre columnas indican diferencias estadisticas significtivas

(Tukey, p<0.05, n=4).
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Figura 35. Efecto de Clitoria en la degradacion de hidrocarburos totales del petrdleo en

tiempos de exposicion a petrdleo. Letras minUsculas diferentes entre columnas indican diferencias
estadisticas significtivas (Tukey, p<0.05, n=12).
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Cuadro 11. Correlacion Person’s general, dia 30, 75 y 120 entre degradacion y microorganismos rizosféricos.

Petroleo DEG AZT AZP RIZ HIF ARB VES ESINT CT ESEXT
General
Tiempo -.228* Ab4** -.482** H27** A14** NS .304** 194 -.289* .091 NS
Petroleo NS NS NS -.290** -.706** - 579** -.514** NS -.635** NS
Clitoria NS .350** -.385** NS NS NS -.244* NS NS .256*
DEG NS NS -.313** NS NS NS -.225* -.290** .289** NS
Dia 30
Petroleo NS NS NS NS NS -.344** NS NS NS NS
DEG 1 415* NS .566** NS -.628** NS NS NS .390*
Clitoria .978** NS .528** -, 789** -.694** .686** NS NS -.912** NS NS
Dia 75
Petroleo .354* 480** NS -.364* -.502** A451* NS -.384** 480** NS
DEG 1 NS NS NS NS NS NS NS NS ATT**
Clitoria NS NS J12%* NS NS NS NS -413** 562** NS NS
Dia 120
Petréleo NS NS NS NS - 479** -.544** NS - 497** - 462** NS
DEG 1 NS NS NS NS NS NS NS NS A413*
Clitoria NS NS NS -.838** NS NS NS NS 485** NS NS

La correlacion general es de 30 tratamientos. Correlacion por dia de exposicion a petréleo con 10 tratamientos. *, ** = p < 0.05, 0.01,
respectivamente, NS = no significativo a p < 0.05. DEG: Degradacion; AZT: Azotobacter; AZP: Azospirillum; RIZ: Rhizobium; HIF: Hifas; ARB:
Arbusculos;  VES: Vesiculas; ESINT: Esporas intraradicales; CT: Colonizacion total; ESEXT: Esporas extraradical
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

7.1. Conclusion general

Clitoria sp expuesta al dia 30, 75 y 120 a 3 g de petréleo indujo mayor degradacion de
hidrocarburos totales del petréleo, colonizacon del hongo micorricico arbuscular en Gleysols,
y mayor tendencia con respuestas horméticas que C. ternatea en los tres tiempo de exposicién
a 3, 10, 20 y 30 g de petrdleo en el crecimiento, produccion, nodulacién, proteina aérea y
actividad microbiana simbiotica, por lo que es recomendable su integracidn en una tecnologia
ex situ y on situ de fitorremediacion para Gleysols contaminados hasta con 30 g de petréleo

del estado de Tabasco.

7.1.1. Conclusiones particulares

1. El efecto de la convinacion Clitoria-dosis-tiempo de exposicion a petréleo indujo mejor
respuesta en crecimiento, biomasa, numero, diametro y formas de nddulos, acumulacion de
proteina cruda aérea y vaina, poblacién de Azotobacter y, colonizacion intraradical de

cinco estructuras del hongo micorricico arbuscular en Clitoria ternatea.

2. Clitoria sp respecto a C. ternatea es una leguminosa silvestre con mayor tendencia a
formar hormesis en la respuesta de variables de crecimiento, produccién, nodulacion,
proteina y actividad microbiana simbiotica. Clitoria sp presento un total de 31 curvas
dosis-respuesta en forma de hormesis, mientras que C. ternatea 26, ademas Clitoria sp
presenta mayor biomasa seca de raiz y aérea con un contenido de 17 y 18 % de proteina
aérea y vaina. Esto permite recomendar a Clitoria sp para establecerla en ambientes

estresados por la contaminacion con petréleo.

3. El efecto del tipo de Clitoria al dia 30, 75 y 120 de exposicion a petréleo concluye que
Clitoria sp y C. ternatea son estadisticamente iguales en la bioestimuladora de la
degradacion de HTP en los tres tiempos; Clitoria sp degrada 24, 43 y 46% y C. ternatea
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22, 40 y 53 %, sin embargo, Clitoria sp se adapta mejor al petréleo por mejor respuesta en
23 de 78 convinaciones en las variables de de crecimiento, produccion, proteina cruda,

nodulacion y actividad microbiana simbidtica

La combinacion Clitoria sp + 3g de petroleo al dia 120, bioestimulé la mayor
degradacion de hidrocarburos totales del petréleo con 73.9%, esta degradacion al
relacionarse de manera positiva con el tiempo de exposicion a petréleo, la colonizacion
total del HMA, poblacion de Azotobacter y Azospirillum (al dia 30) contribuyeron a la

descontaminacién del Gleysols
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