) COLEGIO DE POSTGRADUADOS
@ INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS
CAMPUS TABASCO

POSGRADO EN PRODUCCION AGROALIMENTARIA EN EL TROPICO

ACTIVIDAD MICROBIANA ASOCIADA A
Eleocharis palustris (L) Roem. & Schult EN LA
FITORREMEDIACION DE SUELOS CON
PETROLEO

KARLA CHAVEZ ALVAREZ

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

H. CARDENAS, TABASCO, MEXICO

2022




La presente tesis, titulada “ACTIVIDAD MICROBIANA ASOCIADA A Eleocharis palustris
(L) Roem. & Schult EN LA FITORREMEDIACION DE SUELOS CON PETROLEO”,
realizada por la alumna: Karla Chavez Alvarez, bajo la direccion del Consejo Particular
indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado

de:

MAESTRA EN CIENCIAS
POSTGRADO EN PRODUCCION AGROALIMENTARIA EN EL TROPICO

CONSEJO PARTICULAR

g
Al

P
CONSEJERA: Q,.

DRA. MARIA DEL CARMEN RIVERA CRUZ

ASESOR: @‘

DR. LORENZO A. ACEVES NAVARRO

=
X

ASESOR:

DR. RUBEN GARCIA DE LA CRUZ

%

DR. ARMANDO VEGA LOPEZ

H. CARDENAS, TABASCO, MEXICO FEBRERO DEL 2022



ACTIVIDAD MICROBIANA ASOCIADA A Eleocharis palustris (L) Roem. & Schult EN
LA FITORREMEDIACION DE SUELOS CON PETROLEO

Karla Chavez Alvarez, MC
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Los gleysoles en humedales tropicales, localizados en regiones petroleras del mundo, han sido
reportados con hidrocarburos derivados del petroleo crudo (PC), con niveles dafiinos para los
seres vivos. La monocotiledonea Eleocharis palustris (Cyperaceae) crece en humedales
impactados por actividad petrolera en el sureste de México, y se desconoce ;Cual es la respuesta
fisiologica y microbioldgica de E. palustris para sobrevivir y recuperar el Gleysol contaminado
con petroleo? Este estudio se realizé durante 38 semanas (nueve meses) en humedal artificial en
invernadero, para determinar variables indicadoras de hormesis fisioldgica y microbiologica al
estrés por petroleo, que junto con la capacidad de la rizosfera de E. palustris para remover los
HTP, integren una tecnologia bioldgica para recuperar el humedal contaminado. Se establecieron
dos experimentos (EXP). EXP-1 (factorial 7x37), constituido por siete dosis de petréleo (DP) (0,
3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg base seca) y 38 tiempos [semana 1 a la 38 semana después del
trasplante], en el que se evalud la longitud de planta (LP), cantidad de plantas nuevas (PN) y tasa
de crecimiento relativo (TCR) de LP y PN a las semanas, dos y 37. El EXP-2 (factorial 7x2),
consistidé de siete DP y dos tecnologias [atenuacion natural (AN) y fitorremediacion (FT)- E.
palustris], y se evaliio materia seca de raiz (MSR) y aérea (MSA), nimero de raices primarias
(NRP), unidades formadoras colonias de microalgas (MIAL), hongos totales (HT), actinomicetos
(ACT), Pseudomonas spp (PSE), bacterias hidrocarbonoclésticas (BHID), y remocion de HTP
(%). En los 37 tiempos, la LP, PN, MSR, MSA y NRP 38 SDT presentaron indices de hormesis
fisiologico >1 e indica respuesta favorable al estrés por PC. Las poblaciones de MIAL, HT,
ACT, PSE y BHID rizosféricas promovieron indices horméticos microbiologicos >1. Los cinco
grupos microbianos fueron mayores en suelo con PC sometido a la FT, y menores en AN. E.
palustris se adapta en humedales contaminados con petrdleo, responde al estrés de manera
positiva e induce hormesis permanente durante las 38 semanas del crecimiento, producciéon y en
la actividad microbiana rizosférica en la FT. La FT a la semana 38, removi6 71.7% de HTP en
suelo bajo condiciones anaerdbicas. Es necesario estimular y extender el tiempo de prueba para
FT, para obtener una recuperacion de las condiciones originales del suelo.

Palabras claves: Hormesis fisioldgica, hormesis microbiologica, fitorremediacion, microalgas.
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MICROBIAL ACTIVITY ASSOCIATED WITH Eleocharis palustris (L) Roem. & Schult
IN THE FITORREMEDIATION OF SOILS WITH PETROLEUM

Karla Chavez Alvarez MC
Colegio de Postgraduados, 2022

SUMMARY

Gleysols in tropical wetlands, located in oil regions of the world, have been reported with
hydrocarbons derived from crude oil (CP), with levels harmful to living beings. The
monocotyledone Eleocharis palustris (Cyperaceae) grows in wetlands impacted by oil activity in
southeastern Mexico, and what is the physiological and microbiological response of E. palustris
to survive and recover oil-contaminated Gleysol? This study was carried out during 38 weeks
(nine months) in artificial wetland in greenhouse, to determine variables indicating physiological
and microbiological hormesis to oil stress, which together with the ability of the rhizosphere of
E. palustris to remove the HTP, integrate a biological technology to recover the contaminated
wetland. Two experiments (EXP) were established. EXP-1 (factorial 7x37), consisting of seven
doses of oil (DP) (0, 3, 15, 30, 45, 60 and 75 g/kg dry base) and 38 times [week 1 to 38 week
after transplantation], in which the plant length (LP), number of new plants (PN) and relative
growth rate (CRT) of LP and PN at weeks, two and 37 were evaluated. The EXP-2 (factorial
7x2), consisted of seven DP and two technologies [natural attenuation (AN) and
phytoremediation (FT)- E. palustris], and evaluated dry root matter (MSR) and aerial matter
(MSA), number of primary roots (NRP), colony forming units of microalgae (MIAL), total fungi
(HT), actinomycetes (ACT), Pseudomonas spp (PSE), hydrocarbonoclastic bacteria (BHID), and
HTP removal (%). In the 37 times, the LP, PN, MSR, MSA and NRP 38 SDT presented indexes
of physiological hormesis >1 and indicates favorable response to stress by CP. Rhizospheric
MIAL, HT, ACT, PSE and BHID populations promoted microbiological hormetic indices >1.
The five microbial groups were higher in soil with PC undergoing FT, and lower in NA. E.
palustris adapts to oil-contaminated wetlands, responds to stress positively and induces
permanent hormesis during 38 weeks of growth, production and rhizospheric microbial activity
in FT. The FT at week 38 removed 71.7% of PHT in soil under anaerobic conditions. It is
necessary to stimulate and extend the test time for FT, to obtain a recovery from the original soil
conditions.

Key words: physiological hormesis, microbiological hormesis, phytoremediation, microalgae.
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INTRODUCCION

Un problema historico en humedales tropicales es la contaminacioén del suelo con hidrocarburos
asociados a la extraccion de petréleo crudo (PC) y su conduccién a los centros de procesamiento
industrial, que por su condicién de anegamiento los ductos subterraneos se danan y conlleva a la
posibilidad de su liberacion accidental al medio ambiente (Rivera-Cruz, 2011; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2016). El PC esta compuesto de cuatro constituyentes; hidrocarburos saturados,
hidrocarburos aromaticos, asfaltenos y resinas. Muchos hidrocarburos (PAHs) y sus epoxides son
toxicos, mutagénicos y/o cancerigenos para los microorganismos y organismos superiores
incluyendo al hombre (Dodor et al., 2004; Winquist et al., 2014; Moubasher et al., 2015).

El petréleo en el suelo anegado del humedal cambia su equilibrio estructural original; el aire, agua,
suelo y sus propiedades fisicoquimica (Iturbe et al., 2007), y el balance bioldgico, sin embargo,
incrementan evidencias documentales del efecto positivo de los HTP sobre la biologia de los
organismos en estos ambientes historicamente contaminados (Gonzalez-Moscoso et al., 2017;
Orocio-Carrillo et al., 2019; Alanbary et al., 2019; Rodriguez-Uribe et al., 2021).

El efecto positivo de los TPH sobre el suelo se ha estudiado con la relacion que existe entre la
cantidad, composicion, grado de afectacion y beneficio sobre los organismos vivos (Al-Mutairi et
al., 2008). El empleo de bioindicadores fisioldgicos y microbiologicos que midan la toxicidad y
hormesis de un suelo contaminado con hidrocarburos del PC presenta grandes ventajas respecto a
indicadores fisicos-quimicos entre las que destacan su mayor sensibilidad, su caracter integrador, y
su alta velocidad de respuesta ((Dutta y Podile, 2010; Pérez et al., 2008; Pentreath et al., 2015).

La respuesta fisiologica de plantas y microorganismos se representa con un valor numérico
absoluto que indica dafio y/o beneficio a la exposicion al contaminante y el valor absoluto en
funcién del tipo de suelo y del contaminante vertido (Chaineau et al., 2003; Pérez et al., 2008;
Calabrese y Blain, 2009). Los indicadores de toxicidad y hormesis son valores absolutos que
muestran el efecto negativo o positivo de los organismos vivos a HTP, se obtiene de la relacion de
la respuesta de los organismos expuesto al contaminante respecto al suelo sin contaminacion.

La hormesis es un fenémeno de dosis-respuesta tipico en donde dosis bajas y altas estimulan a los
seres vivos (Calabrese, 2013), y esta es una capacidad evolutiva alcanzada de los organismos que
muestra respuesta adaptativa al estrés y tiene muchas implicaciones para la ecologia, toxicologia,

evaluacion de riesgo y otras disciplinas (Agathokleous y Calabrese, 2020a; Calabrese y



Agathokleous, 2020). La hormesis puede orientar el control y remediacion de la contaminacion,
practica que busca responder que “tan limpio es limpio” (Agathokleous y Calabrese, 2020b; Fan et
al., 2021). Los parametros en planta y sus interacciones con microorganismos que han sido
identificados facilmente como indicadores de estrés a la contaminacién con TPH en ecosistemas
son; el crecimiento, densidad de raiz, acumulacion de materia aérea y radical de plantas, poblacion
de microorganismos y diversidad (USEPA, 2002; Vasquez-Luna et al., 2011; Agathokleous et al.,
2020).

Los humedales tropicales cubiertos con plantas monocarpicas C3 de la familia Cyperaceae
presentan ciclos de crecimiento cortos, acumulacion alta de materia vegetal aérea y raiz, como
resultado de tasas fotosintéticas altas que dan la capacidad de la célula para sintetizar azucares,
proteinas, y polisacaridos altos (Sand-Jensen y Frost-Christensen, 1999; Salisbury y Ross, 1999), y
posee un sistema radical fibroso sostenido en suelo anegado formando la rizosfera, en donde la
raiz deposita exudados organicos e inorganicos que actuan como inductores para el crecimiento de
microalgas, actinomicetos, hongos y bacterias benéficas para degradar HTP (Cao et al., 2012;
Tang et al., 2011; Neumann y Romheld, 2012). Las microalgas a través de su metabolismo
proveen entrada de carbono a la formacién del suelo, a través de la fotosintesis y, a medida que se
metaboliza, producen y liberan acido carbdnico acidificando el medio (Pepper y Gerry, 2015),
mientras que los hongos, actinomicetos y bacterias son heterotrofas disponen de nutriente para los
organismos en el suelo; NH3, HoPOs?, SO47 y oxidan y/o reducen carbono de origen biogénico y
petrolifero en el suelo o sedimento (Madigan ef al., 2015; Smith et al., 2015).

Entre las plantas adaptadas al estrés al petroleo en humedales tropicales y subtropicales se ha
reportado; Typha latifolia (Omari et al., (2003),; Scirpus grossus (Al-Baldawi et al., 2015a) y
Ludwigia octovalvis (Al-mansoory et al., 2017), Scirpus mucronatus, Cyperus laxus, Cyperus
esculentus 'y L. peploides (Al-mansoory et al., 2021), y la raices de estas hospedan
microorganismos que incrementan su poblacion expuestos al estrés por hidrocarburos, entre estas;
bacterias fijadoras de N, Pseudomonas spp., y Rhodococcus spp (Vasquez-Luna et al., 2011;
Rodriguez-Uribe et al., 2021). En el humedal los hidrocarburos son sorbidos en el suelo y
sedimento haciendo mas lento su metabolismo y biodegradacion (Madigan et al., 2015), y durante
su biodegradacion los hongos, actinomicetos y bacterias utiliza Ha, SO4>, Fe*, NOs~ como
donadores de electrones (Maier y Gentry, 2015). La rizosfera en el humedal cambia al suelo y

agua ¢ induce mayor flujo de oxigeno, moléculas orgéanicas, nutrientes y microorganismos que
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liberan enzimas para que los hidrocarburos estén accesibles en la fase acuosa para las plantas y
microorganismos heterdtrofos, ya sea como hidrocarburos policiclicos disueltos o absorbidos en
materia organica solubilizada (Cunningham et al., 1996; Brady y Weil, 2008).

La descontaminacion del suelo de los humedales, con hidrocarburos del petroleo en las tltimas
décadas ha sido abordada por diferentes organismos publicos y cientificos, y ha llamado la
atencion el uso de la fitorremediacion con plantas nativas, siendo una opcidén de reparacion
atractiva, y rentable (Calabrese y Agathokleousalabre, 2021). La fitorremediacion en condiciones
anaerobicas, aunque es mas lenta que la aerdbica tiene potencial para reducir el impacto nocivo en
la naturaleza al mineralizar a los hidrocarburos en CHs, CO2 y H>O (Lawniczak et al., 2020).

Las plantas nativas de humedales; Ludwigia octovalvis (Alanbary et al., 2019), Spartina
alterniflora (Fleeger et al., 2015) y Scirpus grossus (Al-Baldawi et al., 2015b) han demostrado
capacidad de remocion de HTP derivado de petrdleo, gasolina y diésel de suelo anegado.
Eleocharis palustris es una Cyperaceae que se establece en grandes area de humedales con uso
ganadero en el tropico himedo mexicano, producen 6rganos de almacenamiento subterraneos,
como bulbos basales y tubérculos, que permiten la regeneracion de plantas en ambientes estrés y
después de la contaminacion con hidrocarburos del petroleo actuando como oOrganos perennes
(Daehler, 1998; Rivera-Cruz et al., 2016), sin embargo se desconoce su potencial en estudios de

adaptacion, hormesis y recuperacion de suelos con petroleo.



REVISION DE LITERATURA

2.1. El ecosistema acuatico costero

El ecosistema acuatico costero se ubica en las costas de los continentes del planeta viviente, con
una clara influencia marina, tales como estuarios, manglares, comprenden la parte mas baja de las
cuencas fluviales, bahias, estuarios y lagunas costeras, zonas rocosas, playas, arrecifes,
plataformas continentales y taludes, asi como las zonas de afloramiento, también se encuentran
incluidos sistemas de agua dulce como, lagos, estanques, arroyos, rios, humedales, marismas,
pantanos y turberas (Aylward et al., 2005; FAO, 2019).

Los componentes del ecosistema acuatico (agua, sedimento, plantas y microorganismos)
interaccionan formando el ciclado de nutrientes y generan energia en el sistema. Los cuatro
principales nutrientes que los organismos descomponen, gasifican y, por tanto, reciclan hacia la
atmosfera son: el carbono, el nitrogeno, el azufre y el fosfato, este ultimo también se transforma de

formas de sulfuro insoluble a formas solubles que quedan mas facilmente disponibles para los

organismos (Figura 1) (Odum et al., 2006).
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Figura 1. Descomposicion y reciclado microbiano en sedimentos de humedales



2.1.1. El humedal de agua dulce

Los humedales son considerados zonas de transicion entre los ecosistemas terrestres y los
acuaticos, con inundacién temporal o permanente sin ser por completo ecosistemas acuaticos
(Lefeuvre et al., 2003; Berlanga-Robles ef al., 2008), sujetos o no a la influencia de mareas, como
pantanos, ciénagas y marismas, cuyos limites los constituyen el tipo de vegetacion hidréfila de
presencia permanente o estacional; las areas en donde el suelo es predominantemente hidrico; y las
areas lacustres o de suelos permanentemente himedos por la descarga natural de acuiferos (LAN,
2020) (Figura 2). Adicionalmente podran incluir sus zonas riberefias, costeras, arrecifes de coral
adyacentes de una profundidad que no sobrepase los seis metros en marea baja, asi como

humedales artificiales (RAMSAR, 2016).
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Figura 2. Caracteristicas de los humedales inundados de manera temporal o permanentemente,
sus raices siempre en contacto con suelo himedo o anegado (Moreno-Casasola y Infante-Mata,
2016-modificado).



Abarca un amplio grupo de sistemas y ambientes con diferentes caracteristicas, pero a la vez
tienen propiedades comunes que permiten asociarlos (Berlanga-Robles et al., 2008) son
ampliamente reconocidos como una de las fuentes mas importantes de emisiones globales de
metano, pero también capturan grandes cantidades de didxido de carbono en los suelos (Nahlik y
Mitsch, 2011; Mitsch et al., 2013, Were et al., 2021). Ademas, cuentan con una cobertura de solo
el 5-8% de la superficie terrestre de la tierra (Nahlik y Fennessy, 2016).

Los ecosistemas de agua dulce se encuentran en lagos, estanques, arroyos y rios, y en los
humedales, marismas, pantanos y turberas asociados con estos cuerpos de agua. Los sistemas de
agua dulce brindan multiples servicios tanto a los seres humanos como al medio ambiente, que
incluyen: 1) consumo, energia y transporte; 2) servicios culturales; 3) mantenimiento de la calidad
del agua, control de inundaciones, erosion; y 4) el apoyo a la biodiversidad y la funcion de los
ecosistemas (Aylward et al., 2005).

La Convencion de Ramsar sobre Humedales (2018), menciona que los humedales naturales sanos
y en funcionamiento son fundamentales para los medios de subsistencia humanos y el desarrollo
sostenible, a escala mundial todavia cubren una superficie mayor que la de Canada (12,1 millones
de km? con un 54% inundado de forma permanente y un 46% inundado de manera estaciona), los

humedales estan disminuyendo répidamente a largo plazo en todo el mundo, con pérdidas del 35%

entre 1970y 2015.
2.1.2. Caracteristicas del suelo en los humedales

Los humedales contienen un suelo que permanece cubierto por el agua la mayor parte del tiempo,
sin embargo, su definicion es similar a un suelo terrestre. El suelo es un componente abidtico del
ecosistema, una combinacién que comprende minerales y materia orgédnica, asi como fases
liquidas y gaseosas los cuales adquieren un espacio y se definen por horizontes o capas de la
superficie terrestre de una profundidad variable y conservan caracteristicas propias, estas tres fases
se pueden organizar de muy diferentes formas, adquiriendo diversas proporciones para dar lugar a
centenares de suelos (Llado, 2012; SSS, 2014). El suelo esta integrado por particulas so6lidas
(mineral y orgéanica), gaseosos, agua y sobre las particulas solidas se hospedan los

microorganismos (Figura 3) (Madigan et al., 2015).
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Figura 3. Esquema de la disposicion de una particula de suelo con microcolonias (Madigan et
al., 2015).

En el suelo se encuentran particulas de diferentes tamafios, segliin el diametro se clasifican en
arcilla (< 0.002 mm), limo (0.002 a 0.1 mm) y arena (0.1 a 2 mm). Las diferentes clases de textura
del suelo reciben nombres como arcillo-arenosa o arcillo-limosa, segin los porcentajes de arena,
limo y arcilla que contienen. Un suelo en el que no domina ningin tamafio de particula se
denomina marga o textura media (Madigan et al., 2015).

Los suelos de los humedales se caracterizan por la saturacién de agua, la situacidén anoxica, la
acumulacion de materia orgénica, el brillo, el moteado, la segregacion de hierro/manganeso, la
oxidacion de los canales radiculares, los revestimientos de los poros del suelo, la produccion de
una matriz de suelo reducida y por su potencial de almacenamiento de carbono (Collins y Kuehl,
2000; USDA/NRCS, 2006, Hernandez, 2009). Es muy comun encontrar suelos que desarrollan
propiedades gléyicas (del ruso gley, masa de suelo lodosa), es decir que se encuentran saturados de
agua la mayor parte del tiempo. Los colores que predominan en la cara de los agregados son
rojizos, parduzcos o amarillentos y se combinan con colores en la superficie en grises o azulado
(IUSS, 2015).

Los regimenes de humedad del suelo estan definidos en términos del nivel del manto freatico y por
la presencia o ausencia de agua retenida, por ejemplo, el régimen de humedad udico (L. udus,
himedo), donde el suelo se encuentra seco <90 dias acumulativos al afio y <45 dias consecutivos

en verano. En este régimen se presentan los suelos de los climas hiimedos, con la precipitacion
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bien distribuida y también aquellos de climas donde las precipitaciones se concentran en varios
meses, pero que son suficientes para recargar el suelo para los meses secos (Porta et al., 2014;
SSS, 2014).

Los humedales agrupan a una gran gama de hdbitats continentales, costeros y marinos que
comparten ciertas caracteristicas climaticas y geoldgicas, asi como una hidrologia y una edafologia
singular (Moreno-Casasola y Travieso-Bello, 2007). Se pueden encontrar en los humedales y cerca
de ellos vegetacion como el pasto Megathyrsus maximus (Jacq.)., de la familia de las poaceae
(Valencia et al, 2017), la graminea Leersia hexandra de la familia de las poaceae (Rivera-Cruz et
al., 2016; Arias-Trinidad et al., 2017; Trujillo-Narcia et al., 2018; Orocio-Carrillo et al., 2019), el
pasto Brachyaria mutica es una herbacea perteneciente a la familia de las poaceas (Maldonado-
Chéavez et al., 2010), la Cyperaceae, Cyperus articulatus que es conocida en campo con el nombre
de tule (Rivera-Cruz et al., 2016) y Eleocharis palustris de la familia Cyperaceae que contiene un
tallo triangular (Asturnatura, 2013), esta Cyperaceae es extremadamente variable y sumamente
dificil en términos taxonoémicos (Alvarado-Cardenas et al., 2013). También se puede encontrar
especies de manglares como el mangle blanco (Laguncularia racemosa) perteneciente a la familia
Combretaceae (Agraz-Hernandez et al., 2006, CONABIO, 2018) y el mangle negro Avicennia
germinans de la familia acanthaceae (Hernandez et al., 2008), entre muchas otras especies de
famialias botanicas como Fabaceae, Combretaceae (Adams et al., 2009), juncales y carrizales

(Moreno-Casasola y Infante-Mata, 2016).

2.2. Carbono en el suelo y nitrégeno

2.2.1. El carbono en el suelo

El carbono es el elemento quimico clave en los compuestos de naturaleza organica, se encuentra
entre los océanos, la atmosfera, el suelo y el subsuelo, instancias que conforman los depositos,
reservorios o almacenes de carbono. El intercambio de carbono entre el reservorio terrestre y el
atmosférico es el resultado de procesos naturales como la fotosintesis y la respiracion, asi como de
la emision de gases de origen antropico (Riignitz et al., 2009). El carbono orgénico del suelo
(COS) es un componente importante del ciclo global del Carbono, ocupando un 69.8 % del Carbon
organico de la biosfera (FAO, 2001).

El COS asociado a la materia orgdnica del suelo proporciona coloides de alta capacidad de

intercambio catidnico. Su efecto en las propiedades fisicas se manifiesta mediante la modificacion
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de la estructura y la distribucion del espacio poroso del suelo (Martinez et al., 2008). Ademas, se
encuentra en forma de residuos organicos poco alterados de vegetales, animales y
microorganismos, en forma de humus y en formas muy condensadas de composicion proxima al
Carbon elemental (Jackson, 1964). El COS se relaciona con la sustentabilidad de los sistemas
agricolas afectando las propiedades del suelo relacionadas con el rendimiento sostenido de los
cultivos. El COS se vincula con la cantidad y disponibilidad de nutrientes del suelo, al aportar
elementos como el N cuyo aporte mineral es normalmente deficitario (Martinez et al., 2008). Los
humedales desempefian un papel importante en el secuestro y almacenamiento de carbono
(RAMSAR, 2018) Los humedales brindan importantes servicios al medio ambiente, actuan de
modo crucial en la captacion de CO2 atmosférico ante el presente escenario del cambio climatico.
(Pérez et al., 2015).

El ciclo del carbono es un ciclo biogeoquimico, por el cual el carbono se intercambia entre la
biosfera, la litosfera, la hidrosfera y la atmosfera de la Tierra (Pérez et al., 2015). Por lo cual el
carbono circula a través de los océanos, de la atmosfera, de la superficie y el interior terrestre, en
un gran ciclo biogeoquimico. El ciclo del carbono estd constituido por cuatro reservorios
principales de carbono interconectados por rutas de intercambio. Los reservorios son la atmosfera,
los océanos (que incluyen el carbono inorganico disuelto, los organismos maritimos y la materia
no viva), los sedimentos (que incluyen los combustibles fosiles), la biosfera terrestre (sistemas de
agua dulce y material organico no vivo, como el carbono del suelo). Los movimientos anuales de
carbono entre reservorios ocurren debido a varios procesos quimicos, fisicos, geoldgicos y

bioldgicos (Raisman y Gonzalez, 2007).
2.2.2. El nitrogeno en el suelo

El nitrogeno (N) es el elemento més abundante en la atmoésfera terrestre, pero no esta
bioquimicamente disponible para la mayoria de los organismos (Dahal et al., 2017). El contenido
de N organico en el suelo incluye una gran variedad de formas (Binkley y Vitousek, 1989), puede
no estar disponible para las plantas en moléculas complejas o perderse por denitrificacion, erosion
del suelo, lixiviado, volatilizacion (Philippot y Germon, 2005).

Del N total del suelo el 78 y 95% corresponde a N orgénico, de esta fracciéon se encuentran
aminoacidos (20-40%), aminoazucares (5-10%), bases puricas y pirimidicas (1-2%) (Florencia,

2019). El N organico y atmosférico no pueden ser utilizados directamente por las plantas.
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Para que estas absorban el nitrogeno, primero se debe convertir en amonio (NH4") y/o nitrato
(NO3"), que son las formas disponibles para la absorcion por las plantas, el NH4" se metaboliza en
las raices y requiere mas oxigeno, mientras que el metabolismo del NOs™ tiene lugar en las hojas

(Sela, 2019). E1 NOs™ es la principal forma de absorcion por las plantas (Florencia, 2019).

2.3. Definicion y composicion de petréleo fresco

La palabra petroleo se deriva del latin petroleum, aceite de roca. Constituido por una mezcla de
hidrocarburos y otros compuestos persistentes organicos que se presentan en el medio ambiente,
ya sea en estado solido, liquido, o gaseoso (Lamichhane et al., 2016; SGM, 2017). La apariencia
del petroleo crudo se modifica, suele ser de color negro, marrdn oscuro, amarillento o incluso
verdoso dependiendo de su composicion quimica (Varjani y Upasani, 2013; Varjani, 2014) esta
constituido, principalmente por hidrogeno y carbono (Harman, 2013). También por una mezcla
compleja de hidrocarburos aromaticos, poliaromaticos lineales o ramificados, saturados o
insaturados, alifaticos, heterociclicos, naftenos, asfaltenos, aliciclicos y compuestos volatiles,
ademas el 60-90% de ellos estan clasificados como biodegradables (Sammarco et al., 2013;
Falkova et al., 2016, Lamichhane et al., 2016).

Los diferentes tipos de petrdleo crudo se clasifican desde el punto de vista industrial dependiendo
de las propiedades fisicas, quimicas y su ubicacion geografica de su produccion. La clasificacion
se expresa en una escala normalizada por el Instituto Americano del Petréleo (American
Petroleum Institute, API), denominado como gravedad API (Marroquin, 2007; Varjani, 2014). El
petroleo mexicano se identifica actualmente con cinco tipos el Maya, Istmo, Olmeca, Altamira y el

Talam (Cuadro 1). Esta diversidad conforma lo que se conoce como mezcla mexicana:

+ El crudo Maya (Pesado), con densidad de 21 a 22° APl y 3.3% de contenido de azufte,
+ El Talam (Pesado), con densidad de 16° API y amargo con 2.8% de azufre en peso,
+ El crudo Altamira (Pesado), con una gravedad de 15° a 16.5° API y un contenido de azufre

en el rango de 5.5% a 6.0% en peso,

+

El petroleo tipo Istmo (Ligero), con densidad de 32-33° APl 'y 1.8% de azuftre en peso,
+ El crudo Olmeca (Superligero), con densidad de 39.3° API y un contenido de 1.3% de
azufre (SENER, 2018).
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Cuadro 1. Clasificacion de los tipos de petréleo crudo de acuerdo con la gravedad API
descritas por Petroleos Mexicanos (PEMEX).

Clasificacion Petroleo crudo Gravedad °API
Pesado Altamira 15-16.5
Pesado Talam 16
Pesado Maya 21-22
Ligero Istmo 32-33

Superligero Olmeca 39.3

Fuente: SENER, 2018
2.3.1. Estructura y tipos de hidrocarburos del petréleo

El petréleo crudo contiene cuatro formas estructurales en funcion de la solubilidad en solventes
orgadnicos: compuestos saturados, aromaticos, asfaltenos y resinas (Gary y Handwerk, 2003;

Delgado, 2006; Lamichhane et al., 2016) (Figura 4).

PETROLEO FRESCO
|
HIDROCARBUROS HIDROCARBUROS | ASFALTENOS | | RESINAS
SATURADOS AROMATICOS

Alcanos o parafinas

/\/ M/ Manaociclicos
Alguenos u olefinas @ @

avavd

. Policiclicos o
Alquinos

naftenoaromaticos
AN @)
Cicloglcanos o naftenos @@@@@ G>N

Estructuras con metalas

Figura 4. Clasificacion de los componentes quimicos del petréleo fresco (Gary y Handwerk,
2003; Delgado, 2006; Lamichhane et al., 2016).
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2.4. Efecto toxico y hormetico al petroleo

La presencia de materias externas en el ecosistema, como sustancias quimicas entre estas los
hidrocarburos del petrdleo (i6nicos y no idnicos) que afecta a los organismos acuaticos, la biota
del suelo y la salud se los seres humanos (Oyuela et al., 2016; Fauzul et al., 2019; Qurratu et al.,
2018; Oyuela et al., 2016), y sus efectos dependen de factores como, el tipo de compuesto
quimico, la cantidad vertida y el tiempo de exposicion (ATSDR, 1999). Los efectos toxicos de la
contaminacion por hidrocarburos para la salud humana incluyen irritacién de la piel, enfermedad
de garganta, asma, bronquitis, dafos en el sistema nervioso central, cancer e incluso la muerte
(ATSDR, 1999; Morales Terrés et al., 2010; Fauzul et al., 2020).

Las manifestaciones de los seres vivos al exponerse a los contaminantes pueden ser positiva y/o
negativa del crecimiento de los seres vivos y poblaciones microbianas (Morris, 2004; Senthil,
2020). Los efectos de los hidrocarburos pueden ser toxicos y agudos (Morales Terrés et al., 2010;
Oyuela et al., 2016; Titah et al., 2018), pero también pueden inducir efecto positivo llamado
hormesis.

Esta toxicidad se debe principalmente a un modo de accidén de tipo narcotico inespecifico, que se
basa en la particion de un contaminante disuelto en la capa lipofilica de la membrana celular, lo
que provoca una alteracion de la integridad de la membrana (Sikkema et al., 1995). Este efecto es
importante porque, debido a las interacciones hidrofobas, la membrana celular es un sitio
importante de acumulacion de contaminantes orgdnicos en los microorganismos (Kenawy et al.,
2007).

La hormesis es una relacion dosis-respuesta bifasica que se caracteriza por una estimulacion
maxima entre un 30 y un 60% mayor que los valores del grupo de control (Calabrese y Baldwin,
2001; Calabrese y Blain, 2011; Calabrese y Mattson, 2017, Agathokleous et al., 2020; Calabrese y
Agathokleous, 2021). La hormesis puede mejorar entendimientos y tiene importantes
implicaciones para las practicas de remediacion (Agathokleous y Calabrese, 2020b; Agathokleous
et al., 2020). Los resultados horméticos se pueden representar en una curva en forma de U, donde
se puede observar disminuciones por debajo del control en dosis bajas seguida del acenso en dosis
mas altas o una curva en forma de U invertida que expresa el incremento por arriba del control a
dosis menores seguida de un descenso a dosis mas altas (Calabrese y Baldwin, 2001; Calabrese y

Baldwin, 2003a, Calabrese y Baldwin, 2003b ). Los criterios de dosis-respuesta en forma de J son
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proporcionalmente similares a los de la dosis-respuesta en forma de U invertida (Calabrese y
Blain, 2009).

Existen plantas y microorganismos que, al verse expuestos a hidrocarburos del petréleo, han
desarrollado capacidades denominadas como hormesis, para estimular su crecimiento en suelo
contaminado con petroleo (Jia et al., 2013; Gonzalez-Moscoso et al., 2017; Orocio-Carrillo et al.,
2019). La hormesis es una capacidad desarrollada evolutivamente y tiene varias implicaciones
para la ecologia, la toxicologia, la evaluacion de riesgos y muchas otras (sub) disciplinas
(Calabrese y Agathokleous, 2020). Actualmente se estd desarrollando investigaciones sobre
hormesis en plantas y tiene amplias implicaciones para la evaluacion de riesgos, la biologia del

estrés y la agricultura (Agathokleous ef al., 2020).
2.4.1. Efecto de los hidrocarburos en plantas semiacuaticas

En el Cuadro 2 se observa 10 especies de plantas que crecen en suelo de humedales y
contaminados con hidrocarburos del petréleo crudo. Entre estas especies predominan los pastos al
crecer en suelo que contienen entre 7.9 hasta 238 g/kg de PC. En segundo lugar, las Cyperaceae
pueden sobrevivir en suelo contaminado de 5 hasta 119.373 g/kg de PC. Y en tercer lugar las

poaceae que pueden adaptarse en suelos con 30 g/kg de PC.

2.4.2. Efecto de hidrocarburos en microorganismos

2.4.2.1. Bacterias

Los microorganismos son los agentes primarios de la degradacién de contaminantes organicos en
el suelo, al incrementar la poblacién microbiana en un suelo contaminado, se puede también
acelerar la degradacion de los contaminantes organicos como los hidrocarburos (Wan et al., 2002,
Lee et al., 2007).

Las bacterias tienen un crecimiento rapido y una mayor capacidad de adaptacion a los medios
contaminados, lo que incrementa la probabilidad de éxito en la biodegradacion de compuestos
como el hidrocarburo (Velasco, 2004). Al respecto Salleh et al. (2003) informa que Acinetobacter
sp., Pseudomonas sp. y Mycobacterium sp degradan alcanos, monoaromaticos y poliaromaticos
respectivamente; Leahy et al., (1990) y Mili¢ et al., (2009) indican que entre los géneros de
bacterias en suelo y agua que degradan hidrocarburos son: Pseudomonas sp, Acinetobacter,

Flavobacterium, Nocardia, Achromobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Flavobacterium,
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Micrococcus, Rhodococcus Mycobacterium, Corynebacterium y Bacillus. En el Cuadro 3, se

observan diferentes grupos de bacterias.

Cuadro 2. Especies vegetales en humedales que crecen en suelos con hidrocarburos totales
del petrdleo.

Especie Petroleo (g/kg) Efecto Referencia
Echinochloa polystachya 7.7a79 Positivo Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia,
2004
Brachiaria mutica 7.8a79 Positivo Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia,
2004
Brachiaria humidicola 7.7a78 Positivo Zavala-Cruz et al., 2005
Brachiaria mutica 50a79 Positivo Maldonado-Chavez at al., 2010
Cyperus rotundus 20 a 102 Positivo Basumatary et al., 2012
Cyperus articulatus 60all9 Positivo Rivera-Cruz et al., 2016
Eleocharis palustris 601a119 Positivo Rivera-Cruz et al., 2016
Leersia hexandra Sw 6lall9 Positivo Rivera-Cruz et al., 2016;
Leersia hexandra Sw 14a112 Positivo Arias-Trinidad et al., 2017
Panicum maximum 30 Positivo Hernandez-Valencia et al., 2017
Scirpus mucronatus L 40 Positivo Purwanti et al., 2015
Leersia hexandra Sw 75al119 Positivo Trujillo-Narcia et al., 2018
Eleocharis palustris 75al119 Positivo Trujillo-Narcia ef al., 2018
Leersia hexandra Sw 7.9 a238 Positivo Orocio-Carrillo et al., 2019
Cyperus laevigatus L 0.050 Positivo Fahid et al., 2020
Scirpus mucronatus L 5a30 Positivo Fadhile et al., 2021

Cuadro 3. Grupos de bacterias que crecen y degradan hidrocarburos del petroleo.

Bacterias Hidrocarburo Referencia
Bacterias fijadoras de N HTP Rivera-Cruz et al., 2016
Bacterias solubilizantes de fosfato Petroleo ligero Rivera-Cruz et al., 2016
Bacterias solubilizadoras de potasio Petroleo ligero Rivera-Cruz et al., 2016
Azotobacter spp HTP Lépez-Jiménez et al., 2019
Azospirillum spp HTP Lopez-Jiménez et al., 2019
Bacterias Hidrocarbonoclasticas HTP Orocio-Carrillo et al., 2019
Bacterias solubilizadoras de fosfato HTP Martinez-Hernandez et al., 2021
Hongos micorrizicos arbusculares HTP Martinez-Hernandez ef al., 2021
Pseudomonas sp. HTP Nwinyi et al., 2016
Pseudomonas sp. HTP Mnif et al., 2017
Pseudomonas sp. HTP Widdel y Rabus, 2001
Pseudomonas fluorescens HTP Mcnally et al., 1998
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2.4.2.2. Hongos heterotrofos

Para la degradacion y eliminacion de hidrocarburos se han utilizado diversos tipos de hongos ya
que han mostrado potencial para reproducir cantidades significativas de enzimas eficientes para su
degradacion y eliminacion (Saraswathy y Hallberg, 2002; Chavez-Gomez et al., 2003; Genovese
et al.,2008).

En el Cuadro 4 se muestran porcentajes de degradacion de hidrocarburos por especies de hongos,
reportados en trabajos de investigacion. Los hongos filamentosos, que se encuentran comunmente
en sustratos lignoceluldsicos, producen enzimas extracelulares de baja especificidad, que pueden
degradar diferentes compuestos recalcitrantes, como hidrocarburos, resinas y asfaltos (Tortella et

al., 2005).

Cuadro 4. Recopilacion de los porcentajes de degradacion de hidrocarburos por especies de
hongos, reportados en trabajos de investigacion.

Hongos Degradacion % Referencia
Beauveria alba 49 Chaineau et al., 1999
Penicillium simplicissimum 45 Chaineau et al., 1999
Bjerkandera adusta 50 Meysami y Baheri, 2003
Phanerochaete chrysosporium 50 Meysami y Baheri, 2003
Pleurotus ostreatus 50 Meysami y Baheri, 2003
Pleurotus pilmanarius 50 Meysami y Baheri, 2003
Trametes versicolor 50 Meysami y Baheri, 2003
Pleurotus ostreatus 73y 58 Leonardi et al., 2007
Rhizopus sp 47 Mancera-Lopez et al., 2008
Aspergillus sydowii 40 Mancera-Lopez et al., 2008
Penicillium funiculosum 45 Mancera-Lopez et al., 2008
Aspergillus Niger, 64.6y76.3 Pérez-Armendariz et al., 2010
Penicillium glabrum 65y 72 Pérez-Armendariz et al., 2010
Cladosporium cladosporioides 78.5y62.3 Pérez-Armendariz et al., 2010
Anthracophyllum 80 Acevedo et al., 2011
Polyporus sp. S133 93y43 Kristanti et al. 2011
Aspergillus terreus 98.5 Alietal., 2012
Trematophoma 70- 90 Moghimi et al., 2017
Aspergillus spp 73 Contreras y Carrefio, 2018
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2.4.2.3. Microalgas

Las microalgas fotosintéticas proporcionan oxigeno, por tal han sido aprovechadas ampliamente
en el campo de la biotecnologia para la elaboracidon de consorcios que permitan optimizar procesos
tales como la biorremediacion (Subashchandrabose et al., 2011).

En el Cuadro 5 se reportan microalgas en presencia de hidrocarburos, reportados en trabajos de

investigacion.

Cuadro 5. Recopilacion de Microalgas en presencia de hidrocarburos, reportados en trabajos de
investigacion.

Microalgas | Referencia
Chlorella vulgaris Silva et al., 2008
Phormedium bohneri Dwivedi et al., 2010
Oscillatoria tenuis Dwivedi et al., 2010
Chlamydomonas angulosa Dwivedi et al., 2010
Ulothrix tenuissima Dwivedi et al., 2010
Oscillatoria nigra Dwivedi et al., 2010
Scenedesmus obliquus Tang et al., 2011
Chlorella vulgaris Puentes, 2014

2.5. Tecnologias biologicas para recuperar suelos contaminados con hidrocarburos del
petroleo

Las tecnologias de remediacion biologica (biorremediacion, bioestimulacion, fitorremediacion,
biolabranza, etc.), se refiere a la utilizacion de procesos biologicos (microorganismos) para la
degradacion, transformacion o remocion de los contaminantes a productos metabolicos inocuos y
restaurar la calidad del medio ambiente (Volke y Velasco 2002; Emeka et al., 2018).

Se han convertido en métodos alternativos para la remediacion de suelos contaminados con
petroleo por que ofrecen beneficios estéticos ecoldgicos, son factibles, rentables, naturales y
faciles de aplicar (Shekoohiyan et al., 2016; Hussain et al., 2018).

Entre las técnicas bioldgicas que se utilizan para recuperar suelos con hidrocarburos del petroleo
se han reportado; atenuacién natural, biorremediacion, bioestimulacion y fitorremediacion.

(Gallego et al., 2001; Chaudhry et al., 2005; Liu et al., 2011; Bramley-Alves et al., 2014).
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2.5.1. Atenuacion natural

La atenuacion natural es una técnica de biorremediacion in sifu de bajo costo, su caracteristica
principal es la utilizacion de los procesos fisico-quimicos de interaccion contaminante suelo y los
procesos de biodegradacion tienen lugar de forma natural (Lopez et al., 2006). No obstante, a
pesar de que puede ser utilizado en lugares muy variados, raramente se suele aplicar de forma
individual puesto que es un tratamiento mucho mdas lento que los que utilizan tecnologias
ingenieriles (Ortiz et al., 2006).

Los procesos naturales que se invocan para la recuperacion son biologicos, como la
biodegradacién aerobia, anaerobia y co-metabdlica, y procesos fisico-quimicos como la
volatilizacion, dispersion, dilucidon, desintegracion radioactiva, estabilizacion quimica y
bioquimica, precipitacion y sorcion en particulas de materia orgénica y arcillas del suelo (Lopez et
al., 2006; Ortiz et al., 2006). Se denomina también biorremediacidn intrinseca y se lleva a cabo
por los microorganismos autoctonos, principalmente bacterias, del medio afectado (Watanabe,
2001). La capacidad intrinseca de asimilacion de un medio depende de las “habilidades
metabodlicas” de los microorganismos nativos, del tipo de contaminante y légicamente de la

geoquimica y la hidrogeologia en la zona (Gallego et al., 2007).
2.5.2. Fitorremediacion

El término fitorremediacion esta formado por el prefijo griego phyto (planta) y de la raiz latina
remedium (remover) y se refiere al uso de plantas en el saneamiento del terreno (Walton et al.,
1995). Es una tecnologia prometedora de bajo costo para la limpieza de sitios contaminados, las
limitaciones que rodean los mecanismos obstaculizan los intentos de optimizacion (Phillips et al.,
2012). También aprovecha la capacidad de ciertas plantas para degradar, absorber, acumular,
metabolizar, volatilizar o estabilizar contaminantes presentes en el suelo, aire, agua o sedimentos
como: metales pesados, metales radioactivos, compuestos organicos y compuestos derivados del
petréleo (Peia-Castro et al., 2006; Ferrea-Cerrato et al., 2007; Lum et al., 2014; Delgadillo-Lopez
etal.,2011).

Una planta fitorremediatiora de suelos contaminados con aceite debe primero ser tolerante a la
presencia del contaminante y, al crecer, debe proporcionar condiciones favorables para el
crecimiento de microorganismos en la rizosfera, aumentando la aireacion, eliminando los

exudados rizosféricos y, en consecuencia, proporcionando la biodegradacion de los contaminantes.
17



Los microorganismos, a su vez, secretan enzimas que degradan el aceite y, como resultado,
generan energia para las células y sustancias como el agua y el dioxido de carbono que se liberan

al medio ambiente (Figura 5) (Janzen y Teresinha 2018).
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Figura 5. Proceso de rizodegradacion de suelos contaminados con petrdleo, en la rizosfera de las
plantas con liberacion de agua y didxido de carbono al medio

2.5.3. Biorremediacion

La biorremediacion se define como el proceso mediante el cual se hace uso de organismos como
plantas, hongos, bacterias naturales (microorganismos) o modificadas genéticamente para eliminar
contaminantes, transformarlos en sustancias menos toxicas, deteniendo el deterioro progresivo o
incluso convirtiéndolos en inocuas para el ambiente y la salud humana (Benavides et al., 2006;
Acufia et al., 2012; Rivera et al., 2018). Se fundamenta en la capacidad natural que poseen
determinados microorganismos para incorporar contaminantes en sus procesos metabodlicos y

usarlos como fuente de energia o carbono (Dzionek et al., 2016; Mosa et al., 2016).
2.5.4. Bioestimulacion

La bioestimulacion consiste en la complementacion del medio en el cual se encuentran los
microorganismos con nutrientes o condiciones adecuadas: nitratos, fosfatos, aceptores de

electrones (oxigeno) o ajustes de pH (Gallego et al., 2005). Esta técnica para la remediacion de
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suelos contaminados con hidrocarburos, ha sido estudiada en diferentes investigaciones,
obteniéndose resultados favorables (Vallejo et al., 2005; Samanez, 2008; Vallejo et al., 2016).

Nustez et al., (2014) obtuvieron por medio de la bioestimulacién efectos positivos en la reduccion
de HTP con porcentajes de reduccion de contenido de hidrocarburos entre el 83 y 94% vy
observaron un incremento de la poblacion bacteriana. Las tasas de degradacion en un estudio de
similares condiciones reportd porcentajes de reduccion entre 26 y 61% en procesos de 12 a 80 dias

(Xuy Lu, 2010).

2.6. Definicion y caracteristicas de la rizosfera

La rizosfera es una zona del suelo que va desde la superficie hasta una profundidad de 1 a 5 mm,
donde la interdependencia entre plantas y microorganismos que conduce en el mejor de los casos a
relaciones simbidticas (Oliveros et al., 2009; Newman et al., 2016). La extension varia de acuerdo
al tipo de suelo, la especie de planta y edad (Giraldo y Villa, 2016). La comunidad de la rizosfera
esta constituida por la microbiota (bacterias, hongos y algas) y por la una microfauna (protozoos,
nematodos, insectos y acaros), (Calvo, 2011). La rizosfera se compone de tres areas (Figura 6) 1)
ectorrizosfera, que es la zona alrededor de las raices, 2) rizoplano, zona de la superficie de la raiz y

3) endorrizosfera, involucra la epidermis y las corticales de la raiz (Brimecombe et al., 2001).

Cilindros vascularag:
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1 “ut

Ectorrizosfera

Rizosfera

Células de la cofia Mucigel

(caliptra)

Figura 6. Esquematizacion de las diferentes zonas que conforman la rizosfera (Brimecombe et
al.,2001).
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Los exudados de las raices son utilizados por los microorganismos como fuente nutritiva,
influyendo indirectamente en las interrelaciones entre los microorganismos colonizadores a través
de la accion selectiva que ejercen sobre especies o grupos particulares (Soroa-Bell et al., 2009).
Las raices primarias, secundarias y sus cabellos radiculares, genéricamente son capaces de liberar
cantidades significativas de exudados, de donde se incluyen azucares y polisacaridos simples,

aminoacidos, acidos organicos y compuestos fendlicos (Cuadro 6) (Oliveros-Bastidas et al., 2009).

Cuadro 6. Compuestos orgédnicos detectados en exudados de raiz de plantas

Clase

Ejemplos

Funcion reportada

Carbohidratos

Aminoacidos y

Arabinosa, glucosa, fructuosa, galactosa, maltosa,
ramosa, ribosa, sucrosa y ribosa

Todos los 20 aminoacidos proteicos, acido amino

Proveer ambiente favorable
para el crecimiento de
microorganismo

Inhibidor de nematodos

aminas butirico, homoserina, cistationina y acido mugineico
Acidos Formico, acético, butirico, propidnico, maleico, Reguladores del crecimiento
alifaticos citrico, isocitrico, oxalico, fumarico, malodnico, de la planta y efecto
succinico inhibidor
Acidos p-hidroxibenzoico, cafeico, p-cumarico, ferulico, Efecto estimulante,
aromaticos galico, gentisico, protecatecuico, salicilico, sinaptico, dependiente de la
siringico concentracion de prueba
Fenolicos Flavonoides, flavonas, flavononas, antocianininas, Inhibidor o estimulante del
varios isoflavonoides crecimiento dependiendo de

Acidos grasos

Steroides

Linoleico, linolénico, oleico, palmitito, estearico

Compestrol, colesterol, sitosterol, estigmasterol

la concentracion de prueba
Reguladores de crecimiento

Reguladores de crecimiento

2.7. Funcion e importancia de los microorganismos en suelo y rizosfera

Los microorganismos en el suelo y la rizosfera desempefnan una funcién importante en el
ecosistema, ellos muestran la actividad microbiana que es sinéonimo de los procesos bioquimicos

que se desarrollan para mantener el equilibrio en la interaccion suelo-planta del ecosistema.
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La actividad microbiana muestra la dindmica de crecimiento de la macroflora, microflora y
microfauna que es comunmente identificada por: 1) el nimero de individuos 2) la biomasa por
unidad de volumen de éarea en el suelo y 3) su actividad metabolica (frecuentemente medido como
la cantidad de dioxido de carbono generado en la respiracion) (Brady y Weil, 2008).

La actividad microbiana en suelo rizosférico a nivel de campo, es considerado un parametro clave
en la determinacion de la calidad biologica del suelo y para efectos del estudio realizado puede ser
un reflejo de las condiciones fisico-quimicas Optimas para el desarrollo de los procesos
metabolicos de microorganismos (Ramos y Zufiiga, 2008).

Muchos microorganismos diferentes participan en las reacciones de los ciclos biogeoquimicos, y
en muchos casos son ellos los unicos agentes bioldgicos capaces de regenerar formas de los
elementos necesarias para otros organismos, especialmente para las plantas (Madigan et al., 2015).
La comprension de estos ciclos permite a los cientificos a entender y predecir el desarrollo de
comunidades de microbios y actividades en el medio ambiente (Pepper et al., 2016). Por ejemplo,
el sulfuro de hidrégeno (H2S) es oxidado por microorganismos fotdtrofos y quimiolitétrofos a
azufre (S°) y sulfato (SO4>°); este wiltimo es un nutriente esencial para las plantas y los primeros
dos afectan al ciclo del carbono produciendo nuevo carbono orgénico a partir de CO». No obstante,
el sulfato se puede reducir a sulfuro de hidréogeno por la actividad de las bacterias reductoras de
sulfato, organismos que consumen carbono organico, y esta reduccién cierra el ciclo
biogeoquimico del azufre a la vez que regenera el CO> (Madigan et al., 2015).

El ciclo del nitrégeno es otro ciclo biogeoquimico critico para la vida, el nitrégeno puede ser
absorbido por escorrentia superficial durante eventos de precipitacion y eventualmente depositarse
en lagos, arroyos y rios (Brusseau, 2019). Este ciclo es un proceso microbiano, y resulta
fundamental para la regeneracion de formas de nitrogeno utilizables por las plantas y otros
organismos. Estd impulsado por bacterias quimiolitotrofas y quimioorganétrofas, organismos que

producen y consumen, respectivamente, carbono organico (Madigan et al., 2015).

2.8. Caracteristicas de los microorganismos

2.8.1 Pseudomonas spp

Las bacterias del género Pseudomona spp habitan suelo y rizosfera contaminados con
hidrocarburos policiclicos derivados del petrdleo, y son reguladoras del crecimiento vegetal

(Garrity et al., 2005), ellas contienen en los pldsmidos enzimas codificadas que oxigenan al
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hidrocarburo policiclico como el naftaleno (Madigan et al., 2015). En la taxonomia de P.
aureginosa y otras Pseudomonas fluorescentes Jessen (1965) enumero seis pigmentos producidos
por la masa celular de las colonias, derivado de los genes de dichos plasmidos que inducen
fluorescencia de diferentes colores (Madigan et al., 2015).

Se producen cuatro pigmentos de fenazinas [piocianina (Azul), piorubina (rosa claro, rojiso o
marron oscuro), clorafina (verde), oxifenazina (Naranja)], Pseudomonas proteina azul y pioverdina
(amarillo-verdoso) (Garrity ef al., 2005).

Las Pseudomonas spp son bacterias gran negativas, ubicuas, que pertenecen a la subclase gamma
de las Proteobacterias, son bacterias productoras de biosurfactantes (Palleroni, 1984; Nelson et al.,
2002). Tienen un potencial considerable para aplicaciones biotecnologicas, particularmente en las
areas de biorremediacion (Dejonghe et al., 2001), participan en actividades de degradacion de
contaminantes biogénicos y xenobioticos (Timmis, 2002). Segun Haritash et al., (2009)
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Mycobacterium spp., Haemophilus spp.,
Rhodococcus spp., Paenibacillus spp. son algunas de las bacterias mas estudiadas y aplicadas en la
remocion.

Las Pseudomonas spp son capaces de utilizar como fuente de energia una gran cantidad de
compuestos organicos del petroleo, de esta forma logran proliferar, colonizar nichos y ambientes
inhospitos (Pérez et al., 2008). Este género es ampliamente conocido por poseer variedad de
especies que demuestran una alta eficiencia para degradar una gran cantidad de sustratos, tales
como compuestos alifaticos, aromaticos y poliaromaticos (Fan et al., 2003; Molina et al., 2009).
La especie P. fluorescens se le conoce por su poder degradativo sobre naftaleno y asfaltenos
(Rockne et al., 2000), ademéas de tener altas tasas degradativas, tal como documentan Obi et al.,
(2016) y Bracho et al., (2004) con valores de hasta alrededor del 79% de hidrocarburos
degradados. Pérez et al., (2008) reporta un 57% de degradacion por parte de Pseudomona

aeruginosa.
2.8.2. Bacterias hidrocarbonoclasticas

Las bacterias hidrocarbonoclastas son grupos de microorganismos que tiene la particularidad de
degradar hidrocarburos, estas lo utilizan como unica fuente de carbono y energia. Es por esta
caracteristica que este tipo de bacterias y hongos son utilizadas para evaluar zonas perturbadas por

petroleo (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2014).
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Las bacterias hidrocarbonoclastas responden rapidamente a la adicion de hidrocarburos y se ha
demostrado que aumentan transitoriamente hasta un 90% de la comunidad microbiana total en
respuesta a la adicion de hidrocarburos (Yakimov et al., 2007, Pepper et al., 2016).

Los géneros mas reconocidos incluyen Pseudomonas, Xantomonas, Corinobacterium,

Xanthobacter, Streptomyces, Bacillus y Brevibacterium (Mooney et al., 2006, Pepper et al., 2016)
2.8.3. Microalgas

Las microalgas son microorganismos unicelulares, se clasifican como procariotas y eucariotas. Se
dividen en diferentes grupos en funcion de su taxonomia, incluyendo azul-verde, verde, verde-
amarillo, rojo, marrén y las algas de oro. Hay més de 50.000 especies de microalgas (Rashid ez al.,
2014). El término “alga”, carece de significado taxondémico y no corresponde a ninguna categoria
nomenclatural, es decir, solo es un término colectivo para un grupo heterogéneo de individuos. A
su vez, el término “microalga” hace referencia a un grupo de individuos microscopicos
diferenciandose asi de las “macroalgas” (Alveal et al., 1995; Parra y Bicudo 1996; Parra, 2006).

El término microalga se encuentra ligado al desarrollo biotecnoldgico en este contexto, las
cianobacterias o algas verde-azules, con estructura procariota (Borowitzka, 1988), se han
considerado tradicionalmente dentro de un grupo diverso de microorganismos fotosintéticos
unicelulares y multicelulares simples que estan presentes en todos los ecosistemas existentes en la
Tierra (Mata et al., 2010). Las microalgas poseen una capacidad de eliminar o biotransformar
contaminantes de un medio liquido o gaseoso (Hernandez y Labbé, 2014). En general, las
microalgas dependen para su crecimiento de luz solar, nutrientes simples que incluyen nitrégeno,
azufre, fosforo y didxido de carbono (Pignolet et al., 2013). Sin embargo, como respuesta a los
cambios en las condiciones ambientales, pueden poner en funcionamiento diversos tipos de
metabolismo (fotoautotrofico, heterotroético, mixotrofico, foto heterotrofico) (Arias et al., 2013).

Las microalgas adquieren un gran protagonismo, al ser considerados eco-amigables (ecofriendly
process), ya que reciclan eficientemente contaminantes desde medios liquidos y gaseosos
(Dominic et al., 2009., Douskova et al. 2010., Ledn y Chaves 2010., Gonzalez-Lopez et al., 2011.,
Rawat et al., 2011). En los ultimos afios, las cepas de microalgas mas utilizadas en la
fitorremediacion pertenecen al filo Chlorophyta, en particular las especies de los géneros Chlorella

y Scenedesmus (Masojidek y Torzillo, 2008; Spain et al., 2021).
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De acuerdo con el sistema de clasificacion propuesto por Parra y Bicudo (1996), la division
Chlorophyta esta representada por 15 d6rdenes, los cuales son agrupados segin sus caracteristicas
morfologicas en: a) Formas unicelulares y coloniales, b) Formas filamentosas unicelulares y c)

Formas multinucleadas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Clasificacion para las formas unicelulares y coloniales para ordenes Chlorococcales
y Volvocales.

Division Chlorophyta Chlorophyta Chlorophyta
Clase Chlorophyceae Chlorophyceae Chlorophyceae
Orden Chlorococcales Chlorococcales Volvocales

Familia Oocystaceae Oocystaceae Chlamydomonadaceae

Género Chlorella Monoraphidium Chlamydomonas

Fuente: Parra y Bicudo 1996
2.8.4. Hongos heterétrofos

Existen hongos capaces de biotransformar o biodegradar hidrocarburos que pueden ser utilizados
como estrategia en la micorremediacion de aguas y suelos impactados por la actividad petrolera.
Los suelos contaminados contienen gran cantidad de microorganismos que pueden incluir hongos
capaces de utilizar hidrocarburos (Cafias y Jerez, 2003) debido a que utilizan a los hidrocarburos
como fuente de energia (Madigan et al., 2015), pero su diversidad microbiana es mas reducida
(Castillo y Roldén, 2005).

Pérez-Hernandez y colaboradores, (2015) encontraron que tres de las cuatro especies vegetales
evaluadas el petréleo intemperizado estimulo el crecimiento de los hongos heterétrofos. Esto se
puede explicar porque los suelos con petroleo intemperizado se caracterizan por tener un pH acido
donde los hongos tienden a ser mas tolerantes a los acidos que las bacterias (muchas especies
crecen a un pH optimo de 5 o menos) y son més sensibles a la variacion en la humedad (Madigan
et al., 2015; Merkl et al., 2004), favoreciendo sus actividades metabdlicas (Rivera-Cruz et al.,
2006).

Meysami y Baheri (2003), estudiaron en condiciones de laboratorio a las especies Penicillium
simplicissimum, Bjerkandera adusta, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus pilmanarius, Trametes versicolor y encontraron que estas cepas de hongos reducen

hasta el 50 % de HTP en 35 dias en un suelo artificialmente contaminado con 10,000 ppm.
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2.8.5. Actinomicetos

Los actinomicetos son organismos procariotes que estan clasificados como bacterias. Son un
componente importante de la comunidad bacteriana, especialmente bajo condiciones de pH alto,
temperatura alta o estrés hidrico.

Morfologicamente, los actinomicetos se parecen a los hongos porque sus células alargadas que se
ramifican en filamentos o hifas. Estas hifas son mas pequenas que las hifas de hongos. Estructura
de procariota tamafio 1-2 pum de didmetros, morfologia filamentosa, respiracién aerobica y
anaerdbica, habitan zonas marinas y anegadas, son capaces de degradar complejas moléculas
organica y fijar nitrogeno atmosférico (Pepper y Gentry, 2016). Ellos son empleados en el proceso
de biorremediacion, debido a que son capaces de degradar compuestos toxicos en el suelo

(Benavides et al., 2006).

2.9. Rutas de degradacion de hidrocarburos en suelo aérobica y anaerobica

La biodegradacion de los hidrocarburos del petréleo implica reacciones metabdlicas catalizadas
por una variedad de enzimas como por ejemplo las oxigenasas, las peroxidasas, las reductasas, las
hidroxilasas y las deshidrogenasas son comunes tanto para las vias aerdbicas como anaerobicas
que realizan los microorganismos (Peixoto et al., 2011).

En la degradacién aerdbica de los grupos metilo de n-alcanos, la via mas comin es la
incorporacion directa de un atomo de oxigeno en uno de los carbonos finales del alcano por una
enzima monooxigenasa que resulta en la formacion de un alcohol primario (Pepper et al., 2016).

El paso inicial en la degradacion de 1-alqueno puede implicar un ataque en el terminal o un grupo
metilo subterminal como se describe para los alcanos. Alternativamente, el paso inicial puede ser
el ataque en el doble enlace, que puede producir un alcohol primario o secundario o un epoxido.
Cada uno de estos productos de degradacion inicial se oxida ain mas a un acido graso primario,
que se degrada por oxidacion  como se muestra en la para alcanos (Pepper et al., 2016;
Logeshwaran et al., 2018).

Se pueden utilizar muchos hidrocarburos aromaticos como donadores de electrones en condiciones
aerobias por los microorganismos, entre los cuales las bacterias del género Pseudomonas han sido
las mas estudiadas. Sus metabolismos suelen iniciarse con la formacion de catecol o un compuesto
relacionado estructuralmente a través del ataque de las oxigenasas (Madigan et al., 2015; Pepper et

al., 2016).
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Las etapas de oxidacion de los compuestos alifaticos estan determinadas por la accion de enzimas
catalizadoras: las oxigenasas. Existen dos tipos de éstas: dioxigenasas y monooxigenasas.

Las primeras catalizan la incorporacion del oxigeno molecular (O2) completo, es decir, sus dos
atomos de oxigeno entran en la molécula. Mientras que las monooxigenasas se encargan de
catalizar la incorporacion de un solo atomo de los dos que posee el oxigeno molecular y el atomo
restante de oxigeno lo reduce a agua (H2O) (Figura 7) (Madigan et al., 2015). Los
microorganismos capaces de llevar a cabo este tipo de degradacion principalmente, son:

Pseudomonas, Nocardia y Mycobacterium (Madigan et al., 2015; Castillo et al., 2000).
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Figura 7. Etapas de la oxidacion de un hidrocarburo alifatico (Madigan et al., 2015).

La Figura 8 muestra diferentes reacciones catalizadas por oxigenasas. En la primera reaccion se

puede ver la reaccion catalizadora de la monooxigenasa, provocando la hidroxilacion de benceno a
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catecol. En otra de estas reacciones, la dioxigenasa rompe el anillo intradiol del aromaético,
provocando un corte del catecol a cis, cis-muconato, mientras que en el Ultimo caso en la
degradacion de tolueno, la dioxigenasa hidroxila el anillo y luego corta el anillo extradiol.

Al igual que en el catabolismo de los hidrocarburos alifaticos aerobios, los compuestos
aromaticos, con uno o varios anillos, se oxidan normalmente por completo a CO, (Madigan et al.,

2015; Pepper et al., 2016).
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Figura 8. Oxidacion de un compuesto aromatico mediado por oxigenasas (Madigan et al., 2015).
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La actividad metabdlica de microorganismos aerobios heterotrofos es fundamental para
transformar y degradar los hidrocarburos que contaminan el suelo; conocer su nimero y
composicion indica de forma indirecta la factibilidad de llevar a cabo un tratamiento biologico
(Mishra et al., 2001).

La activacion inicial de los hidrocarburos es fundamental para la biodegradacion anaerdbica, en
este sentido por ejemplo los alcanos deben activarse mediante un mecanismo que no depende del
02 (Rojo, 2009; Varjani y Upasani, 2017).

En contraste, se ha demostrado que los alifaticos de mayor peso molecular sufren degradacion
utilizando una via Unica, donde el primer paso en la biodegradacion implica la activacion del
alcano en una posicion sub-terminal mediante la adiciéon de una molécula de fumarato al alcano,
produciendo un derivado de alquil-succinato. Posteriormente, el producto de reaccion se une a
CoA y se convierte en un acil-CoA que puede metabolizarse adicionalmente por B-oxidacion

(Rojo, 2009; Pepper et al., 2016)

2.10. Importancia de la ciperacea Eleocharis palustris

La familia Cyperaceae incluye unos 115 géneros y alrededor de 3,600 especies, con una
distribucion cosmopolita (Gomez-Laurito et al., 2003). La ciperacea E. palustris es frecuente en
las balsas para abrevar el ganado (Blasco-Zumeta, 2016).

El término "Eleocharis" proviene del griego €log hélos “pantano” y de xdpig charis “gracia,
belleza, ornamento”: una planta que embellece los pantanos, el epiteto especifico “palustris”
proviene de palus, “pantano” paludis: pantano, para el habitat de crecimiento (Ecosostenibile,
2021). E. palustris tiene morfologia y fisiologia caracteristicas que estimulan la adaptacion y
crecimiento de la planta a condiciones desfavorables (Figura 9) (Hauser, 2006; Tilley et al., 2012).
Es una especie pionera que cubre muy bien el suelo arcilloso rapidamente a medida que disminuye
el nivel del agua, y también bajo condiciones de inundacion, es dominante en todas las etapas
serosas. Tiene crecimiento rizomatoso rapido en ambientes calidos, ambos en el suelo con manto
freatico a 30 cm debajo de la superficie como también en terrenos inundados (Trujillo-Narcia et
al.,2018). La E. palustris crece en suelos de humedales contaminado con 75,560 a 118,789 mg kg’
! de petroleo degradado y también con sulfato, derivado del petrdleo. Se recomienda el uso de
Leersia hexandra grass y E. palustris para la descontaminacion de suelos inundados y erosionados

contaminados con aceite y sulfato (Trujillo-Narcia et al., 2018).
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Figura 9. Eleocharis palustris (L.) Roem. & Schult (Martin Cilensek, 2008).

Segun Tilley et al., (2012) esta especie es utilizada para la restauracion de humedales. Planta
perenne con un rizoma de entrenudos de (0,6)1,5-2,5(4) mm de didmetro, rojizo o marron, cubierto
de escamas translucidas cuando joven. Tallos (6)11- 60(100) cm x (0,5)1-3(3,5) mm, rectos o
curvados, estriados cuando secos, vainas herbaceas, frecuentemente purptreas hacia la base, a
veces algunas de ellas deshilachadas; la superior truncada horizontalmente, florece de marzo a

noviembre (Asturnatura, 2021).

2.11. Taxonomia de la ciperacea Eleocharis palustris

Es comun confundir entre si gramineas, ciperaceas y juncos. En la Figura 10 se da una clave para
diferenciar estas tres familias (CIAT, 1988). Segun Tilley al et., (2012) el alargamiento del rizoma

sigue una linea casi lineal trayectoria para escapar de la competencia intra e interespecifica.
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Los mismos autores también mencionan que E. palustris tiene una masa de raiz densa que se
extiende mas de 40 cm en la profundidad del suelo, prospera en lugares perturbados.

En las ciperaceas las hojas se encuentran dispuestas en tres series (roseta); la vaina de la hoja es
tubular y entera; el tallo es de seccion triangular y completamente solido. Cada flor de una espiga

se encuentra ubicada en la axila de una bractea simple, la gluma. Producen también una sola

semilla (CIAT, 1988).
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Figura 10. Diferencia entre una graminea, ciperaceas y juncos (CIAT, 1988).
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Taxonomia

- Plantas (Reino Plantae)
- Plantas Vasculares (Filo Tracheophyta)
- Plantas con Flores (Subfilo Angiospermae)
- Pastos, Palmeras y Parientes (Monocotiledoneas) (clase Liliopsida)
- Pastos, Juncos, Bromelias y Afines (Orden Poales)
- Tules Y Zacates de Laguna (Familia Cyperaceae)
- Subfamilia Cyperoideae
- Tribu Eleocharideae
- Junco Espiga (Género Eleocharis)
- Tule (Eleocharis palustris)
- Eleocharis palustris ssp. palustris

Banki et al., 2021.
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Conocer variables indicadoras de hormesis fisiologicas y microbiologicas al estrés por petrdleo,
que junto con la capacidad de la rizosfera de E. palustris para remover HTP, integren una
tecnologia biologica, que recupere quimicamente al suelo Gleysol de humedales impactado por la

actividad petrolera en el tropico de México.
3.1.2. Objetivos particulares

- Obtener indicadores de hormesis fisiologico de E. palustris a petrdleo crudo en el crecimiento a
través del tiempo y produccion de material vegetal al final del proceso de fitorremediacion del

suelo anegado.

- Determinar indicadores hormesis microbioldgicos rizosféricos de E. palustris a diferentes dosis
de petroleo crudo, basado en poblaciones de microalgas, hongos, actinomicetos y bacterias al final

del proceso de fitorremediacion.

- Evaluar la diversidad de bacterias del grupo Pseudomonas spp después de la fitorremediacion y

atenuacion natural del suelo con petroleo.

- Analisis comparativo de la remocion de hidrocarburos totales del petréleo estimulados por
atenuacion natural y fitorremediacion rizosférica de E. palustris, y la relacion de estas con

variables microbiologicas y mineralizacion del carbono orgénico.
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HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general

La tecnologia biologia para recuperar Gleysol de humedal con petréleo se relaciona con variables
de crecimiento, produccion y microbiologicas associadas a E. palustris con respuesta positivas al

estrés por petroleo crudo, y con rizosfera que remueva hidrocarburos totales del petroleo del suelo.

4.1.2. Hipotesis particulares

- El crecimiento de E. palustris a través del tiempo y la produccion de material vegetal son

indicadores de hormesis al estrés inducido por el petréleo crudo de Gleysol inundado.

- La poblacion de microalgas, hongos totales, actinomicetos y bacterias Pseudomonas spp e
hidrocarbonoclastas en rizosfera de E. palustris son indicadoras de hormesis al estrés inducido por

el petréleo crudo de Gleysol inundado.

- La rizosféra de E. palustris usado para fitorremediar Gleysol con petréleo crudo induce mayor
diversidad de colonias del género Pseudomonas fluorescentes respecto al suelo con atenuacion

natural.

- La remocion de hidrocarburos totales del petroleo en Gleysol del humedal es bioestimulada en
mayor porcentaje por la fitorremediacion con E. palustris respecto a la atenuacion natural, y la
remocion de HTP se relacion positivamente con la poblacién microbiana que se establece en el

suelo y la mineralizacion del carbono orgénico.

33



MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion de Ciencia Basica Aplicada y pertenece a la LGAC Manejo Sustentable de los
Recursos Naturales para la Produccion Agroalimentaria del Tropico (PROPAT), se realizd en las
instalaciones del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco, asi como en el Laboratorio de
Microbiologia Agricola y Ambiental del mismo, ubicado en Periférico Carlos A. Molina S/N, Km.
3.5, Huimanguillo, Tabasco (17° 58°36.22” N y 93° 23'11.0” O), a 10 msnm, en clima tropical
calido himedo con abundantes lluvias en verano y temperatura media de 26. 4 °C (INEGI, 2005).

El proceso de investigacion se efectud en cuatro etapas secuenciales: Etapa I. Trabajo en campo.
Etapa II. Trabajo en microtinel. Etapa III. Trabajo en laboratorio. Etapa IV. Analisis estadistico.

Etapa V. Escritura de tesis (Figura 11).

5.1. Etapa 1. Colecta y procesamiento de suelo

El suelo utilizado para el experimento en esta investigacion fue un Gleysol sin contaminacion del
horizonte superficial (0-30 cm), obtenido ejido Paso y Playa, ubicado en el km 2 de la carretera
federal Cardenas-Huimanguillo. Las coordenadas UTM del sitio de colecta de las muestras son
latitud 17°57°42.5268 "N y longitud 93°21°41.5097""W.

El suelo (200 kg) se seco bajo sombra, y se tamiz6 a través de malla (5 mm abertura) para
determinar sus 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 franco arcilloso (arena 12%, arcilla 51%, limo 37%); pH moderadamente 4cido de 6.4;
conductividad eléctrica de 0.3 dS/m; contenido rico de materia organica 6.1%; nitrogeno total alto
con 55.5 ppm; y capacidad de intercambio cationico baja con 9.6 cmol/kg (Rodriguez-Uribe et al.,
2021). Posteriormente, se traslado al microtinel Campus Tabasco, Colegio de Postgraduados,

donde se pesaron 2000 g por unidad experimental para establecer el experimento.

5.2. Etapa II. Trabajo en microtunel

5.2.1. Caracteristicas morfologicas de E. palustris

El nombre Eleocharis viene de la combinacion de dos palabras griegas: AoC (elios) que significa

“en humedales, que crece en ciénagas y pantanos” y xdpi{ (charis) que se traduce como ‘““gracia”,
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lo que lleva a la conjetura de que Brown hace referencia a la gracia o elegancia con la que crecen

estas hierbas en los humedales (Svenson 1929; Rosen et al., 2007).
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Figura 11. Flujograma del proceso de investigacién
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Eleocharis palustris (Figura 12) es una Cyperaceae nativa de Europa (Portugal e Italia) con
nombre comun bayunquillo, junco borde, junquillo y junco palustre, en el sureste de México las
personas nativas le llaman “Tulilllo”. Este género esta constituido de aproximadamente 258
especies en el mundo, y esté relacionado con muchos ambientes humedos y acuaticos en Europa,
América, Asia y Australia (Goetghebeur 1998; Kearns et al., 1998; Govaerts y Simpson 2007;
Gomez-Laurito, 2009; Feijoéo y Arriaga 2012; Lastrucci et al., 2018; Asturnatura, 2021).

Habitat. La caracteristica de tulillo es su adaptacion a suelos con exceso de humedad o inundacion
prolongada. Se ha observado que puede sobrevivir y producir follaje en bordes de lagunas y zonas
temporalmente inundadas; indiferente edafico, subnitrofila, desde el nivel del mar a los 2400m
(Asturnatura, 2021). También se pueden ubicar en zanjas y a lo largo de estanques y arroyos
(Mohlenbrock y Drapalik, 1962).

Tallo. Es una hierba perenne con tallos erectos o ascendentes, frecuentemente trigonos, solidos
que alcanzan una altura de 20 a 80 cm (Adams 1994; Anonimo, 2021), posee tallos subterraneos
(Figura 13a) que crecen de forma horizontal en donde se desarrollan rizomas (Figura 13b) o
entrenudos mas o menos largos, de (0,6)1,5-2,5(4) mm de diametro, rojizo o marrdn, cubierto de
escamas translicidas (Asturnatura, 2021). El rizoma emite raices que se dirigen hacia abajo y
brotes que saldran hacia arriba de la superficie del suelo, y con el tiempo al envejecer mueren y se
integra al suelo en forma de carbono orgénico y nutrientes (Anonimo, 2021a).

Raiz. El sistema radical es fibroso, difuso o fasciculado, la raiz principal no se desarrolla, pero
abundantes raices primarias crecen formando un manojo y tienen aproximadamente las mismas
dimensiones (Figura 13c). Estas raices crecen en la capa superficial del suelo, logrando mas
extension que profundidad (Anonimo, 2021b).

Hojas. Generalmente en laminas lineares o filiformes a elipticas (Adams 1994), vainas distales de
las hojas persistentes, de coloracion verde y rojas a negruzcas cerca del tallo (proximalmente), no
infladas, no callosas, membranosas a papel, apice ampliamente obtuso a agudo (Flora of North
America Editorial Committee, 2003).

Fruto. Aquenio, lenticular, trigono o subgloboso, obovoide, desnudo 0 méas o menos envuelto en
una escama floral modificada (utriculo), en una raquilla modificada o en un hipoginio derivado del
perianto (Mohlenbrock y Drapalik, 1962; Adams 1994). De 1.2-1.6 mm de largo, raramente 1.1
mm de largo (excluyendo el tubérculo), amarillo, volviéndose marron oscuro con la edad

(Mohlenbrock y Drapalik, 1962).
36



Figura 13. Rizoma (a), tallo subterraneo (b) y raiz fibrosa (c) de Eleocharis palustris.
Fotografia Rivera-Cruz, 2021.
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Floracion. Inflorescencia parcial (espiguilla) (bisexuales o unisexuales); espiguillas a veces con
escamas florales (conocidas como bractéolas) subyacentes y dispuestas en espigas, pelos, o
ausente (Adams 1994). Cerdas perianto 4(-5) a veces ausentes, de color marron medio a
estraminoso, delgadas a robustas, estambres 3, anteras de color amarillo oscuro a estraminoso 1.5-

2.2 mm, estilos 2 0 3 (Flora of North America Editorial Committee, 2003) (Figura 14).

Figura 14. Proceso de floracion y produccion de escamas florales y aquenios de Eleocharis
palustris.

5.2.2. Propagacion de material vegetal

Se utilizd material vegetal (rizomas maduros) de tulillo colectados en el mes de febrero del 2020
en suelo del humedal contaminado con petroleo intemperizado (60.916 a 116.373 g/kg PC)
(Rivera-Cruz et al., 2016), en el Ejido Jos¢ Narciso Rovirosa, a dos kilometros del complejo
procesador de Gas la Venta, Huimanguillo, Tabasco (18° 4'37.05"" N y 94° 2°28.3°0), un dia
después de la colecta se seleccionaron rizomas de 0.5 cm de didmetro y tallos de 5 cm de altura

(Figura 15) para usarlos en el establecimiento del experimento.
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Figura 15. Seleccién de los rizomas de Eleocharis palustris de 0.5 cm de didmetro y tallos
de 5 cm de altura.

5.2.3. Petroleo fresco

El petroleo crudo mediano con 10.8° (API), peso especifico 0.84g/cm, 50.4, 32.6 y 13 % de
hidrocarburos alifaticos, aromaticos, polares resinas y asfaltenos respectivamente (EPA, 1996)

cuantificacion gravimetrico, y fue obtenido del campo petrolero “Ogarrio Bateria 27,

Huimanguillo, Tabasco, México (18°12°11.8"" Ny 94° 08'37.8""W).
5.2.4. Disefio y configuracion experimental

Se establecieron dos experimentos. El experimento 1 consistid de un disefio experimental factorial
completamente al azar con dos factores (7x37); factor 1 dosis de petroleo (0, 3, 15, 30, 45, 60y 75
g/kg) y factor 2 tiempos de evaluacion (38 semanas) [2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 semanas
después del trasplante (SDT) de Eleocharis palustris]. El experimento 2 consistio de un disefio
experimental factorial completamente al azar 7x2 (siete dosis de petroleo (DP) y dos tecnologias)
por 38 semanas (nueve meses). Las DP 0, 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg y las tecnologias de

fitorremediacion (FT) con E. palustris y atenuacion natural (AN) estimulada con agua, en total se
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tuvieron 14 tratamientos [(0 + con planta (CP); 3 + CP; 15 + CP; 30 + CP; 45 + CP; 60 + CP; 75 +
CP; 0 + sin planta (SP); 3 + SP; 15 + SP; 30 + SP; 45 + SP; 60 + SP; 75 + SP].
Los dos experimentos se establecieron bajo condiciones controladas (microtinel) de lluvia,

temperatura ambiental promedio (32 a 40°C) durante 38 semanas, y humedad relativa entre 85 y

90%.

5.2.4.1. Establecimiento de los experimentos

El suelo (2000 g) de cada unidad experimental (UE) se moli6 y tamizo6 para ser homogeneizado de
forma manual con las cantidades de 6, 30, 60, 90, 120, 150 g/kg de petroleo crudo. La mezcla se
coloco en contenedores de plastico. A las 48 h, de cada unidad experimental, se tom6 una muestra
de suelo para determinar los contenidos iniciales de HTP, usando el método de extraccion EPA
418.1 (EPA 1986).

En cada UE se trasplant6 un rizoma con tres tallos de 5 cm de altura de E. palustris (Figura 16) y
se aplico riego diario a las 56 UE durante las 38 semanas, para estimular el crecimiento de la
planta, el establecimiento de los microorganismos en suelo no rizosférico y rizosférico y la

degradacion de hidrocarburos del petroleo.

Figura 16. Trasplante inicial de rizomas en suelo para establecer los tratamientos de
fitorremediacion con E. palustris.
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5.2.5. Seguimiento de crecimiento de E. palustris

El crecimiento de E. palustris se evalu6 durante nueve meses cada semana; inicio a la semana 2
contina hasta la semana 38. Los parametros de seguimiento fueron; Longitud de planta
rizomatosa (LP), plantas nuevas (PN) y tasa de crecimiento relativo (TCR).

Las PN consistieron en contar directamente el numero de plantulas que emergen de raices
rizomatosas del tallo (culmos) principal (Figura 17a). La LP consistio en medir la altura
directamente con una regla graduada en cm desde la base del tallo hasta el apice de la hoja (Figura
17b).

La TCR para cada tiempo se determino usando la LP, aplicando la formula de Hunt ef al., (2002):

Inw2-lnwil

TCR:T .......................................................................................... (1)

Donde: In: logaritmo natural. w: longitud de las plantas rizomatosas (cm). t: tiempo (dias).

Figura 17. a) Conteo directo de plantas nuevas, b) Medicion de longitud de planta rizomatosa
con regla graduada en E. palustris.

5.2.6. Levantamiento de experimento

A la semana 38 después de establecimiento del experimento de FT y AN cada unidad experimental

(UE) se cosecho. La UE fue separada en sus partes; suelo, rizosfera, raiz y material aéreo (Figura

41



18 a, b, ¢, d, e, ). El suelo y rizosfera se homogenizaron y se colecté una muestra para analizar
parametros quimicos y microbiologicos. Las muestras para microorganismos se conservaron a 4°C
bajo condiciones de temperatura, y las muestras para evaluar variables quimicas se secaron bajo
sombra. La raiz y materia aérea se separaron, se lavaron con agua de la llave. Las raices primarias
frescas se contaron directamente. Las raices y el material aéreo se introdujeron en bolsas de papel

y se secaron en horno a 65°C de temperatura por 98 horas y se procedi6 al pesado.

Figura 18. a) UE de la tecnologia fitorremediacion, b) UE de la tecnologia atenuacion natural, c)
Colecta de suelo, d) Separacion de suelo, rizosfera, raiz y material aéreo, e) Colecta de material
aéreo, f) Separacion de suelo y raiz.

5.3. Etapa III. Trabajo en laboratorio

5.3.1. Variables en planta

5.3.1.1. Numero de raices

Las raices primarias frescas a la semana 38 después de lavarlas, fueron depositadas en bolsas de
pléasticas con agua destilada (20 mL) y posteriormente se procedié a realizar mediante conteo

directo el nimero de raices por UE (Figura 19).
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Figura 19. Conteo de raiz fresca de E. palustris a la semana 38 SDT

5.3.1.2. Materia seca de raiz y aérea

Se evalud a la semana 38 (nueve meses) SDT la materia seca radical y aérea. El material fresco se
sometid a secado en una estufa de circulacion de aire forzado durante 72 horas a 65°C y
posteriormente fue pesada en balanza semianalitica (Ohaus, modelo Scout Pro SP202), los

resultados se expresaron en gramos (Figura 20 a, b).

Figura 20. a) Materia seca aérea de E. palustris, b) Materia seca de raiz a la semana 38 SDT, c)
Materia seca radical y aérea en estufa de secado
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5.3.2. Variables microbioldgicas en suelo y rizosfera

A la semana 38 SDT se colecto de las 56 UE suelo sometido a FT (rizosfera) y AN (suelo). Las
muestras frescas se les determino el porcentaje de humedad y las UFC de microalgas, hongos
totales, actinomicetos, bacterias del grupo Pseudomonas spp e hidrocarbonoclasticas usando las

técnicas que se describen a continuacion.

5.3.2.1. Poblacion de microalgas

La técnica directa de recuento microscopico se utilizo para evaluar la poblacion de microalgas
(UFC mL"). Muestra liquida de suelo y rizosfera (100 pL) se coloco en la camara de recuento
Neubauer que consiste en una rejilla con cuadrados de areas conocida gravados en la superficie de
un portaobjeto de cristal (Arredondo y Voltolina, 2007; Madigan et al., 2015).

El crecimiento de un cultivo de microalgas se expresa como el incremento de biomasa ya sea en
forma de numero de células (cél/mL), calculado para un periodo de tiempo o una fase de
crecimiento especifica (Arredondo-Vega, 1997). El célculo de microalgas se determind usando la

siguiente formula, para obtener el nimero de células por mililitro (Sorokin, 1973)

" No. de cuadros contabilizados

Céls) _ No. de células
mL

Concentracién (—

La evaluacion se realizo en 100 uL tomados de la dilucion 10! (1 g de muestra en 9 mL de agua
estéril) (Figura 21 a, b, ¢), se cont6 el nimero de células por unidad de area de rejilla, y se obtuvo

una medida del niumero de células por volumen en la camara de Neubauer (Figura 21d).

5.3.2.2. Poblacion hongos y Actinomicetos

La poblaciéon hongos y actinomicetos totales (UFC g!) fue mediante la técnica de cuenta viable
por dilucidn seriada en medios de cultivos especificos (Madigan ef al., 2015) a la semana 38 SDT

(Figura 22).
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Figura 21. Proceso del conteo de microalgas. a) Vista de Microalgas sobre la superficie del suelo
después de la FT y AN. b) Pesado de muestra (g) y depdsito de 9 ml de agua estéril. c) Agitacion
de muestra suspendida en agua. d) Conteo usando camara de Neubauer y microscopio
compuesto (40X).

El procedimiento se realizé por triplicado y se incubaron a 28 °C durante 72 h y se procedio6 con el

conteo UFC g! (suelo seco). Para el reporte de las UFC de hongos se aplicé la formula siguiente:

N.CD x PSS

UFC g ls.s.= ~

Donde: UFC g! s.s = Unidades formadoras de colonias en gramos de suelo seco. N.C.D = Ntimero

de Colonias por Dilucion. P.S.S = Peso de suelo seco. P.S.H = Peso de suelo humedo (Diaz, 2006).
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Rastrillado

Incubacion
a28 °C por | 5
72 horas

Figura 22. Aislamiento de poblacion de hongos y actinomicetos totales mediante la técnica de

cuenta viable por dilucion seriada (Madigan et al., 2015)

La poblacion de Hongos totales (HT) en forma unidades formadoras de colonias (UFC g™') en papa

dextrosa agar (PDA) (Baker®) se utiliz6 el colorante de rosa de bengala (Cuadro 8).

Cuadro 8. Reactivos del medio de cultivo para Hongos Totales (Riker y Riker 1936 cit.
Johnson y Curl, 1972)

Reactivo Cantidad
Agar 17g
Papas 200g
Dextrosa 20g
Agua 1000L
Colorante de rosa de bengala: Cloruro de calcio 0.3g
hidratado
Solucién acuosa de fenol 5% 100 ml
Rosa de bengala (eritrosina) 10g
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Para la poblacion de actinomicetos (ACT) se utilizo el medio de cultivo Czapek, el cual es un
medio de cultivo adaptado originalmente de Czapek (1902, 1903) por Dox (1910). Las variaciones
menores en las cantidades aparentemente no afectan las reacciones. Dado que el proposito de la
formula de Czapek es asegurar la presencia de los elementos quimicos requeridos en cantidades
suficientes para mantener un buen crecimiento, con frecuencia se modifica en cuanto a las

cantidades y nutrientes introducidos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Reactivos del medio de cultivo para actinomicetos (Czapek (1902-1903) por Dox
(1910); (Williams y Wilkins, 1945)

Reactivo Cantidad
Agar 15g
Cloruro de potasio 0.5g
Fosfato dipotasico lg
Nitrato de sodio 2g
Sacarosa 30g
Sulfato ferroso 0.01g
Sulfato de magnesio 0.5g

5.3.2.3. Poblacion de bacterias

Las UFC de bacterias del género Pseudomonas spp e hidrocarbonoclasticas (BHID) se evaluaron
usando la técnica de cuenta viable en medio de cultivo selectivo. La poblacion de Pseudomonas

spp se evalu6 en medio de cultivo Agar cetrimida + glicerol (Garrity et al., 2005) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Reactivos del medio de cultivo agar cetrimida para bacterias del género
Pseudomonas spp formula por litro (pH final: 7.2 + 0.2) (Garrity et al., 2005)

Reactivo Cantidad

Digerido pancreatico de gelatina 20g
Cloruro magnésico MgCl l4g
Sulfato de potasio K;SO4 10g
Cetrimida (bromuro de tetradecil trimetil 0.3g
amonio)

Agar agar 13.6¢
Glicerol 10 mL
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Las bacterias hidrocarbonoclasticas con el medio de cultivo carbon combinado modificado esta
compuesta por dos tipos de solucion la A y la solucién B (Cuadro 11).

Una vez que se obtiene las dos soluciones (A y B), se adiciona a la solucién B 0.1 mL de Biotina +
acido aminobenzoico y se procede a unir las soluciones A y B con precaucion para evitar el
surgimiento de burbujas y se vierte de manera habitual en las cajas petri. Una vez solidificado el

medio se agregan 100 uL de petroleo sobre el medio de cultivo solido contenido en caja petri.

Cuadro 11. Reactivos del medio de cultivo carbon combinado modificado para bacterias
hidrocarbonoclésticas, formula por litro (Rennie, 1981)

Reactivo Cantidad
NH;Cl1 0.2g,
K>HPO4 0.8g,
KH2P04 0.2g,
KCl 0.1g,
NaFeEDTA 0.56¢,
NazMOO4.2H20 0.025g,
Extracto de levadura 0.025¢g,
Agua destilada 900 mL,
Lactato de Sodio 0.5 mL,
Agar-agar 15g,
Agua destilada 900 mL
Para la solucién B:
MgS04.7H,0 0.4g,
CaCl.2H20 0.12g,
Agua destilada 100 mL

5.3.2.4. Diversidad de bacterias

La diversidad de actinomicetos, Pseudomonas spp e Hidrocarbonoclasticas se evaliio usando las
caracteristicas morfologicas de las UFC (color, tamafio, forma, borde y elevacion (Figura 23)

Ramirez et al., 1998, Rojas 2011, Madigan ef al., 2015).

5.3.2.5. Seguimiento de pigmentos fluorescentes de Pseudomonas spp

La diversidad de Pseudomonas spp basada en los pigmentos fluorescentes de colores de la masa
celular para P. fluorescentes y no fluorescentes (Garrity et al., 2005). Fueron seleccionadas 13

colonias individuales; 7 derivadas del suelo tratado con fitorremediacion y seis de atenuacidén
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natural. Los pasos secuenciales para dar seguimiento de pigmentos fueron; 1. Aislamiento con el
fin de purificar la colonia y observar los cambios de color a través del tiempo.

El aislamiento fue la técnica de estria en zig-zag en estria cruzada (Figura 24), sobre el medio de
cultivo solido Agar Cetrimida + glicerol, posteriormente se incubaron (30 °C) los asilados durante
un tiempo de 192 horas. Cada 24 horas hasta las 192 horas se observaron los cambios de
pigmentos fluorescentes, comparando el color del aislado con la tabla Munsell para plantas y telas

(Figura 25).

Forma: Puntiforme circular amiboide  rizoide fusiforme
@ e W
Bordes: entero  ondulado lobulado crenado filamentoso

A h K k L

Elevacion: plana elevada convexa rugosa papilar umbonada

Figura 23. Descripcion morfologica en placa de agar en medios de cultivo s6lido (Ramirez et
al., 1998).

Asa de platino o de
aleacion cromo-niguel

Medio de cultivo

Siembra de una colonia,

Caja petri

ESTRIADO

Figura 24. Aislamiento por siembra por estria en placa (CIAT, 1988).
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Figura 25. Tabla Munsell para plantas y telas (Munsell, 1952).

5.3.2.5.1. Caracteristicas microscopicas Tincion Gram de cepa Pseudomona spp

La forma microscopica (cocos, basicos, estafilococos, racimos) en cepas del suelo rizosférico 1.3
FT, 1.4 FT, 2.6 FT, 2.6 FTV, 2.7 FT, 2.8 FT, 4.10 FT y en suelo no rizosférico 1.1 AN, 1.2 AN,
1.3 AN, 1.4 AN y 2.6 AN de los aislados puros de Pseudomonas spp se realizd con la técnica
directa en microscopio compuesto.
Los pasos fueron: (a) frotis de masa celular sobre el portaobjetos, (b) fijacion de las microscopicas
de Pseudomona spp. La fijacion se realizdo mediante la exposicion a calor durante unos segundos,
el reverso del frotis del portaobjeto a la llama del mechero de Bunsen (Forbes et al., 2009). Se
continud con la tinciéon de Gram a bafio Maria a temperatura de ebullicion.
Se cubrieron los portaobjetos con la solucidon cristal violeta y se dejo actuar durante 1 min,
posteriormente se eliminé el exceso de reactivo lavando con agua destilada. En seguida se cubrid
con lugol por 1 min, se limpié nuevamente el exceso con agua.
Después por 40 s se cubrid el aislado con alcohol, se elimind el exceso con agua. Finalmente se
cubrio el frotis con safranina para dejar en reposo durante Imin y se retird el exceso con agua
(Ramirez et al., 1998). Se dejo secar a temperatura ambiente. A los 4 dias se procedio a observar
los preparados en el microscopio con los objetivos 40X y 100X (Figura 26).
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Figura 26. Proceso de tincion Gram de las cepas de Pseudomona spp

5.3.3. Variables quimicas en suelo y rizosfera

5.3.3.1. pH, conductividad eléctrica, materia organica y nitrogeno total

El potencial hidrogeno (pH) y la conductividad eléctrica (CE) fue evaluado segun la técnica AS-02
NOM- 021-RECNAT-2000 (DOF, 2002). 5 g de muestra seca y tamizada a 2 mm de diametro El
potencial hidrogeno (pH) y la conductividad eléctrica (CE) fue evaluado segun la técnica AS-02
NOM- 021-RECNAT-2000 (DOF, 2002). 5 g de muestra seca y tamizada a 2 mm de didmetro
(previamente secada 24 h a 105°C) se suspendio en 20 mL de agua desionizada se agitd por
intervalos de 5 minutos, durante 30 minutos y reposo durante 15 min. Se usé un potencidémetro y
conductimetro (marca HANNA, modelo HI 9811-5).

Carbono orgénico (COS) fue con la técnica gravimétrica. Se utilizd 10 g de muestra seca y
tamizada (2mm) se colocé en crisol previamente destarado y se introdujo en mufla a 320°C por 24
h, para lograr la calcinacion del material organico (Etchevers, 1992). La materia orgénica (MOS)
se calculé multiplicando el resultado del COS por 1.724 (factor de Van Benmelen para estimar el
carbono organico) segun la técnica AS-07 (DOF, 2002). El nitrogeno total (Nt) se realizo por el
método micro-Kjeldahl tras digerir con H>SO4 (Page et al., 1982).

5.3.3.2. Degradacion de Hidrocarburos Totales de Petréleo

La prueba de degradacion de petréleo se realizd determinando el porcentaje de perdida de HTP de

la rizosfera y suelo a las 38 SDT respecto a los HTP inicial, tiempo de establecimiento de los
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rizomas de E. palustris en el experimento. La extraccion de los HTP se realiz6 en equipo soxhlet
(EPA, 1996), se utilizo6 el diclorometano con 99.5% de pureza (110 ml de solvente por UE). Se
utilizé 10 g de muestra de suelo (humedo) y sometio a reflujo en dedales durante 8 h, en el equipo
soxhlet (Figura 27), el sobrenadante se concentrd en matraces con un rotavapor. Los
matraces+concentrado de petroleo permanecieron por 24 horas en desecador. La concentracion de

HTP residual se calculd seglin la ecuacion siguiente:

HTP’ 1000gk
HTP (g/kg suelo seco) = ( > g)P(s . B e, 4)

Doénde: HTP = (PM + HTP extraidos del suelo) - (PM) PM = peso del matraz de extraccion a peso

constante. Ps = peso del suelo de extraccion (EPA 1986).

Figura 27. Extraccion de hidrocarburos totales del petroleo con equipo soxhlet y cuantificacion.
a) Peso de muestra fresca. b) Extraccion con diclorometano y ¢) peso de hidrocarburos totales del
petroleo.

5.3.4. indice hormesis a petréleo

El indice hormético fisiologico (IHF) y el indice hormético microbioldgico (IHM) se calculod para
cada variable (x). Para medir el efecto de tratamiento, los IHF(x) y IHM de cada variable fueron
comparados con la correspondiente del testigo (0 g/kg petroleo). El IHF(x) y IHM se obtuvo de la
division del tratamiento con petroleo entre el tratamiento testigo, ya que esto permite evaluar la
respuesta bioldgica a un suelo contaminado. Indice hormético fisiolégico total (IHFT) e indice
hormético microbioldgico total (IHMT) se obtuvo de la suma de todos los IHF(x) y/o IHM(x),
dividido entre el total de las variables estudiadas cuyo valor representa la respuesta de la planta

para IHF y microorganismos rizosféricos para IHM al contaminante en funcién de todas las
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variables fisiologicas y de produccion y/o microbioldgicas estudiadas para ellos se utilizaron las

ecuaciones siguientes:

THF(x) o THM(x) = % .................................................................................. )
THFT (x) = ?=1(’HFn(X)) .............. =1, 2 3 ©6)

IHMT (x) = 37, (’HM (X))

n

Donde:

IHF(x): indice hormético fisioldgico para la variable x. IHM(x): Indice hormético microbioldgico
para la variable x; Tp: concentracion de petroleo; Tt: testigo; R1: repeticion 1...n; n= numero de
variables.

5.3.5. Etapa IV. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de longitud de planta, plantas nuevas y tasa de crecimiento relativo por 37
tiempos, y los datos obtenidos a las 38 SDT de produccion de E. palustris, poblacion de
microalgas, hongos totales, actinomicetos, poblacion de Pseudomonas spp, hidrocarbonoclastas y
remocion de HTP, se procesaron usando una base de Excel, y se normalizaron, se verifico el
analisis de varianza (ANOVA), se utilizé el procedimiento de Duncan (p < 0.05) con el programa
estadistico Infostat 2020 (Di Rienzo et al., 2020). Se aplicéd correlacion de Pearson a las variables

obtenidas a las 38 SDT (SAS v.9.4) (SAS, 2005).
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Propiedades quimicas de suelo y rizosfera

El Cuadro 12 muestra las medias de pH, conductividad eléctrica (CE), materia organica (MOS),
carbono organico (COS), nitrégeno total (Nt) y COS/Nt a la 38 SDT en suelo y rizosfera de E.
palustris sin'y con 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC. Las medias para las seis variables presentan
diferencias estadisticas significativas por efecto de la dosis de petroleo (DP) y la tecnologia de
tratamiento (Duncan p<0.05). En suelo (AN) testigo y con petréleo crudo (PC) 3, 15 y 30 g/kg
registro un pH de 7.1, 6.9, 6.6 y 6.6, respectivamente, se clasifica como pH neutro. El suelo con
45, 60 y 75 g/kg PC es moderadamente 4cido (6.1 a 6.4) segun la clasificacion de la fertilidad del
suelo NOM-021-RECNAT-2000 (DOF, 2002). La CE (uS/cm) en suelo sometido a la AN estuvo
en el rango de 0.190 a 0.227 dS/m sin y con petroleo, con bajos en contenido salino.

Los contenidos de COS para los suelos con 0, 3 y 15 g/kg de PC los valores fueron 3 a 3.2%,
clasificacion agrondémica mediana, y los suelos con 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC los valores fueron
muy altos (3.5 a 4.6%). El Nt con valores para suelo sin PC de 0.12% (medianamente pobre), pero
en los suelos con 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC oscilaron entre 0.15 a 0.16 % (mediano) segiin
Rodriguez y Rodriguez, (2011). La relacion COS/Nt oscilo entre 18 a 35.6, siendo menor con 18 el
suelo con 3 g/kg de PC, indicando mayor mineralizacion del carbono de origen biogénico y
petrolifero. En el suelo sometido a la fitorremediacion (FT) los tratamientos sin y con 3, 15, 30,
45, 60y 75 g/kg de PC presentan un pH moderadamente alcalino entre 6.6 y 8. La CE en el rango
de 0.712 a 0.887 dS/m para suelo sin y con seis DP, clasificandose como de bajo contenido salino.
El COS fue clasificacion agrondmica mediana (3.1 y 3) suelo sin y con 3 g/kg de PC, mientras que
con 14, 30, 45, 60 y 75 g/kg el COS se clasifica como alto (3.6 a 6) incrementando al aumentar el
PC en el suelo. El Nt fue medianamente pobre (0.12%) para suelo sin PC, mediano en suelo con 3,
15, 30 y 45 g/kg PC alcanzando valores medianos (0.15 a 0.18%), y en suelo con 60 y 75 g/kg PC
el contenido fue medianamente rico, alcanzo valores de 0.24 y 0.25%.

La relacion COS/Nt presentd valores de 25 en suelo sin PC, pero entre 28 a 18.5 en suelo con
diferentes DP. El menor valor de esta relacion fue de 18.5 en suelo con 3 g de PC, indicando una
mayor mineralizacion de carbono en suelo de origen biogénico y petrolifero.

Al respecto Porta et al. (2014) indica que entre menor sea la relacion COS/Nt habrd mayor

mineralizacion en la solucidon del suelo, provocando la liberacion de componentes inorgéanicos
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como H,0, CO2, NH4", PO4™> etc., estos pueden ser aprovechables, pero también toxicos para las
plantas y los microorganismos.

El efecto de la FT increment6 ligeramente el pH, CE, COS en suelo respecto a la AN, esto
posiblemente se debe a los exudados organicos e inorganicos que segiun Marschner (2012), la raiz
deposita en el suelo, los cuales inducen cambios significativos en sus propiedades quimicas.

El efecto del petroleo también fue evidente después del proceso de FT y AN al incrementar el pH,
CE, COS y Nt con respecto a la AN, esto ha sido reportado por Caravaca y Roldan, (2003). Por su
parte, Shukry et al. (2013) indican que los hidrocarburos del petroleo alteran los contenidos de

carbono orgéanico, macro y micronutrientes.

Cuadro 12. Propiedades quimicas en suelo y rizosfera de E. palustris contaminado con
petroleo a 38 SDT.

Espacio /Petroleo pH CE MOS COS Nt COS/Nt
(g/kg) (1:4 H,0)  (uS/cm) (%) (%) (%)
Sin planta (AN)
0 (testigo) 7.1c 0.23d 55f 32¢g 0.14 g 22.8 bed
3 69c 0.23d 52 f 3g 0.16 de 18.5¢
15 6.6d 0.22d 53f 31g 0.15 fg 20.6 cde
30 6.6d 0.2d 6ef 35ef 0.16 de 21 cde
45 62¢ 0.19d 6.9 de 4 de 0.16 de 24 abc
60 6.4 de 0.19d 7 de 4 de 0.16 def 25 ab
75 6.1¢ 0.20d 7.9 be 4.6 bc 0.16 def 28 a
E. palustris
(Fitorremediacion)
0 (testigo) 8a 0.997 a 54f 31g 0.12h 25 ab
3 7.6b 0.90b 52f 3¢g 0.15ef 19.8 ¢
15 7.7 ab 0.82b 6.2 ef 3.6 ef 0.16 cd 21 bede
30 7.9 ab 0.89b 6.6 de 4 de 0.17 ¢ 21 bede
45 7.9 ab 0.86b 7.4 cd 43 cd 0.18 ¢ 23.9 bed
60 7.8 ab 0.85b 85b 5b 0.24b 20.8 cde
75 7.8 ab 0.712 ¢ 9.6a 6a 0.25a 23.5 bed
Tecnologia
AN 6.5B 0.209 B 6.2 A 3.6 A 0.16 B 22.8 A
FT 7.8 A 0.863 A 6.9 A 4 A 0.18 A 22.1A
Petréleo
Sin 75 A 0.612 A 54B 31B 0.13B 239 A
Con 7.1 A 0.522 B 6.8 A 4 A 0.17 A 22.3B

CE: Conductividad eléctrica; MOS: Materia Organica; COS: Carbon Organico; Nt: Nitrogeno
total. Letras minusculas diferentes por columna y letras mayusculas por columna indican diferencias estadisticas
significativas (Duncan p<0.05 n=4).
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6.2. Cinética de crecimiento de Eleocharis palustris en suelo con petroleo

El andlisis de varianza de LP y PN de E. palustris mostrd diferencias estadisticas altamente
significativas entre tratamientos (p<0.01) semana 2 y 36, segtn el efecto de DP (Figura 28a, b). En
los tratamientos sin y con DP la fase logaritmica de LP se presenta entre las semanas dos a la ocho,
la fase lineal entre las semanas 9 a 29, y senescencia o asintotica de la 30 a 38, siendo mayor en
tratamientos con las seis DP, respecto al testigo (Figura 28a). La mayor LP (94 a 95 cm) se
encontro en tratamientos de la semana 30 a 38 con 60 g/kg de PC, pero menor LP (63 cm) a partir
de la semana 11 hasta la 38 en planta no se expuso a PC. Lo anterior coincide con lo encontrado
mediante el indice hormesis fisioloégico (IHF) para LP (IHFLP), el cual mostr6 ser 9, 27, 45, 41,
50 y 34% respectivamente mayor al testigo al final de la prueba.
Al final de la prueba (semana 38) E. palustris mostrd capacidad de crecimiento y adaptacion a
suelos con altas DP. Este efecto positivo de altas DP en LP, también fue reportado por Orocio-
Carrillo et al., (2019) e indica que LP de L. hexandra incrementa 117, 120 y 138% el dia 40, y
114, 124 y 117% al dia 90 expuesta a 7.9, 54, y 102 g/kg PC. Arias-Trinidad et al., (2017)
encontraron un efecto negativo en altura del pasto L. hexandra expuesto a 1.5, 3, 4.5, 6, 7.5y 9
g/kg de PC dias 12, 25, 39, 54, 68, 82y 96.
La LP de E. palustris en tratamientos sin y con PC presenta la fase logaritmica entre la semana dos
a ocho, lineal (semana 9 a 29), y senescencia o asintotica de la 30 a 38, siendo mayor en los
tratamientos integrando con las seis DP, respecto al testigo (Figura 28a). Estos resultados indican
que la planta se adapta y presenta un crecimiento normal similar a las plantas que crecen en
ambientes sin estrés reportadas por Salisbury y Ros, (2000). Hausen, (2006) y Ogle et al., (2012)
indican que E. palustris es una monocotiledonea C3 que se establece en humedales que por el tipo
de morfologia y fisiologia, estimula la adaptacién y crecimiento vegetal a condiciones
desfavorables. También puede ser que E. palustris como respuesta al estrés induzca una
produccion de auxinas en el tallo lo que incrementa su crecimiento (Azcon-Bieto et al., 2013).
Las PN de E. palustris en suelo sin y con DP presentan una tendencia directamente proporcional al
tiempo de exposicion a DP; 3 (R?=0.9931), 15 (R*=0.9937), 30 (R?>=0.9893), 45 (R?*=0.9749), 60
(R?=0.9856) y 75 (R?>=0.9942) g/kg. Las PN es mayor en la semana 6 en los tratamientos con 6
DP, y en las semanas del 15 a 38 existi6 mayor cantidad de PN expuestas a 60 g de PC,
alcanzando 299 a la semana 38, lo cual fue 33.8% mayor que el testigo, logrando éste 198 PN
(Figura 28b).
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El indice hormético fisiologico para PN (IHFPN) a la semana 38, increment6 8, 15, 18, 23, 54 y 44
% al estar expuesta a 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC respectivamente, respecto al tratamiento
testigo. Resultado similar fue reportado por Gonzalez-Moscoso ef al. (2017) al dia 60, 120 y 180
con la estimulacion de 45.45, 100 y 85.71% respectivamente., en suelos contaminado con 90 g/kg
de petrdleo, respecto al suelo testigo. Una explicacion al incremento del nimero de PN puede ser a
lo que informa Azcoén-Bieto ef al. (2013) generalmente cuando la planta se expone al estrés, el
ciclo celular se incrementa cuando se dispone de nutrientes esenciales en el suelo y por la
biosintesis de hormonas en oOrganos vegetativos o reproductivos. Posiblemente en el 6rgano
reproductor (rizomas) de E. palustris se demanda por estrés la produccion o por recepcidn de acido

indolacético (AIA) para la produccion de nuevas plantas.

Las medias de TCR segun LP y PN en 37 tiempos evaluados en suelos sin y con seis DP muestran
diferencias estadisticas significativas (Duncan p<0.05) (Figura 29a, b). A la tercera semana de
exposicion a PC, la TCR segtn la LP, es incrementada en 54.7% para los suelos con 30 y 75 g/kg
(Figura 29a). Sin embargo, conforme el tiempo aumenta la TCR disminuye ante las seis DP.
Orocio-Carrillo et al. (2019) encontraron que al exponer Leersia hexandra ante DPs de 7.9, 54 y
102 g/kg, a los dias 45 y 90, la TCR aumenté (119, 159 y 146%, y 102, 113 y 109%,
respectivamente) en comparacion con el testigo.

En la Figura 29a se aprecia que en la quinta semana, la TCR respecto a PN increment6 1.6, 1.10,
2.3, 1.5, 1.6 y 2.4% en suelos contaminados con 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg respecto al suelo sin
contaminacion. Entre la semana 6 y 12, la cinética de PN disminuyé segun las DP, respecto al

testigo. La TCR en 15 y 75 g/kg fue mayor a las 36 SDT.
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Figura 28. Cinética de crecimiento lineal en el tiempo de Eleocharis palustris en suelo sin y

con seis dosis de petroleo. 38 SDT. a) Longitud de planta. b) Planta nueva en macollo. (Duncan
p <0.05, n=4). *: Significativo.
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59



6.3. Indices hormesis a petréleo

6.3.1. indice hormetico fisiologico
6.3.1.1. Crecimiento y produccion de Eleocharis palustris

Los IHF basados en el crecimiento (LP y PN) por 37 tiempos de exposicion a E. palustris expuesta
a diferentes DP, mostraron diferencias estadisticamente significativas (Figura 30a, b). A la semana
dos de la exposicion al PC hubo efecto negativo para la LP; sin embargo, con la prolongacion del
tiempo a partir de la tercera semana a la seis, se observo una estimulacion positiva de 3, 15, 30, 45,
60 y 75 g/kg petrdleo, mostrando un IHFAP >1. Las PN a partir de la segunda hasta la octava
semana de exposicion ante DP de 3, 15, 30 y 75 g/kg tuvieron un estimulo negativo, y de la
semana 9 hasta la 38, se observé un estimulo positivo del petrélo, al obtener un IHFPN >1.

La hormesis en plantas ha sido probada por diferentes investigadores; por ejemplo, Cedergreen et
al. (2007) expuso a la planta acuatica Lemna minor ante herbicidas Orocio-Carrillo et al. (2020) al
pasto semi-acudtico Leerxia hexandra a PC. Nuestros resultados muestran que el crecimiento de E.
palustris evaluado en 37 tiempos, es indicador de hormesis fisioldgica (IHFAP y IHFPN >1), por
lo que esta especie puede ser sostenible durante las fases de crecimiento en el humedal con suelo
arcilloso, contaminado ¢ inundado.

Esta respuesta ha sido confirmada por Cabrese y Blain (2009) quienes sugieren que algunos
valores de variables fisioldgicas que muestren hormesis son significativos para la sostenibilidad
del ecosistema. La respuesta hormesis para LP y PN se relaciona con la actividad fotosintética
mejorada que la planta adopta en condiciones de estrés, y que estimula el desarrollo vegetal (Jia et
al., 2015; Azcon-Bieto et al., 2013). Los mecanismos del sistema antioxidante estan relacionados
con la hormesis para brotes aéreos y evolucionan de manera conjunta con su metabolismo aerdbico
para contrarrestar consecuencias oxidativas y evitar la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Fu y Huang, 2001) que inducen la muerte celular. Entre los cuales, el superoxido
dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1.) convierte Oz a H»0», y la catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) y las
peroxidasas (principalmente ascorbato peroxidasa: EC 1.11.1.11) desencadena la conversion de
H>0; en H2O» (Jeffrey, 2002).

Por otro lado, IHF basados en variables de produccion (numero de raices primarias (NRP), materia
seca de raiz (MSR), aérea (MSA) y total (MST) de E. palustris, presentaron un estimulo positivo a
las seis DP. La mayor estimulaciéon de NRP (2.37) es la dosis de 60 g/kg PC. La mayor MSR se
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registro en el suelo con 75 g/kg de PC, aunque fue estadisticamente igual al tratamiento con 30 y

60 g/kg de PC. La mayor MSA (1.38) fue en 30 g/kg y MST mayor se estimula en 15, 30, 60 y 75

g/kg.
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Figura 30. Indice hormetico semanal a exposicion a petréleo del crecimiento de E. palustris.

(a) Longitud de planta. (b) Plantas nuevas. (Duncan p<0.05, n=4) *: Significativo. IHF> 1 indica
hormesis. La linea continua horizontal que inicia en el nimero uno en el eje Y, indica el valor de fondo del daiio,
por encima del cual se cree que esta el efecto de estrés.
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Figura 31. Efecto de dosis del petréleo en crecimiento de E. palustris 38 SDT.

En la Figura 31 se muestra el efecto hormético de E. palustris expuestas a las diferentes DP a las
38 SDT. Se observa por debajo de la linea continua (horizontal) el valor de fondo del dafio y por
encima se cree que esta el efecto de estrés.

Las medias de los indices horméticos fisioldgicos de las variables nimero de raices primarias
(NRP), materia seca de raiz (MSR), materia seca aérea (MSA) y materia seca total (MST)
mostraron diferencias significativas por efecto de DP a 38 SDT (Duncan <0.05 n=4) (Figura 32a,
b, ¢). Los valores de los IHFNRP, IHFMSR, IHFMSA e IHFMT fueron >1, a las 38 SDT ante las
seis DP, indicando una respuesta positiva al estrés. La respuesta de cada 6rgano de E. palustris en
el humedal artificial mostrd diferentes respuestas al estrés inducido por el PC. En mayor IHF
(2.38) para el NRP se obtuvo ante 75 g PC; el mayor valor de IHF (1.45) para la MSR se obtuvo
ante 75 g; y los mayores valores para MSA (1.37) y MST (1.8 y 1.7) se obtuvieron ante 60 gy 75
g, respectivamente (Cuadro 13). EL IHFT representa el promedio de los indices en las variables
fisiologicas y produccion de E. palusiris a las 38 SDT. Los IHFT obtenidos antc 3, 13, 30, 45,60 y
75 g/kg PC fueron 1.08, 1.22, 1.38, 1.31, 1.63 y 1.46, respectivamente. Estos indices respaldan a
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E. palustris por su repuesta positiva al estrés del petrdleo en el humedal. Segiin Maliszewska-
Kordybach y Smreczak (2000) una respuesta hormetica en las plantas significa que los procesos
bioquimicos y fisiologicos en los 6rganos vegetales son realizados de manera eficiente, sin alterar
la fotosintesis, respiracion y transpiracion. Resultados similares obtuvieron Mezzari ef al. (2011) y

Gonzalez-Moscoso et al. (2017) al exponer plantas tropicales a hidrocarburos totales del petroleo.
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2.5 25 L
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Figura 32. Indices de hormesis de produccion a petroleo fresco. a). Raices primarias, a). Materia

seca raiz, c¢). Materia seca aérea y d). Materia seca total de la Cyperaceae E. palustris. Letras
diferentes indican entre columnas indican diferencias estadisticas significativas (Duncan p<0.05, n=4). IHF> 1 indica
hormesis. La linea continua horizontal que inicia en el nimero uno en el eje Y, indica el valor de fondo del dafio, por
encima del cual se cree que esta el efecto de estrés.
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6.3.1.2. Indice hormetico en microorganismos rizosféricos

El andlisis de varianza del indice hormético microbiolégico (IHM) para las UFC de microalgas
(MIAL), hongos totales (HT), actinomicetos (ACT), Pseudomonas spp (PSE), y bacterias
hidrocarbonoclasticas (BHID) rizosféricas, mostr6 diferencias significativas (p<0.05) entre las DP
(3, 15, 30, 45,60 y 75 g/kg). Los IHMMIAL, IHMHT, IHMACT, IHMPSE, IHMBHID mostraron
que en cada una de las DP incrementaron las UFC, con indice hermético de >1 (Figura 33).

La poblacion de microalgas mostr6 mayor IHM (3.15 y 3.26) ante 60 y 75 g/kg de PC, con
incrementos de 71.4 y 69.3 %, respecto al testigo. Los HT y ACT con tuvieron IHM mayores de
3.12 y 1.36 ante 60 g/kg de PC, con incrementos de 67.9 y 73.5% respecto al testigo.

Las UFC de Pseudomonas spp y bacterias hidrocarbonoclasticas incrementaron al aumentar la DP.
Sobresalen los IHM muy altos inducidos por Pseudomonas spp e hidrocabonoclasticas (6 y 173,
respectivamente) ante 75 g/kg de PC, y con incrementos respecto al suelo testigo de 83.3% y
99.4%, respectivamente (Figura 34).

Los indices de hormesis obtenidos en cada grupo microbiano, se confirman a través del indice
hormético microbiologico total (IHMT) >1 (por ejemplo, 2.66, 7.12, 5.9, 30, 31.8 y 37) en suelo
con 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC, respectivamente (Cuadro 13). Esto sugiere que la rizosfera
de E. palustris del humedal artificialmente contaminado, es capaz de sostener el crecimiento de
grupos microbianos que toleran el estrés por la presencia de PC. La raiz en ambientes anoxicos
provee un habitat para que el biofilm microbiano pueda adherirse a ella, esto influenciado por
propiedades fisicoquimicas, oxigeno y exudados radicales (Tordera et al., 2020), ademas del
desarrollo fisiologico, disponibilidad y extraccion de nutrientes por la planta (Marschner, 2012).
Los grupos microbianos en ambientes andxicos segun George et al. (2012), utilizan aceptores de
electrones para la respiracion diferentes al Oa, como H, NOs, Mn?, Fe? y H,S, y reduccion de CO»
a CHy, habilidades que les permite colonizar ambientes contaminados con PC. Sin embargo, Mier
y Gentry (2015) informan que este tipo de microorganismos inducen cambios genéticos en ellos
como mutaciones o transferencia genéticas, modificaciones para el desarrollo de nuevas

capacidades metabdlicas, que les permita utilizar al PC como fuente de carbono y energia.
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Figura 33. Indice hormético microbiolégico en rizosfera de Microalgas, Hongos totales y
Actinomicetos. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Duncan
p<0.05, n=4). IHF> 1 indica hormesis. La linea continua horizontal que inicia en el nimero uno en
el eje Y, indica el valor de fondo del dafio, por encima del cual se cree que esta el efecto de estrés
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Figura 34. Indice hormético microbiolégico en Pseudomonas spp y bacterias

hidrocarbonoclastas. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Duncan p<0.05, n=4).
IHF > 1 indica hormesis. La linea continua horizontal que inicia en el nimero uno en el eje Y, indica el valor de
fondo del dafio, por encima del cual se cree que esta el efecto de estrés.
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Cuadro 13. Indices hormetico fisioldgico y microbiolégico total 38 SDT de E. palustris
expuesta a diferentes dosis de petroleo crudo.

Petroleo (g/kg) AP PN NRP  MSR MSA IHFT
Fisiologico

3 1.09 1.03 1.31 1.01 0.98 1.084 ¢
15 1.28 1.15 1.26 1.27 1.23 1.228d
30 1.45 1.18 1.58 1.32 1.38 1.382 be
45 1.41 1.23 1.53 1.19 1.19 1.31cd
60 1.51 1.55 2.38 1.33 1.38 1.63 a
75 1.35 1.44 1.89 1.45 1.17 1.46 b

Petroleo (g/kg) MIAL HT ACT PSE BHID IHMT

Microbiologico

3 2.82 1.08 1.32 1.24 6.83 2.66 b
15 2.33 1.66 1.30 1.31 29.02 7.12b
30 2.00 1.80 1.08 1.55 23.19 593b
45 2.11 1.48 1.24 2.46 144.14 30.29 a
60 3.15 3.12 1.36 2.20 149.34 31.83 a
75 3.26 1.76 1.28 6.01 172.83 37.03 a

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Duncan p<0.50, n=5). AP: Altura
de planta. PN: Plantas nuevas. NRP: Numero de raices primarias. MSR: Materia seca raiz. MSA:
Materia seca aérea. IHFT: Indice hormético fisiologico total. IHMT: Indice hormético
microbiologico total. MIAL: Microalgas. HT: Hongos totales. ACT: Actinomicetos. PSE:
Pseudomonas spp. BHID: Bacterias hidrocarbonoclasticas.

6.4. Actividad microbiana rizosférica y remocion de hidrocarburos totales del petrdleo

6.4.1. Los microorganismos segun dosis de petroleo y tecnologia aplicada

La media de la poblacion de MIAL, ACT, HT, SPE, BHID muestran diferencias estadisticas
significativas (Duncan p <0.05) causado por el efecto combinado de DP y de las tecnologias (AN
y FT) (Cuadro 14 y 15). La FT con E. palustris, ante 75 g/kg de PC, indujo mayor poblacion de
MIAL (94x10* cel mL™"), SPE (64x10?> UFC g r.s) e BHID (1885 x 10?> UFC g! r.s), y mayor
poblacion de ACT (507x10° UFC g), y HT (22x10% UFC g!) ante 60 y 15 g/kg de PC, respecto a
la AN.

Estos resultados sugieren que el efecto de la FT en condiciones anaerobicas, estimula el
incremento de cuatro grupos microbianos en suelo contaminado con 60 y 75 g/kg de PC, y para
HT ante 15 g/kg de PC. En general, se demuestra que la FT respecto a la AN induce un 53, 59, 58,
37 y 52 %, mayor poblacion de microalgas, actinomicetos, hongos, bacterias del grupo

Pseudomonas spp e hidrocarbonoclésticas, respectivamente (Cuadros 14 y 15).
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El efecto rizosfera observado en los cinco grupos microbianos mencionados muestra el potencial
del sistema radical de E. palustris para ser colonizado en el humedal contaminado con petrdleo.
Diversos investigadores reportan incrementos de bacterias por efecto de la presencia del sistema
radical y petrdleo. Rivera-Cruz et al. (2016) encontraron bacterias fijadoras de N en cantidades de
94 x10%> UFC g'! en rizosfera de E. palustris con 92 g/kg de PC. Gonzilez-Moscoso et al. (2019)
detectaron mayor UFC de bacterias heterdtrofas (121x10%) en la rizosfera de L. hexandra con 76
g/kg de PC, respecto al suelo sin planta. Rodriguez Uribe et al. (2021) registraron mayor poblacion
de Pseudomonas spp. y Rhodococcus spp. en rizosfera de E. palustris respecto al suelo sin planta
expuesta a 51 g/kg PC.

Una explicacion al incremento de las poblaciones microbianas en la rizosfera en ambientes bajo
condiciones de estrés, puede atribuirse a que los microorganismos tienen la habilidad de utilizar
cosustratos en su metabolismo, ademas de exudados radicales y otros contaminantes orgdnicos

(Atlas y Bartha, 2002; Garcia-Rivera y Peralta-Pérez, 2008).

Cuadro 14. Poblacion de microalgas, hongos totales y actinomicetos en suelo y rizosfera de E.
palustris contaminado con petréleo 38 SDT.

Microalgas Hongos Actinomicetos
Petréleo (g/kg) (10°cel. mL)  gfeco  10°UFCE gt 10* UFC ¢ Efecto
FT AN FT AN FT AN
0 23gh  26fgh 0.88 10b 11b 0.91 372d 492abc 0.76
3 73b 18fgh  4.06 8cd 4df 2.00 492abc 451c 1.09
15 73b 15h 4.87 22a 9bc 2.44 475abc 18g 26.39
30 60bc  40de 1.50 12cd 8cd 1.50 401d 40g 10.03
45 55¢ 48cd 1.15 10c 6de 1.67 462cd 204c¢ 2.26
60 69b 33ef 2.09 12b 4fg 3.00 507a 105f 4.83
75 94a  30def 3.13 13b 2g 6.50 475abc 33g 14.39
Petréleo
Sin 23 26 0.88 10 11 0.91 372 492 0.76
Con 70.66  30.66 2.30 12.83 5.5 2.33 468.66  141.83 3.30

En columna letras similares indican que los valores son estadisticamente iguales (Duncan, p < 0.05). n=3. FT:
Fitorremediacion. AN: Atenuacion natural.
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Cuadro 15. Poblacion de bacterias en suelo y rizosfera de E. palustris contaminado con
petrdleo crudo 38 SDT.

Pseudomonas spp Hidrocarbonoclasticas
Petroleo (g/kg) 10> UFC g Efecto 10* UFC g Efecto
FT AN FT AN
0 11c 17¢c 0.65 10c 53¢ 0.189
3 13¢c 11c 1.18 74c 59¢ 1.254
15 l4c l1c 1.27 32¢ 20c 1.6
30 16¢ 16¢ 1 253¢ 20c 12.65
45 26b 13¢ 2 1572a 150c 10.48
60 23c 24b 0.96 1629a 864b 1.885
75 64a 15¢ 4.27 1885a 1426a 1.322
Petrdleo
Sin 11 17 0.65 10 53 0.19
Con 26 15 1.78 907.5 423.2 4.86

En columna letras similares indican que los valores son estadisticamente iguales (Duncan, P < 0.05). n=6. FT:
Fitorremediacion. AN: Atenuacion natural.

6.4.2. Diversidad Pseudomonas spp en rizosféra y suelo

La diversidad de bacterias Pseudomonas spp. presentd diferencias en los suelos, segun la
tecnologia aplicada y las DP. En suelo con 0, 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC sometido a la FT,
se encontraron 5, 6, 4, 5, 5, 3 y 6 aislados diferentes respectivamente (Cuadro 16). En contraste, en
el suelo con AN que contenian 0, 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC se obtuvieron 4, 4, 2, 3, 3, 2, 2
aislados, respectivamente (Cuadro 17). Lo anterior indica que los suelos fitorremediados
permitieron el establecimiento de mayor diversidad de colonias diferentes.

Los pigmentos fluorescentes de la masa celular de las colonias de Pseudomonas spp. enriquecidas
con glicerol segun la clasificacion de Garrity et al. (2005), fueron diferentes segtn la tecnologia
aplicada y la DP (Cuadros 16 y 17), sobresaliendo mayor tipo de pigmentos fluorescentes en masa
celular de las UFC aisladas de suelos fitorremediados (Cuadro 16), respecto a suelos con AN
(Cuadro 17). La masa celular de Pseudomonas sin pigmento (fijadoras de N) y con pigmento
mendocina y flovercens (amarilla-naranja), fue la predominante, particularmente en suelos
contaminados con PC, sometidos a la FT y AN. El pigmento Piorrubina (rosa claro, rojizo o
marrén oscuro) fue mas abundante en suelo con 3, 15, 45 y 75 g /kg de PC sometido a FT, y

mientras que con AN, solo se observo en 0 y 45 g/kg de PC. El pigmento Pioverdina (amarillo
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verdoso) es mayor en los aislados obtenidos en suelo con 0, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de PC, con
fitorrmediacion. Sin embargo, los aislados de color verde (Clororatina) se encontraron en suelos
con 0, 3, 15y 45 g/kg de PC, sometidos a la AN, en tanto que en suelo con FT, solo se localizaron
en 3 g/kg de PC.

En los Cuadros 18 y 19 se muestran las formas microscopicas de bacterias aisladas de suelo
sometido a la FT y AN. Se destaca que en el suelo fitorremediado con E. palustris y con AN se
detectaron cuatro formas microscopicas diferentes. En suelo con FT se encontraron bacilos cortos,
cocobacilos, bacilos en cadena y diplococos, y en suelo con AN se encontraron cocobacilos,
bacilos cortos, diplococos y cocos. Asi mismo, el total de asilados es gran negativo segun la

tincion de Gram.

Cuadro 16. Diversidad de Pseudomonas spp a 38 semanas después de la fitorremediacion
con E. palustris.

Petroleo Fitorremediacion
(g/kg) Cepa Pigmento fluorescente Caracteristicas de bacterias (colonia)
0 1.1, Sin pigmento (fij. de N»),  Cinco con pigmentos crema, amarillo,
1.2, Mendocina y flovercens,  naranja claro y amarillo verdoso. Forma:
1.3, Oxifenazina, Puntiforme, circular y amiboide. Borde:
1.4, 1.5 Pioverdina. Entero y ondulado. Elevacion: Plana y
convexa. Tamafios: 0.05 a 0.8 cm
3 1.1, Sin pigmentos (fij. de N),  Seis con pigmentacion crema, verde,
2.6, Clororatina, amarillo, rosa claro, amarillo verdoso.
2.7, Piorrubina, Forma: Circular y amiboide. Borde: Entero
2.8, Mendocina y flovercens. .
14 12 y ondulado. Elevacion: Plana, elevada y
’ convexa. Tamafios: .9 a 1 cm
15 1.4, Pioverdina, Cuatro con pigmentos crema, amarillo,
1.2, Mendocina y flovercens,  rosa claro y amarillo verdoso. Forma:
27,39 Piorrubina,

Circular y amiboide. Borde: Entero y
ondulado. Elevacion: plana, convexa y
elevada. Tamafio: 0.6 2 0.9 cm

Sin pigmentos (fij. de N).

30 4.10, Sin pigmentos (fij. de N),  Seis con pigmentos crema y amarillo
L5, Pioverdina. verdoso. Forma: Puntiforme, circular y
1.4, amiboide. Borde: Entero y ondulado.
11,28 Elevacion: plana, convexa y plana.
Tamaio: 0.4 a2.3 cm
45 4.10, Sin pigmentos (fij. de N), Cinco con pigmentos crema, amarillo
1.4, Pioverdina, verdoso, marrén claro, rosa claro y
1.3, Piorrubina, transparente. Forma: Circular. Borde:
5217 i Entero y ondulado. Elevacion: plana y

convexa. Tamarfio: 0.6 a 1.7.
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60

75

1.2,
4.1,
14,

2.6,
2.7,
1.2,
4.1,
1.3, 1.1

Mendocina y flovercens,
Sin pigmentos (fij. de N),
Pioverdina.

Pioverdina,
Piorrubina,
Mendocina y flovercens,
Sin pigmentos (fij. de N).

Cuatro con pigmentos crema, amarillo y
amarillo verdoso. Forma: Circular. Borde:
Entero y ondulado. Elevacion: Convexa y
plana. Tamafio: 0.3 y 0.5 cm

Seis con pigmentos crema, amarillo, rosa
claro 'y amarillo verdoso. Forma:
Puntiforme, circular y amiboide. Borde:
Entero, lobulado y ondulado. Elevacion:
Convexa y plana. Tamaios: 1.8, 1.9, 0.4,

0.3,0.9y0.1 cm

Cuadro 17. Diversidad de Pseudomonas spp en suelo contaminado con petrdleo crudo

Petréleo Atenuacion natural (suelo)
(g/kg) Cepa Pigmento fluorescente Caracteristicas de bacterias (colonia)
0 1.2, Mendocina y flovercens, Cuatro colonias con pigmentos; crema,
3.9, Sin pigmentos (fij. de N),  amarillo, verde y amarillo verdoso. Forma:
2.6,1.4 Clororatina, Circular y amiboide. Borde: Entero y
Pioverdina. ondulado. Elevacion: Plana, elevada y
convexa. Tamanos: 0.7, 0.5 0.7 y 0.8 cm
3 2.6, Clororatina, Cuatro con pigmentos; crema, verde y
1.1, Sin pigmentos (fij. de N),  amarillo verdoso. Forma: Puntiforme,
14,39 Pioverdina circular y amiboide. Borde: Entero y
ondulado. Elevacion: Plana y elevada.
Tamafios: 0.3,0.1y 1 cm
15 2.6, Clororatina, Dos colonias con pigmentos; verde y
1.2, Mendocina y flovercens amarillo. Forma: Circular. Borde: Entero y
ondulado. Elevacion: Plana y elevada.
Tamafos: 0.5y 1 cm
30 1.2, Mendocina y flovercens, Tres colonias con pigmentos; crema,
1.4,1.1 Pioverdina, amarillo y amarillo verdoso. Forma:
Sin pigmentos (fij. de N).  Puntiforme y circular. Borde: Entero.
Elevacion: Plana y elevada. Tamafios:
0.09,0.3y0.4 cm
45 2.6, Clororatina, Tres colonias con pigmentos; trasparente,
1.3, 1.1 Piorrubina, marrén claro y verde. Forma: Circular.
Sin pigmentos (fij. de N).  Borde: Entero. Elevacion: Plana y
convexa. Tamafos: 0.5, 0.3y 1.3 cm
60 1.2, 1.1 Mendocina y flovercens,  Dos colonias con pigmentos; crema y
Sin pigmentos (fij. de N).  amarillo. Forma: Puntiforme y circular.
Borde: Entero. Elevacion: Plana y elevada.
Tamafos: 0.3 y 0.1 cm
75 1.2,1.1  Mendocina y flovercens, = Dos colonias con pigmentos; crema y

Sin pigmentos (fij. de N).

amarillo. Forma: Puntiforme y circular.
Borde: Entero. Elevacion: Plana y
convexa. Tamafios: 0.3y 0.1 cm
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Cuadro 18. Caracteristicas macroscéopicas y microscopicas de Pseudomonas fluorescentes
en suelo 30 semanas después de la fitorremediacion.

Caracteristicas Macroscopicas

Caracteristicas Microsco

icas

Cepa: 1.3
Color: 2.5Y 7/10
Tamafio: 0.5 cm

Elevacion:

convexa
Forma: circular
Borde: ondulado

Bacilos
cortos
Cocobacilos
Bacilos en
cadena

Cepa: 1.4
Color: 5Y 8/6
Tamafio: 0.8 cm
Elevacion: plana
Forma: circular
Borde: ondulado

Bacilos
cortos
Bacilos en
cadena
Cocobacilos
Diplococos

Cepa: 2.6
Color: 7.5G 3/4
Tamafio: 1.8 cm
Elevacion: plana
Forma: amiboide
Borde: lobulado

Bacilos
cortos
Bacilos en
cadena

Cepa: 2.6v
Color: 2.5GY 8/8
Tamafio: 1.2 cm
Elevacion: plana

Forma: circular
Borde: entero

Bacilos
cortos
Bacilos
curvos
Bacilos en
cadena
Cocobacilos
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Cepa: 2.7
Color: 2.5Y 6/6
Tamaino: 0.4 cm
Elevacion: plana
Forma: circular

Borde: entero

Bacilos
cortos
Bacilos en
cadena
Cocobacilos

Cepa: 2.8
Color: 2.5Y 8/4
Tamaino: 0.4 cm

Elevacion:

convexa
Forma: circular

Borde: entero

Bacilos cortos
Bacilos curvos
Cocobacilos
Bacilos en
cadena

Cepa:4.10
Color: 2.5Y 8/4
Tamaino: 0.8 cm
Elevacion: plana
Forma: circular

Borde: entero

Bacilos cortos
Bacilos en
cadena
Bacilos curvos
Cocobacilos
Diplococo
Cocos
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Cuadro 19. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Pseudomonas fluorescentes
en suelo 30 semanas despues de la atenuacion natural.

Macroscopicas Microscopicas
Cepa: 1.1 AN Cocobacilos
Color: 2.5Y 8/4 Bacilos cortos
Tamafio: 0.1 cm Diplococos
Elevacion: plana
Forma:
puntiforme
Borde: entero

Cepa: 1.2 AN Cocos
Color: 2.5Y 8/4 Cocobacilos
Tamano: 0.3 cm Bacilos cortos
Elevacion: plana Bacilos en
Forma: circular cadena

Borde: entero

Cepa: 1.3 AN Bacilos cortos

Color: 5Y 8/8
Tamano: 0.5 cm
Elevacion: plana
Forma: circular

Borde: entero

Bacilos cortos
Bacilos en
cadenas

Cepa: 1.3 ANV
Color: 5Y 8/6
Tamano: 0.5 cm
Elevacion: plana
Forma: circular
Borde: entero
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Cepa: 1.4 AN Bacilos cortos
Color: 2.5GY 8/4 Bacilos en
Tamaifo: 0.3 cm cadena
Elevacion: plana Cocos
Forma: circular Cocobacilos
Borde: entero
Cepa: 2.6 AN Bacilos cortos
Color: 2.5 GY 5/4 Bacilos en
Tamano: 1 cm cadena

Elevacion: plana
Forma: circular
Borde: ondulado

6.4.3. Remocion de hidrocarburos totales del petroleo

Se detectaron diferencias significativas (Duncan <p0.05) en la remocion de hidrocarburos totales
de petréleo (HTP) entre tratamientos, a las 38 SDT. El mas alto porcentaje de remocion (85%) fue
obtenido en suelo con 3 g/kg de HTP tratado con AN, el cual fue 16 % mayor respecto a la FT; el
menor porcentaje de remocion (23%) se obtuvo en el suelo con 75 g, con sistema de FT (Figura
35). La FT fue (16, 3, 24, 23, 41 y 38%) menos eficiente respecto a la AN para descontaminar
suelo anegado contaminado con 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g al remover 71, 72, 56, 42, 33 y 23%,

respectivamente del microcosmo del Gleysol.

El analisis de correlacion negativo, pero altamente significativo de la remocion respecto a MSR
(.400%*), MIAL (-.341**), ACT (-.265**), SPE (-.624**) y BHID (.775**) no favorecio la
remocion de HTP usando la atenuacion natural (Cuadro 20). Sin embargo, la relacion de la
remocion (REM) con la mineralizacion de carbono organico (COS/Nt) fue negativa (-.558*%*)
(Cuadro 20), lo que indica que el proceso de mineralizacén del COS coincide con la remocion de
los HTP, y la disponibilidad de Nt en el suelo anaerdbico el cual utilizan las plantas y

microorganismos para su metabolismo se encuentra disponible.
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La remocioén de hidrocarburos del petréleo en condiciones anaerdbicas ha sido reportada por
diversos investigadores (Pravecek et al., 2005; Afzal et al., 2019). La eficiencia de la AN en
comparacion con la FT en la eliminacion de los hidrocarburos del suelo anegado encontrada en
este estudio coincide con Gonzalez-Moscoso et al., (2019) e indica que la utilizacién de la FT
tiene ventajas ecoldgicas respecto a la AN.

En el presente estudio la remocion de 72 a 23% a la semana 38, obtenida por la FT con E. palustris
en suelo con 3 a 75 g/kg HTP fue aproximada a los valores inducidos por plantas acudticas
reportados por Rivera-Cruz et al., (2016) con la L. hexandra, C. articulatus y E. palustris
remueven 40 % al mes 12 de 60 g/kg de TPH; Por su parte, Gonzales-Moscoso et al. (2019)
usando L. hexandra en suelo con 26 a 76 g/kg de TPH, se obtuvo una remocion entre 74 a 57% a

los nueve meses.

Alanbary et al. (2019) establecieron Ludwigia octovalvis en suelo enriquecido con 100% de lodo
de perforacion contribuyendo en una remocion del 46.2%; Al-Mansoory ef al. (2017) removieron
79.8% a partir de un suelo con 2g/kg de gasolina con el uso de L. octovalvis; por su parte, Al-
Baldawi et al. (2015) reportaron 66.6% de remocioén diésel a partir de suelo contaminado,
utilizando Scirpus grossus. Atzal et al. (2019) obtuvieron 99.13% de remocion de hidrocarburos a
los 18 meses, usando Typha domingensis, Phragmites australis, Leptochloa fusca y Brachiaria
mutica en un humedal contaminado con 319 mg L' de petroleo.

La remocion de HTP en Gleysol que premanece bajo inundacién al menos por seis meses al
afio, ha sido reportada muy lenta y requiere de tiempos prolongados para su descontaminacion.
Entre las limitantes se tienen (a) la baja disponibilidad de hidrocarburos en la fase liquida para ser
degradados o transformados en condiciones aerdbicas (Pravecek et al., 2005); (b) altos contenidos
de carbono orgénico que utilizan los microorganismos como fuente de carbono y energia energia a
los de origen biogénicos que son menos toxicos que el COS derivado de los hidrocarburos del
petrdleo, y dejan en segundo lugar a los hidrocarburos Atlas y Bartha, 2002); (c) los hidrocarburos
se acumulan en sedimento (Mair y Gerry, 2015), y (d) la raiz de plantas acudaticas y semiacuaticas
como E. palustris, cuya raiz fibrosa y extensiva en los primeros 20 cms del suelo, puede atrapar el
petréleo por tiempos prolongados, y posiblemente degradarlos mas lento especto al suelo sin raiz,
esto ultimo se comprobd en esta investigacion, ya que la FT fue 15.6 % menos eficiente respecto a

la AN.
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Figura 35. Remocion de hidrocarburos totales del petroleo segun las tecnologias de
fitorremediacion (suelo rizosférico) y atenuacion natural (suelo no rizosférico) a las 38
semanas (nueve meses). Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas
significativas (Duncan <0.05 n=4).
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Cuadro 20. Correlacion de la degradacion de HTP, tecnologia, raices y microorganismos.

Parametros | TEC | REM | MIAL HT ACT | PSE | BHID | COS Nt COS/Nt | MSR NRAP
DP NS NS .266* NS -275% | .608%* | 788** | 83TH* | 940%** NS NS NS
TEC NS SOTHEE | 547*F* | 687** | 302* | 287* | .264* NS 334%* 970%* | 921%**
REM -341%* NS -.265% | -.624* | - 775% | -.293* | NS -.558%** | -.400** NS
MIAL 380%* | 372%* | 425%% | 403** | 457**% | NS NS 609%* | 637**
HT A75%*% | NS NS NS NS 363%* | 5T74%% | 482%*
ACT NS NS NS | -274% | .500%* | .681** | .664%**
PSE 680%* | 740%* | 566** NS AL3HEE 43 %%
BHID T93H* | T4 ** NS J384%* | 456%*
COS JT2%% | 264% 368%* | 466%*
NT -.388%* NS NS
COS/Nt 315%* .280*
MSR 927%*

DP: Dosis de petroleo. TEC: Tecnologia. REM: Remocién de HTP. MIAL: UFC mL™!' Microalgas. HT: Hongos totales (UFC g'suelo o rizosfera seca).
ACT: Actinomicetos. PSE: Bacterias Pseudomonas spp. BHID: Bacterias hidrocarbonoclastas. COS: Carbon organico. Nt: Nitrogeno total. COS/Nt:
Relacion COS/Nt. MSR: Materia seca raiz. NRAP: Numero de raices primarias. NS: No significativa *. La correlacion es significativa en el nivel 0,05
(bilateral). **. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).



CONCLUSIONES

7.1. General

Eleocharis palustris es una ciperacea hidrofita que crece en humedal contaminado con petréleo.
La adaptacion a estas condiciones de estrés indujo variables indicadoras de hormesis durante las
38 semanas del bioensayo. El petroleo crudo promovi6 el crecimiento vegetativo, la produccion
de biomasa vegetal y la actividad microbioldgica rizosférica. La remocion de los hidrocarburos
totales del petroleo, mediante esta técnica de fitorremediacion, alcanzo 72 % en la semana 38. Se
propone a esta ciperacea para la recuperacion quimica de Gleysol e Histosol ubicados en

humedales. Por lo tanto, se acepta la hipdtesis.

7.2. Particulares

El crecimiento de E palustris medido por altura de planta y generacion de plantas nuevas durante
37 tiempos expuestas a 3, 15, 30, 45, 60 y 75 g/kg de petrdleo crudo, y la produccion de raices
primarias, materia radical y aérea presentaron respuesta de hormesis fisiologica >1, por lo tanto,
son variables sensibles al estrés, por lo que se proponen como bioindicadoras positivas de

humedales contaminados. Hipotesis aceptada

La poblacion de microalgas, hongos totales, actinomicetos y bacterias Pseudomonas spp e
hidrocarbonoclastas en rizosfera de E. palustris al final del proceso de fitorremediacion,
presentaron respuesta hormesis microbioldgica >1, por lo tanto, son variables bioldgicas
sensibles al estrés, por lo que se propone como bioindicadores positivos de humedales

contaminados. Hipétesis aceptada

La diversidad por fluorescéncia de Pseudomonas spp fue mayor en suelo sometido a la
fitorremediacion respecto al suelo con atenuacion natural, lo que suguiere que este género se

asocia con la rizosfera de E. palustris. Hipotesis aceptada

La remocion de hidrocarburos totales del petroleo en Gleysol del humedal artificial no es
estimulada en mayor porcentaje por la fitorremediacion con E. palustris, ya que la atenuacion
natural tuvo 15.6% mas remocidn; ademas, se obtuvo una relacion negativa de las poblaciones
microbianas, y una relacion positiva de la mineralizacion del carbono organico con la remocion

al final del proceso de descontaminacion del suelo. Por lo tanto hipéteis rechazada
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