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Resumen.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia de degradacion de hidrocarburos en suelos
contaminados, empleando tres especies de plantas (Cyperus elegans, Cyperus odoratus y Paspalum
virgatum) que se han adaptado a las condiciones de contaminacion. Se evalud la tolerancia de las tres
plantas en un suelo contaminado con 221,347 ppm de hidrocarburos totales del petroleo (HTP). En el
caso de C. elegans, para evaluar la dosis de sobrevivencia, se evalué en un rango de concentracion de
297 ppm a 221,347 ppm. Se realizaron diferentes diluciones del suelo contaminado y no contaminado,
cuantificando el efecto provocado en las tres especies, durante 14 semanas, usando los siguientes
parametros: velocidad de crecimiento, longitud de la parte aérea, longitud radical, peso seco y volumen
radical. Se determind (diluciones 5%, 10% y 25%) el efecto de la fitorremediacion, a nivel de la
rizosfera, sobre los HTP, el pH y los microorganismos degradadores de hidrocarburos. Para el proceso
de fitorremediacion se realiz6 un experimento factorial 5 X 3 en una distribucion completamente al
azar. Los factores fueron diluciones de suelo (0, 5%, 10%, 25% y 50%) y tres tipos de plantas (C.
elegans, C. odoratus y P. virgatum), con cuatro repeticiones, se realizd andlisis de varianzas para ver
diferencias entre tratamientos (ANOVA y prueba de Tukey, software SPSS v. 10). Se utilizo una matriz
para establecer la planta mas eficiente, utilizando los pardmetros antes mencionados. Las plantas fueron
afectadas por la presencia de hidrocarburo (p<0.05) en la longitud total de la parte aérea, longitud
radical, volumen radical y biomasa en peso seco. P. virgatum presento mayor degradacion de
hidrocarburos en promedio con un 22.82%, en la dilucion 5%. P. virgatum, C. odoratus y C. elegans
toleran altas concentraciones de hidrocarburo obteniendo buen crecimiento hasta 22,712 ppm de HTP.
La presencia de las plantas favoreci6 el desarrollo de microorganismos degradadores de hidrocarburo.
C. elegans presenté un aumento considerable de microorganismos degradadores de hidrocarburos
asociados a su rizosfera. C. elegans y P. virgatum fueron las mas eficientes de acuerdo a los resultados

de la matriz.

Palabras clave: fitorremediacién, suelos contaminados, Cyperus elegans, Cyperus odoratus, Paspalum

virgatum, hidrocarburos, biorremediacion.
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1. Introduccién.

La industria petrolera, en el ambito mundial, estd considerada como de alto riesgo
ambiental. Lo anterior debido a que las actividades de exploracion, extraccion,
transformacion y transporte de los hidrocarburos tienen intrinsecamente un riesgo latente de
ocurrencias de fugas accidentales o derrames que conllevan a la contaminacion del suelo,

del aire o de cuerpos de agua (Garcia, 2000).

La contaminacion se define como la presencia en el ambiente de uno o mas contaminantes
o de cualquier combinacidn de ellos que cause desequilibrio ecolégico. Un contaminante es
toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y formas, que al incorporarse o
actuar en la atmosfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento natural, altere o

modifique su composicién y condicion natural (LEGEEPA, 1999).

México posee considerables reservas de petrleo por lo que ocupa el sexto lugar como
productor mundial de petrdleo crudo y el octavo como productor de gas natural, situacion

que ha desempefiado un papel crucial en su desarrollo econémico (OCDE, 1998).

En los ultimos afios Petréleos Mexicanos ( PEMEX), la empresa mas grande y la principal
de México, ha tenido la urgencia de atender demandas sociales y legales en la restauracion
de sitios contaminados por las mismas actividades como consecuencia de la explotacion de

los yacimientos (Gallegos et al., 2002).



1.1 El petrdleo.

El problema de la génesis del petréleo ha sido, por mucho tiempo, un tépico de interés para
investigacion. Se sabe que la formacién del petréleo esta asociada al desarrollo de rocas
sedimentarias, depositadas en ambientes marinos o proximos al mar, como resultado de
procesos de descomposicion de organismos de origen vegetal y animal, que fueron
comprimidos por altas presiones y calor, dando origen al petroleo y al gas natural que en

tiempos remotos quedaron incorporados en esos depdsitos (IMP, 2003).

El petréleo es una mezcla en la que coexisten, las fases: sélida, liquida y gas. El petrdleo
crudo es de color oscuro, olor fuerte y penetrante, inflamable y viscoso. Sus componentes
basicos varian de 82% a 87% de carbono, 12% a 15% de hidrdgeno, 0.1% a 5% de azufre y
pequefias cantidades de impurezas (Morrison, 1998). Otros elementos del petr6leo son:
oxigeno, azufre, nitrégeno y metales (hierro, niquel, vanadio) en pequefias cantidades
(Hoffman et al., 2003). El petréleo crudo varia en composicién quimica, color, viscosidad,
peso especifico, y otras propiedades fisicas. Partiendo de la estructura, los hidrocarburos, se
dividen en dos clases principales: alifaticos y aromaticos policiclicos (HAP). Los primeros
se subdividen en familias: alcanos, alquenos, alquinos y sus analogos ciclicos (cicloalcanos,
cicloalquenos, entre otros). Los alifaticos son de cadena abierta, lineal o ramificada y los
ciclicos que se le asemejan. Los compuestos aromaticos se dividen en monoaromaticos
como el benceno, tolueno, xileno y los poliaromaticos como el naftaleno, antraceno,

fenantreno, benzo(a)pireno, entre otros (Morrison, 1998).



Las principales fracciones que componen al petréleo crudo segin Morrison, (1998) se

muestran a continuacion (tabla 1).

Tabla 1. Fracciones que componen al petrdéleo crudo.

Fraccion Temperatura de destilacion °C Atomos de carbono
Gas <20°C Ci-Cy

Eter del petroleo 20-60°C Cs-Cs

Nafta ligera 60-100°C Ce-C

Gasolina 40-205°C Cs-Cyp y cicloalcanos
Queroseno 175-325°C C1»-Cyg y aromaéticos
Gasoleo >275°C C12 Y superiores

Aceites lubricantes

Asfalto o coque del petroleo

Liquidos no volatiles

Sélidos no volatiles

De cadenas largas con
estructuras ciclicas.

Estructuras policiclicas.

1.2 Impacto ambiental y contaminacién por el uso del petrdleo.

Se tiene noticia de que en otro tiempo, los arabes y los hebreos empleaban el petréleo con

fines medicinales. En Meéxico los antiguos pobladores tenian conocimiento de esta

sustancia, pues fue empleada de diversas formas entre las cuales se cuenta la reparacion de

embarcaciones para la navegacién por los rios haciendo uso de sus propiedades

impermeabilizantes (IMP, 2003).

El procesamiento del petroleo crudo y del gas asociado se ha incrementado a escala

mundial en los ultimos afios como un resultado del crecimiento de la poblacion que




demanda mayor cantidad de combustibles, lubricantes y del desarrollo de tecnologias que
permiten el procesamiento de los hidrocarburos para la generacion de productos de alto
valor agregado de origen petroquimico (IMP, 2003). La exploracién y produccion de
petroleo y gas natural comenz6 hace mas de 100 afios cuando se encontrd un yacimiento en
la costa de California. Durante la década de los treinta, y después de la Primera Guerra
Mundial, los principales campos de produccion estuvieron localizados en Estados Unidos,
Venezuela y en Arabia Saudita. EI Medio Oriente se encuentran las mayores reservas de
petroleo, en una proporcion muy inferior se encuentra Norteamérica y Sudamerica, donde
el mayor numero de reservas lo tiene Venezuela. Se ha encontrado petréleo en todos los

continentes excepto en la Antartida (Jiménez, 2001).

El primer pozo petrolero perforado en Meéxico fue en 1869, en el norte del estado de
Veracruz. La primera perforacién marina ocurrio en 1959 junto a la laguna del Carmen en

el Estado de Tabasco (Alvarez, 1978).

La obtencion de hidrocarburos en México y el deterioro ambiental que le es inherente
abarcan grandes extensiones del territorio nacional, concentrandose en los estados de
Veracruz, Tabasco, Campeche, sur de Tamaulipas y norte de Chiapas. La produccién
nacional de petrdleo crudo se realiza mayoritariamente en la region marina del Golfo de
Campeche, la cual aporta el 71%, seguida de la regién sur, con el 24.5% vy por la region
norte con el 3.7%. En México, el alto consumo del petroleo hace que, paralelamente a la
creacion de centros de explotacion o de refinacion, se generen asentamientos humanos con
sus correspondientes demandas de servicios y generacion de aguas residuales y basura. Al

no estar preparada la zona para el alto consumo del petréleo, la alteracion del medio va en
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aumento junto con las afectaciones generadas por la propia planta industrial (las aguas

residuales industriales, humos, descargas gaseosas, mal aspecto y ruido) (Jiménez, 2001).

Un ejemplo del dafio ambiental por el petrdleo fue la refineria de Minatitlan la cual inicié
sus operaciones en 1909, en el bajo rio Coatzacoalcos el cual sufrié sus impactos debido a
procesos de refinacion y transporte de los productos petroleros. Amplias zonas pantanosas
aledafias a la refineria se utilizaron como trampas de desechos. Tal es el caso del Pantano
de Santa Alejandrina, donde durante décadas se vertieron cantidades masivas de
hidrocarburos. Accidentes, descuido en las tareas de carga y limpieza de buques y otras
operaciones, como la de descargar las aguas de enfriamiento de la refineria en el rio, hacen
del bajo Coatzacoalcos una zona fuertemente contaminada por una mezcla compleja de

petroleo, alcalis, fenoles, sulfitos y otras sustancias toxicas (Toledo, 1983).

Desde sus comienzos y hasta la década de los afios 50, las explotaciones petroliferas se
limitaron a tierra firme; actualmente el 85% de la produccion mundial procede de dicha
fuente. A principios de los setenta cerca del 35% del petréleo contaminante en el medio
ambiente marino, se origin6 de derrames y descargas relacionadas al transporte marino; el
resto viene de producciones de gas y petroleo costa afuera, descargas industriales y

municipales, desechos a la atmdsfera y filtracion natural (Jiménez, 2001).

Los derrames de petroleo provocan dafos genéticos y muerte de manglares, pastos marinos,
algas intermareales, humedales y plantas terrestres. También incrementan o reducen la
biomasa y actividad fotosintética de comunidades del fitoplancton, al reducir la cantidad de

luz, alterando el pH, disminuyendo la cantidad de oxigeno, disminuyendo la disponibilidad
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de alimento (Hoffman et al., 2003). Algunos de los compuestos del petréleo son solubles en
el agua. Los mas detectados en aguas subterraneas son el benceno, toluenos y xilenos y en
cantidades menores los éteres, alcoholes, naftaleno y etilbenceno (Arizabalo y Diaz, 1991).
Los HAP afectan a los organismos a través de la accion toxica sistémica o carcinogénica.
Los mecanismos de toxicidad pueden interferir con las funciones del sistema enzimético de
la membrana celular, los HAP no metabolizados completamente en los animales tales como
el epdxidos y dihidrodioles al unirse a proteinas de los diferentes organelos celulares o al
DNA conduciendo a mutaciones, malformaciones, tumores y cancer (Hoffman et al., 2003).
En las plantas terrestres el contacto de la raiz con hidrocarburos de bajo punto de ebullicion
disuelve a los lipidos de la membrana celular radical. En general los hidrocarburos
disminuyen en orden de toxicidad, conforme disminuye su peso molecular:
monoaromaticos > oleofinas > naftalenos > parafinas. Los efectos de los hidrocarburos
dependen de la cantidad y estructura quimica de éstos, el tipo del suelo y de la especie de

planta (Wise y Trantolo, 1994).

1.3 El suelo

El suelo es un cuerpo natural con desarrollo constante en espacio y tiempo, situado en la
corteza terrestre, constituido por tres fases: liquida (solucion del suelo), gaseosa y sélida
(materiales minerales y organicos); que sustenta vegetacion (figura 1) y se forma por la
interaccién continua y simultanea del material a partir del cual se origina, clima imperante,
tipo de vegetacion, fauna propia de la regidn y de las condiciones particulares del relieve

(Sommer y Cramer, 1998).
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Figura 1. Perfil de un suelo.

El suelo es un cuerpo tridimensional que conforma el hébitat de bacterias, hongos,
levaduras, protozoos, virus, artropodos y plantas superiores, todos ellos seres y elementos
que sirven para la alimentacion del hombre y los animales a través de los ciclos troficos.
Las caracteristicas del suelo ejercen gran influencia sobre la ecologia vegetal, edéafica,
animal y en el hombre. Las propiedades biofisicoquimicas de los suelos influyen en el
fenotipo de las plantas, germinacion de las semillas, desarrollo de las plantulas, densidad y
distribucion, viabilidad de las partes vegetativas y reproductoras, consistencia, profundidad
y distribucion de la raiz, ciclo vegetativo, contenido de nutrientes, palatabilidad para el
hombre, el ganado y fauna silvestre e influye también en los ciclos tréficos. A la fauna le
afecta el pH, la salinidad, exceso de agua, compactacién, temperatura y profundidad del
suelo. La macrofauna y la microfauna estan en intima correlacion con los diferentes suelos
porque habitan o se alimentan de los productos derivados de los suelos o de los residuos

vegetales (Aguilera, 1989; Barea, 1998).

13



La degradaciéon de ecosistemas naturales, que se manifiesta en la pérdida de la cubierta
vegetal o en el descenso de la productividad agricola, estd asociada con cambios
importantes en la calidad del suelo. Ello incluye la pérdida de la estructura, incremento de
la erosion, carencia de nutrientes asimilables y materia organica, asi como un descenso en
la cantidad, diversidad y actividad de los microorganismos capaces de colonizar la
rizosfera. Resulta igualmente importante que se tenga tanta atencion a las especies de
animales y plantas en peligro de extincion asi como a los suelos degradados o alterados, ya
que su dafio influye negativamente en el desarrollo de las poblaciones de todos los
organismos terrestres. Una de las caracteristicas méas importante del suelo es la capacidad
de sostener la vida, lo que ha permitido el desarrollo de las actividades agricolas y la
alimentacion de la humanidad. El problema principal radica en que no se reconoce 0 se
desestima la contaminacion de los suelos y su grado de toxicidad. La contaminacion
provocada por plaguicidas, residuos industriales con metales pesados, hidrocarburos y
lixiviados de los depositos de residuos domésticos, ha sido poco atendida en comparacion

con los estudios sobre contaminantes en la atmdsfera y el agua (Bautista y Estrada, 1998).

La contaminacion de suelos con hidrocarburos afecta algunas propiedades del suelo: al
aglutinarse las particulas del suelo se generan estructuras mas gruesas que cubren las
superficies de las particulas y el espacio poroso, afecta a la aireacion del suelo, la pelicula
que cubre las particulas es hidrofoba y disminuye la retencion de agua, el contenido de
materia organica se incrementa notablemente, asi como la acidificacion. Cuando las
concentracion de hidrocarburo son téxicas inhiben la microfauna y la mesofauna del suelo

(Pérez etal., 2002).
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1.4.1 La rizosfera.

La rizosfera es definida como el volumen de suelo que esta adyacente e influenciada por la
raiz de la planta. EI término viene de la palabra griega para la raiz (rhizo o rhiza) que se
refiere al area de influencia y localizacion fisica alrededor de la raiz (sphere). La rizosfera
es la localizacion fisica en el suelo donde las plantas y microorganismos interactian. Ha
sido subdividida por algunos investigadores como ectorizosfera o una rizosfera mas
exterior, la endorizosfera o una rizosfera més interna donde existe la invasion y la
colonizacion de microorganismos del suelo a la raiz en células corticales (figura 2). El
limite distintivo de la superficie de la raiz con el suelo ha sido llamado rizoplano (Metting,

1993).

Figura 2. Regiones que forman la rizosfera (Tomada de Ferrera-Cerrato, 1995).
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1.4.2 Efecto rizosfera.

El efecto rizosfera es una estimulacion de crecimiento microbiano alrededor de la raiz por
la liberacion de compuestos orgénicos. Una amplia variedad de compuestos orgéanicos de
origen vegetal han sido encontrados en la rizosfera. La materia orgénica de las raices de las

plantas puede ser clasificada de la siguiente manera (Rovira, 1979, Stolp, 1988):

1. Exudados: compuestos de bajo peso molecular (por ejemplo azlcares y aminoacidos)
que salen de las células.

2. Mucilago de plantas: son heterosacaridos, con alto peso molecular, muy ramificados de
consistencia gelatinosa, originados en varias partes de la raiz e incluyen;

a) Secreciones por los cuerpos de Golgi de la cofia.

b) Hidrolizados de la pared celular primaria localizadas entre la cofia y la epidermis.

c) Secreciones de células de la epidermis y pelos radicales con pared primaria.
Compuestos resultado de la degradacion microbiana, células epidérmicas muertas y
mucigel, material gelatinoso sobre la superficie de la raiz compuesto de mucilago de la

planta, células de bacterias y productos del metabolismo.

El nimero de bacterias en la rizosfera puede ser de mas de 20 veces que la cantidad de
microorganismos encontrados en el suelo no rizosférico (Rovira y Davey, 1974; Jodi, 1995;
Barea, 1998). En la rizosfera hay una alta proporcion de bacterias Gram negativas, formas
de baston y bajas proporciones de bacterias en forma de bastones Gram positivas, cocos y
formas pleomdrficas mas que en suelo libre, hay también una relativa alta proporcion de

bacterias moviles y de rapido crecimiento, tales como Pseudomonas spp. Las Interacciones
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entre suelo, microorganismos y raices de las plantas satisfacen importantes requerimientos
nutricionales para ambos. Azospirillum sp y Azotobacter paspali son bacterias fijadoras de
nitrégeno del suelo regularmente asociadas con la rizosfera de ciertos pastos tropicales de
los géneros Digitaria, Panicum y Paspalum. Estas bacterias utilizan los exudados de la
raiz como recurso para la fijacion de nitrdgeno. La extension real del efecto rizosfera

depende de la planta en particular su fisiologia y su madurez (Atlas y Bartha 1998).

En la planta de la familia Cyperaceae, Cyperus laxus Lam, del trépico mexicano, se
encontro la liberacion de carbohidratos en sus exudados radicales durante todo su ciclo de
vida, representado por azUcares reductores que representan el 21% en promedio. Se
encuentran formados principalmente por glucosa, fructuosa y en mayor concentracién por
la ramnosa (monosacéarido residuo de la pared celular). En los exudados de la raiz, las
proteinas se encuentran en baja concentracion. En la etapa de la reproduccidn, la cantidad

de exudados disminuye y aparece el acido citrico (Chacén 2000).

En la ultima década se han encontrado evidencias cientificas de que las raices de las
plantas, asociadas a comunidades microbianas, ofrecen un potencial importante para la
estrategia de tratamiento in situ de remediacion bioldgica de suelos contaminados por
sustancias quimicas, organicas e inorganicas (Anderson et al., 1993; Cunningham y Ow,

1996).
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1.5 La biodegradacion.

La biodegradacion (figura 3), llamada también biorremediacion o biocorreccién, es un
proceso en el cual los microorganismos (levaduras, hongos o bacterias) descomponen o
degradan sustancias peligrosas presentes en agua y suelo, transforméandolas en sustancias
menos tdxicas o inocuas principalmente dioxido de carbono y agua (EPA, 1996). Las
bacterias y hongos tienen un rapido crecimiento y una mayor capacidad adaptativa a
medios contaminados (lturbe et al.,, 2002). Los microorganismos, transforman vy
metabolizan sustancias orgéanicas, de las cuales se nutren y obtienen energia. Ciertos
microorganismos pueden digerir sustancias organicas, como combustible o solventes, que
son peligrosas para los seres humanos. La biodegradacion puede producirse en presencia de

oxigeno (en condiciones aerobias) o sin €l (en condiciones anaerobias) (EPA, 1996).

17}
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Figura 3. La biodegracion por microorganismos (EPA, 1996).

Algunos hidrocarburos son facilmente degradados, otros son mas lentamente degradados o
no son biodegradables (recalcitrantes). Generalmente el grado de recalcitrancia aumenta
cuando disminuye la solubilidad del compuesto y aumenta el peso molecular. Algunos

HAP vy alifaticos persisten en el medio ambiente porque no estan biodisponibles es decir, en

18



una forma soluble o con poca afinidad quimica para los organismos. Un compuesto podria
ser recalcitrante si un microorganismo nativo no tiene la capacidad enzimatica para

degradarlo o no es capaz de tomarlo como fuente de energia (Atlas y Bartha 1998).

La susceptibilidad para la biodegradacion varia con el tipo y tamafio de la molécula de
hidrocarburo, los n-alcanos cadenas de longitudes intermedias (C1p — C24) son degradados
mas rapidamente, las cadenas cortas de alcanos son tdxicas para muchos microorganismos.
Las cadenas muy largas de alcanos incrementa la resistencia a la biodegradacion, la
ramificacion en general reduce la tasa de biodegradacion. Los hidrocarburos saturados son
mas faciles de degradar que los insaturados. Los compuestos aromaticos son
frecuentemente capaces de servir como unica fuente de carbono para el crecimiento
microbiano, pueden ser degradados via cometabolismo por la actividad microbiana con

metabolismos complementarios (lturbe et al., 2002).

1.5.1 Principales mecanismos de la biorremediacion.

Primer caso: Un atomo de oxigeno es incorporado a los alcanos, produciéndose un alcohol

primario mas agua Y la forma reducida de nicotinamida di nucleétido fosfato.

R-CH,- CH3z + O; + NADPH; — R-CH2-CH,-OH + NADP + H,0

Segundo caso: Los atomos de oxigeno son transferidos a los alcanos produciendo un
hidroperdxido intermedio débil que es subsecuentemente reducido por NADPH; a un

alcohol y agua.
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R-CH,- CH3 + O, — R-CH,-CH,»,-OOH

R-CH,-COOH-OOH + NADPH; — R-CH,-CH,-OH + NADP + H,0

Tercer caso es mas comun: Que el grupo metilo terminal sea el primero en ser transformado
formando un alcohol primario que es oxidado a un aldehido y un posteriormente a un é&cido
graso. Una vez formado el acido graso el catabolismo ocurre por p-oxidacion. La cadena de
acido graso es convertida a acetil coenzima a y es transformada por una serie de enzimas
separando el acetil coenzima a y el acido graso perdiendo dos carbonos, esta secuencia se
repite sucesivamente. El acetil coenzima a son convertidas a CO, a través del ciclo del
acido tricarboxdlicos. Los productos finales de los hidrocarburos son CO, y H,O (Atlas y

Bartha 1998).

Los metabolitos intermedios de la biodegradacion de hidrocarburos pueden incrementar
temporalmente la toxicidad de las plantas como los &cidos grasos, fenoles y terpenoides

(Wise y Trantolo 1994).

La w-oxidacién y la p-oxidacién son procesos bioquimicos ampliamente distribuidos en los
microorganismos como Brevibacterium sp, Corynebacterium sp y Rhodococcus sp. (Pineda

y Mesta 2001).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son oxidados por dioxigenasas a debiles cis, cis-
dihidrodiol que son transformados espontaneamente a catecoles. El anillo aromatico

dihidrodiolizado es abierto por orto desdoblamiento oxidativo resultando en cis-cis acido
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muconico. Esto es metabolizado a acido p-cetoadifico, el cual es transformado
oxidativamente para entrar al ciclo tricarboxilicos, como acido succinico y acetil coenzima

a (Riser-Roberts, 1998).

Muchos de los compuestos organicos como el petroleo, pueden ser biodegradados por
microorganismos en el suelo. Por ejemplo, con procesos de biodegradacion se pueden
eliminar eficazmente del suelo y del agua subterranea hidrocarburos tales como gasolina y
benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX). La biodegradacién también puede
descomponer solventes clorados, como tricloroetileno (TCE). Cuando los compuestos
clorados se biodegradan, es necesario que la degradacion sea completa porque algunos
productos de la descomposicion pueden ser mas toxicos que los compuestos originales

(EPA, 1996).

1.5.2 Biorremediacion in situ.

Las tecnologias de remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos se clasifican en:
in situ, es decir, en el mismo lugar en que se ha producido la contaminacion o ex situ,
excavando el material contaminado y remediarlo en otro lugar (Colin, 2001; Seoanes,
2002). En la biorremediacion in situ se utiliza la capacidad de los microorganismos del
suelo para degradar hidrocarburos; usando microbios autoctonos o externos. Al utilizar
microorganismos autoctonos, se realiza la estimulacion de los microorganismos existentes

por medio de la adicién de una mezcla liquida, que contiene nutrientes, oxigeno y otros
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aditivos, que ayudan al incremento de la tasa de biodegradacion de hidrocarburos (Lecomte

y Mariotti, 1997). Las ventajas y desventajas de este proceso son las siguientes:

Ventajas: Muy (til para suelos contaminados con hidrocarburos y compuestos volatiles no
halogenados, de bajo costo que no necesita de condiciones ambientales controladas.
Desventajas. Inconveniente para algunos tipos de contaminantes orgédnicos o en el caso de
concentraciones muy altas de los mismos, no aplicable o de capacidades limitadas en sitios
con altas concentraciones de metales pesados, alta concentracion de compuestos clorados o
sales inorganicas. No aplicable o limitado para suelos arenosos y arcillosos con baja
permeabilidad.

El tiempo de remediacién depende de algunos factores como son: la distribucién horizontal
y vertical asi como la concentracion del contaminante en el suelo. La remediacion de sitios
contaminados con compuestos de vida media corta, puede requerir menos de un afo,
mientras que compuestos de alto peso molecular necesitan méas tiempo para degradarse. El

tiempo esperado para la biorremediacion in situ varia de meses hasta 6 afios.

Extraccion por vapor del suelo (también llamada venteo del suelo). Es un proceso
fisicoquimico in situ, el principio es quitar compuestos volatiles de suelos contaminados
aplicando un vacio por una red de tubos o pozos. El proceso puede aplicarse usando una
inyeccion de vapor, aire caliente o calor por radio frecuencias, el cual aumenta la movilidad

de compuestos volatiles y semivolatiles.
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1.5.3 Fitorremediacion.

El término fitorremediacion (phyto= planta y remediacién= corregir lo malo) fue acufiado

en 1991 (EPA, 2000). Es una forma de biorremediacion in situ. Es el uso de plantas para

remediar la contaminacion, de suelos y agua, con desechos organicos o inorganicos. La

fitorremediacion es una tecnologia emergente que usa varias especies de plantas para

degradar, extraer, contener o inmovilizar contaminantes del suelo y agua. Ha sido

considerada como una innovacion,

los costos-beneficios aventajan a tratamientos

comunmente usados en sitios con residuos peligrosos (Anderson et al., 1993; Cunningham

y Ow, 1996). En la tabla 2 se presentan las principales ventajas y desventajas de la

fitorremediacién segun Mcintyre (2000).

Tabla 2. Principales ventajas y desventajas de la fitorremediacion.

Ventajas

Desventajas

Incrementa la mineralizacion de los
contaminantes.

Bajos costos.
Minimiza disturbio a los ecosistemas.

Evita la erosion.

Aumenta la disponibilidad del contaminante.

Puede abarcar grandes extensiones de suelos
contaminados.

Los contaminantes pueden pasar a otras
cadenas troficas.

Alcance aproximado de 2-5 mts

El contaminante puede ser toxico para las
plantas.

Las plantas exoéticas pueden ser dafiinas a los
ecosistemas.

Proceso lento.
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El éxito de la fitorremediacion depende de la edad y tipo de la planta, concentraciones de
nutrientes en el suelo, caracteristicas del suelo, tipo y concentracion del contaminante

(Cunnningham y Ow 1996).

Segun la Environmental Protection Agency (EPA, 2000) existen diferentes mecanismos de

fitorremediacion (figura 4). A continuacion se detallan cada uno de ellos.

Acumulacién RIS EREMEDISEION FITOVOLATIZACION

de partes
aéreas cosechab les

FITODEGRADACION

Microorganismo
degradante de -
\ I

./
FITOEXTRACCION ./
@ "3 N

=0\

Figura 4. Principales mecanismos de la fitorremediacion.
Fitoextraccién. Es la extraccion de metales pesados de suelos contaminados (figura 5),
como niquel, zinc y cobre por las raices de plantas y su traslacion al interior de la planta,
los cuéles son generalmente removidos al cosecharse las plantas, evitando asi la excavacion
del suelo. Existen cerca de 400 plantas hiperacumuladoras de las familias Brassicaceae,

Euphorbiaceae, Asteraceae, Lamiaceae y Scrophulariaceae.

24



Cd

Z
) N
Pb i » L\
~) | Cd/ Ni
ca NY \c i s
Po N zh
\ ni “Aca

Figura 5. Los metales cadmio y plomo son traslocados

a la parte aérea tallo y hojas (Lasat, 2000).

Rizofiltracion. Es la absorcion de metales pesados disueltos en agua por medio de la raiz de
la planta. La absorcion el contaminante por la planta, su concentracion y traslacion en ésta,
ocurre dependiendo del tipo de contaminante. Los exudados de la planta pueden causar
precipitacion de algunos metales. La rizofiltracion primero resulta en la absorcion de los
contaminantes, los cuales son inmovilizados o acumulados sobre o en el interior de la

planta y posteriormente son removidos por remocion fisica de la planta.

Fitoestabilizacion. 1) Es la inmovilizacion de un contaminante en el suelo a través de la

absorcion y acumulacion, adsorcion o precipitacion en la zona de las raices de las plantas y
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2) por el uso de plantas para prevenir la dispersion de contaminantes por el viento y evitar
la erosion por agua, la lixiviacién hacia los mantos freaticos y dispersion en el suelo.

El pH del suelo puede cambiar por efecto de los exudados de la raiz de las plantas o a
través de la produccion del CO,, afectando la solubilidad y la movilidad de los metales
como la disociacién de compuestos organicos. El término fitolignificacién ha sido usado
para referirse a la forma de fitoestabilizacion en el cual los compuestos organicos son

incorporados en la lignina de las plantas.

Rizodegradacion. Es la trasformacién de algunos compuestos orgénicos del suelo a través
de la actividad microbiana que se incrementa por la presencia de la raiz. La biodegradacion
en la zona de la raiz es el mecanismo para llevar la rizodegradacion, los exudados de la raiz
son compuestos producidos y liberados por las plantas, éstos incluyen azucares,
aminoacidos, acidos organicos, esteroles, factores de crecimiento, nucle6tidos, flavonoides,
enzimas, y otros compuestos. La poblacion microbiana y su actividad se incrementan
debido a la presencia de exudados y puede por ende aumentar la biodegradacion de

compuestos organicos en el suelo.

Fitodegradacion o fitotransformacion. Es la transformacion del contaminante, por las
plantas, a través de procesos metabolicos en su interior o la transformacion de
contaminantes en el exterior de la planta a través del efecto de enzimas. El principal

mecanismo es la absorcion por la planta y su metabolismo.

Fitovolatilizacion. Es la absorcion de un contaminante por las raices de la planta y su

liberacion a la atmosfera a través de la transpiracion de la misma. Por ejemplo el alamo
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Populus sp que volatiza, por sus hojas, al tricloroetileto del manto freatico contaminado. Su
alta capacidad de absorber cerca de 30 galones de agua por dia hace eficiente la

remediacion.

Algunas plantas que han sido identificadas como fitorremediadoras no pueden sobrevivir
en todas partes del mundo, muchas plantas exdticas son incapaces de tolerar las condiciones
de suelo y climéticas de algunos paises. Las leyes de muchos paises se rehtsan a importar
plantas exoticas debido a problemas ecoldgicos que pueden ocurrir cuando son
introducidas. Por lo que cada pais necesita identificar plantas nativas para usarse en la

fitorremediacion (Bizecki et al., 2003).

1.5.4 Biorremediacion ex situ.

Estos procesos consisten, principalmente, en la excavacién de suelos contaminados con

compuestos organicos y su tratamiento por medio de sistemas biol6gicos, por ejemplo;

Landfarming o Biolabranza. En el cual el suelo superficial es excavado y colocado sobre

una capa impermeable para ser tratado por la adicién de nutrientes y agua.

Composteo. Es un proceso biologico en el cual al suelo se le aflade nutrientes agua y/o
bacterias y es removido por una maquina para su aireacion. Se caracteriza por tener una alta
temperatura (>45°C). La adicién de un texturizante, que puede ser un residuo vegetal,

aumenta la aireacion del suelo.
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Bioreactores. El suelo es colocado en contenedores con microorganismos externos o
autoctonos capaces de degradar hidrocarburos, las condiciones de temperatura, humedad y

nutrientes son controladas.

Lavado de suelos: Este tipo de remediacion puede ser aplicado in situ o ex situ y se basa en
el principio de la transferencia del contaminante del suelo a una fase liquida. EI método in
situ consiste en la inyeccion de una mezcla limpiadora (usualmente agua o surfactante) en
la superficie y la toma posterior de la solucion acuosa mas el contaminante por medio de un
sistema de extraccion. La técnica ex situ consiste en el lavado del suelo excavado en una
planta movil o semimdvil con una mezcla extractiva (agua mas surfactante quimico o
bioldgico, agentes quelantes o solventes especificos) para remover los contaminantes de la
materia sélida, y su posterior separacion de la fase liquida para descargar el suelo en el area

excavada.

Desorcion térmica: Es un proceso térmico ex situ mediante el cual el suelo contaminado,
después de la excavacion, es calentado provocando la volatilizacion de contaminantes
organicos. Existen dos diferentes tipos de desorcion térmica: desorcién de baja temperatura
y desorcion de alta temperatura. En el primer caso el desecho es calentado entre 100 a
300°C, el segundo opera a una temperatura entre 300 y 550°C. Los contaminantes y el agua
son evaporados, recondensados como liquidos y luego reciclados o confinados. Los
tratamientos puede realizarse en: un horno rotatorio, cama movediza, reactores rotatorios,
sistemas infrarrojos, reactores de pared fluida, un pirolizador eléctrico o un proceso de

plasma.
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2. Antecedentes.

A continuacién se describen brevemente algunos estudios que versan sobre la remocién de

hidrocarburos del suelo empleando fitorremediacion.

Lee y Banks (1993) realizaron experimentos de suelos contaminados con hidrocarburos
alifaticos (tetrametilpentadecano, hexadecano) y aromaticos (antraceno, pireno Yy
fenantreno) en una concentracion de 100 ppm utilizando plantas de alfalfa Medicago sativa,
durante 24 semanas Y fertilizadas cada dos semanas. Los resultados mostraron un mayor
aumento de microorganismos en suelos con plantas que sin plantas, el suelo contaminado
con hidrocarburos alifaticos tuvo una mayor cantidad de microorganismos mas que los

suelos con HAP.

Gunther et al., (1996) estudiaron la biodegradacién de hidrocarburos alifaticos y aromaticos
por plantas de Lolium perenne en laboratorio utilizando columnas de suelo contaminado
con una mezcla en 5,000 ppm de HTP, durante 22 semanas y fertilizadas cada ocho
semanas. Los resultados fueron los siguientes: Los hidrocarburos alifaticos desaparecieron
mas rapido en columnas con vegetacion. La eliminacion del contaminante fue acompafiada
por un aumento de microorganismos. Los hidrocarburos residuales fueron 112 ppm suelos

con plantas, 792 ppm suelos sin plantas y 3,620 ppm de HTP en los controles.

Reynolds et al., (1999) realizaron dos experimentos de fitorremediacion, uno en
laboratorio con Paspalum notatum, de un suelo contaminado con pireno de 0 a 2,000 ppm,

durante 10 semanas. La actividad microbiana no influyo en la concentracion de pireno pero
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si fue méas abundante en la rizosfera que en suelo no rizosférico. El otro experimento
realizado en campo con suelos contaminados de diesel a una concentracion de 8,000 ppm
de HTP, utilizando las plantas; Lolium multiflorum y Festuca rubra, ademaés de la adicién
de fertilizantes durante 10 meses. Se observd un aumento significativo de los

microorganismos y la degradacion de hidrocarburos fue un 73% maés que el control.

En una terminal de gasolina en Virginia, Estados Unidos, Banks et al., (1997) hallaron
suelos contaminados con rangos de Hidrocarburos Totales del Petrdleo (HTP) de 1,700 a
3,600 ppm. Se utilizaron las plantas de Cynodon dactylon, Festuca arundinacea y Trifolium
repens. La concentracion de HTP disminuyé significativamente en suelos con vegetacion
comparados con suelos sin vegetacion en 9 meses. Los porcentajes de degradacion de
hidrocarburos para cada especie de plantas fueron los siguientes: F. arundinacea 27%, T.
repens 24%, C. dactylon 23%, sin vegetacion 12%. Utilizaron ensayos BIOLOG en el que
la fuente principal de carbono son hidrocarburos, T. repens degrada 69%, F. arundinacea y
C. dactylon degradan 58% y 49% después de 68 hrs de incubacion, los microorganismos
de suelos sin plantas solo utiliza 4% del sustrato. Los resultados indican que la composicién

de la comunidad microbiana es diferente para cada especie de planta evaluada.

Wiltse et al., (1998) evaluaron la capacidad de 20 genotipos de Medicago sativa en un
suelo contaminado con petréleo crudo a una concentracion de 20,000 ppm de HTP, durante
doce meses, la degradacion obtenida fue hasta 56%. Dos genotipos fueron los que

demostraron tener mayor capacidad para la degradacién de hidrocarburos.
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2.1 Estudios de la fitorremediacién en México.

En México, hace aproximadamente seis afios algunas instituciones como las universidades
Nacional Auténoma de México y la Universidad Auténoma Metropolitana (Unidad
Iztapalapa), el CINVESTAV del IPN, y el Instituto Mexicano del Petréleo (IMP),
realizaron experimentos de biorremediacion (Pérez et al., 2002). A continuacion se

describen los principales hallazgos derivados de estos estudios.

En experimentos de fitorremediacion utilizando Hydrocotyle ranunculoides, durante 7
semanas en un suelo contaminado de diesel, con las siguientes concentraciones; 0, 5,000 ,
10,000, 15,000 y 20,000 ppm de HTP, determinados por gases (GC/FID), cuantificd
compuestos alcanos de 10 a 20 carbonos. Los resultados obtenidos demostraron una mayor
disminucion de alcanos en el suelo influenciado por las raices que en el suelo sin influencia

de esta (Damian, 1999).

En el proceso de fitorremediacion se evalu6 un suelo contaminado del sur de Veracruz con
Cyperus odoratus y en la presencia en suelo, de B (k) fluoranteno, B (ghi) perileno,
naftaleno y pireno. En 6 meses de tratamiento, C. odoratus no influy6 significativamente en

la reduccion de la concentracion de HAP (Flores, 2001).

En estudios de fitorremediacion de suelos contaminados con queroseno (5,000 ppm)
utilizando gramineas, se encontré un predominio de bacterias libres fijadoras de nitrégeno
del género Azomonas sp y Azotobacter nigricans y se demostro la capacidad de estos

microorganismos para degradar hidrocarburos del queroseno en condiciones controladas.
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Por otra parte, se observo una estrecha relacion entre la actividad degradativa y la fijacion

de nitrégeno atmosférico (Pérez et al., 2002).

Se evaluo el proceso de fitorremediacion en el campo utilizando Echinocloa crusgalli y
Cyperus elegans durante seis meses en zonas contaminadas con hidrocarburo mayores de
60,000 ppm de HTP. Las reducciones fueron para E. crusgalli de 28% y para C. elegans de
68.39 %. Ademés se evalud con ensayos de toxicidad el suelo antes y después del

experimento encontrandose una disminucion de su toxicidad del 74% (Uribe et al., 2003).

2.2 Estudios de toxicidad.

Con relacioén a los estudios de toxicidad en la zona de estudio o cercanos a ésta, se hallaron

las siguientes investigaciones.

Se evalu6 el proceso de germinacion y crecimiento de Phaseolus vulgaris en un suelo
contaminado con 180,000 ppm de HTP en Santa Alejandrina, Ver. Los resultados
mostraron que la germinacion no fue inhibida, sin embargo ésta se retrasé 7 dias en
comparacion con semillas en un suelo no contaminado. Con lo que concierne al crecimiento
del tallo del frijol, éste fue 1.7 veces menor en el suelo contaminado que en el no
contaminado. También el peso seco del tallo y la raiz se vieron afectados por la presencia
de contaminantes en el suelo, siendo 2.5 veces menores a los obtenidos en el suelo no
contaminado. Por otra parte, se llevd a cabo la modificacion de la textura del suelo

contaminado a traves de la adicion de agrolita (5, 10 y 15%) y se encontrd que el
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crecimiento de la planta fue 1.7 veces mayor con respecto al suelo no modificado (Jaimes,

2000).

Se evalud la toxicidad de un suelo contaminado del Pantano de Santa Alejandrina en
Minatitlan, Veracruz, de 37,000 ppm de HTP con Bacillus cereus (porcentaje de la
inhibicion de la deshidrogenada), Eisenia foetida (porcentaje de sobrevivencia), Zea mays,
Triticum aestivum y Phaseolus vulgaris (medicion de la germinacion y primeros estadios de
crecimiento). En el cual obtuvo los siguientes resultados de evaluacion toxicoldgica: E.
foetida < B. cereus < T. aestivum < P. vulgaris <Z. mays. Las plantas P. vulgaris y Z.
mays, una leguminosa y una graminea, resultaron menos afectadas a la exposicion al

toxico (Péez, 2000).

El potencial fitotoxico de un suelo del &rea Pantano de Santa Alejandrina en Minatitlan
Veracruz fue evaluado a través de diversos parametros fisiologicos como: bioensayos de
germinacién, elongacion radicular, crecimiento y contenido de clorofila en plantulas de
Cyperus elegans. Las plantas se expusieron a diferentes concentraciones de HTP en un
intervalo de 25 a 97,376 ppm. Los resultados no mostraron diferencias significativas en los
pardmetros mencionados, lo que representa una ventaja para C. elegans que puede

considerarse en un proceso de fitorremediacion del pantano (Ortiz, 2001).

Los resultados de las investigaciones realizadas en invernadero con especies de plantas del
Pantano de Santa Alejandrina, muestran que las semillas de Cyperus laxus, Echinocloa
colonum y Typha dominguensis pueden germinar y crecer en concentraciones de HTP de 0-

200,000 ppm. C. laxus fue maés eficiente en germinacion (68-90%) que E. colonum con 32-
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52% y T. dominguensis con 38-48%. Las tasas de crecimiento de C. laxus son més altas que
E. colonum, sin embargo, en ambas especies, al aumentar la concentracion de HTP la tasa
de crecimiento disminuye. La edad reproductiva de C. laxus fue estimada en dos meses y
fue exitosa hasta 20,000 ppm, en concentraciones superiores la floracion disminuye, lo que

sugiere que esta concentracion es el limite para su capacidad reproductiva (Gallegos et al.,

2000).

Se evaludé y se compard el efecto del naftaleno expuesto en forma de solucion en
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg/L, en la germinacién, produccién de biomasa
y contenido de clorofila de Glycine max y C. elegans. En las determinaciones del indice de
germinacion y de biomasa no hubo respuesta toxica al naftaleno, en veinte dias que duré la
prueba. Sin embargo en el parametro de contenido de clorofila se observo una disminucion
del 50% en las concentraciones de naftaleno de 25 y 30 mg/L en las plantas expuestas de
Glycine max, mientras que C. elegans resultd ser una especie tolerante al naftaleno a

concentraciones de 5 a 30 mg/L en este parametro (Alonso, 2002).

Se evaluaron diez colectas de tres localidades de la variedad de maiz hibrido Tuxteco
recolectados de Minatitlan, Veracruz, en concentraciones de 0, 15,000, 25,000 y 35,000
ppm de petroleo crudo provenientes de varios pozos petroleros. Una de la colecta de maiz
presento valores mas altos de emergencia en la germinacion en todas las concentraciones de
petroleo en el suelo. Con respecto al crecimiento, dos colectas tuvieron mayor potencial
para utilizarse en fitorremediacion. La concentracion de petroleo de 25,000 ppm favorecio

al crecimiento de las plantulas de maiz (Quifioles et al., 2003).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general.

Evaluar la eficiencia de degradacion de hidrocarburos en suelos contaminados con

hidrocarburos, empleando tres especies de plantas que se han adaptado a las condiciones

de contaminacion del Pantano de Santa Alejandrina.

3.2 Objetivos particulares.

1.

Evaluar la tolerancia de tres plantas en un suelo contaminado, de 221,347 ppm de
hidrocarburos totales del petréleo (HTP).

Evaluar la tolerancia de la planta Cyperus elegans de un rango de concentracion de 297
ppm a 221,347 ppm de HTP.

Evaluar la fitorremediacion por las especies expuestas a diferentes diluciones de suelo
contaminado de hidrocarburos.

Cuantificar el efecto provocado por las diferentes concentraciones de diferentes
diluciones de suelo contaminado de hidrocarburos en las tres especies vegetales, usando
los siguientes parametros: velocidad de crecimiento, longitud de la parte aérea, longitud
radical, peso seco y volumen radical.

Cuantificar la fitorremediacion sobre el pH y en los microorganismos degradadores de
hidrocarburos al nivel de la rizosfera.

Evaluar los resultados, a través de una matriz, para encontrar a la planta mas eficiente.
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4. HipoOtesis experimental.

1. La tolerancia de las plantas disminuira al aumentar la concentracion de los hidrocarburos
en el suelo.

2. El aumento de HTP afectara negativamente la biomasa, altura, longitud, volumen radical,
velocidad de crecimiento y los microorganismos del suelo.

3. La eficiencia de la fitorremediacion sera mayor mientras menos contaminado este el
suelo y a una mayor concentracién de hidrocarburo expuesto se observara una menor
degradacidn de hidrocarburos

4. La presencia de la vegetacion aumentara la cantidad de microorganismos degradadores
de hidrocarburo.

5. El pH del suelo, comparado con el control sin plantas, se vera modificado por la

presencia de vegetacion.
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5. Material y métodos.

5.1 Obtencion de la muestra de suelo.

Las muestras de suelo fueron colectadas en Minatitlan, Veracruz, en el rea conocida como
el Pantano de Santa Alejandrina (foto 1). EI muestreo fue realizado por personal del IMP,
quién eligi6 varios puntos al azar de un area contaminada con hidrocarburos y conformo
una muestra compuesta. Durante el traslado al laboratorio, el suelo no fue refrigerado. En el

laboratorio se homogeneiz6 y conservo en refrigeracion a 4°C.

Para la determinacion de pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos, se seco 1 Kg. de suelo
a temperatura ambiente y posteriormente se tamizé utilizando una malla de 2 mm de

abertura.

Foto 1. Vista general del Pantano de Santa Alejandrina.
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5.2 Obtencion de plantas.
Las semillas de tres plantas diferentes crecidas sobre suelo contaminado con hidrocarburos

fueron colectadas por el personal del IMP en terrenos del Pantano.

Se determind el porcentaje de germinacion (indice de germinacién), para conocer la
viabilidad de las semillas. Para ello se colocaron en cajas Petri sobre arena silica de
didmetro <2 mm, 25 semillas de cada especie, con cuatro repeticiones, las cuales se
incubaron a 28°C, durante dos semanas, con periodos de 16 hrs. de luz y 8 hrs. de

oscuridad.

Se colocaron aproximadamente 200 semillas de cada especie en unos contenedores de
plastico transparente de 20 x 20 cm y 12 cm de altura, con arena silica de didmetro <2 mm
y suelo contaminado 1:2, en la incubadora antes mencionada y a las mismas condiciones, se
regaban con agua cada tercer dia. A la quinta semana se seleccionaron las plantulas mejor
desarrolladas y se transplantaron a los suelos problemas. También se seleccionaron
plantulas que fueron transplantadas a suelo no contaminado para su identificacion

taxondmica.

5.3 Preparacion de suelo.

Se utilizaron dos suelos uno con una concentracion de 297 ppm de HTP, el cual se
denominod S1 y otro de una concentracion de 221,347 ppm de HTP, el cual se denomino
como S2. Se realizaron mezclas del S1 y el S2, en relacion peso/peso (diluciones): 0% (es
decir, el S1 o “suelo no contaminado”), 5% (95% de S1 con 5% del S2), 10%, 25% y 50%.

Antes de realizarse las mezclas el suelo fue secado a temperatura ambiente posteriormente
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fue molido en un mortero y tamizado con tamiz del numero 10, finalmente, se

homogeneizaron en bolsas de plastico.

5.4. Disefio experimental.

5.4.1 Tolerancia de las plantas seleccionadas a diferentes concentraciones de HTP.

Para la evaluacion de la tolerancia de las tres plantas al S2, se trasplantaron 25 plantulas de
cada especie a macetas con 250 g. de suelo. Durante siete semanas, se colocaron en el
invernadero (foto 2) de la Facultad de Ciencias, UNAM. Las plantas fueron regadas, con
agua de la llave, cada tercer dia al 90% de su capacidad de campo. Se tomaron datos, cada

semana, de la longitud de las plantas y de su mortalidad.

Foto 2. Invernadero de la Facultad de Ciencias UNAM.
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Para la evaluacion de la tolerancia de Cyperus elegans se colocaron en una incubadora
durante cuatro semanas, en almacigos, 25 plantulas en las siguientes diluciones: 0% (S1),

5%, 10%, 25%, 50%, 75% y 100% (S2). Se tomo el porcentaje de mortalidad.

5.4.2 Fitorremediacion de las plantas seleccionadas.

Para el proceso de fitorremediacion se realizd un experimento factorial 5 X 3 en una
distribucion completamente al azar. Los factores fueron diluciones de suelo (0, 5, 10, 25 y
50 por ciento) y tres tipos de plantas (Cyperus elegans, Cyperus odoratus y Paspalum
virgatum), con cuatro repeticiones (tabla 3). Se colocaron en macetas con 250 g de las
mezclas de suelo antes mencionada con cuatro macetas para cada planta y cuatro macetas
control (sin plantas) por cada dilucion. Posteriormente se colocaron en el invernadero de la
Facultad de Ciencias, UNAM, Las macetas fueron regadas, con agua de la llave, al 90% de
su capacidad de campo, cada tercer dia. Se tomaron los pardmetros de HTP,
microorganismos degradadores de hidrocarburos por la técnica del NMP y pH, para las
diluciones 5%, 10% y 25%, en donde las plantas tuvieron un mejor desarrollo. De las
cuales se realizaron analisis de varianzas para ver diferencias entre tratamientos. El analisis

estadistico, ANOVA vy prueba de Tukey se realiz6 en el software SPSS v. 10.
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Tabla 3. Disefio experimental de las tres especies de plantas y sus respectivos

controles.

Mezcla de Paspalum Gy perus Oy perus Controles
Sl 352 Wiy g odoyatus elepans sip

| TEEY b [roeprT
% (3433 tiL) [GGbruve
0 | 3 ¥y tii) [GEgEruve
= |4d4d|gagy posspree
> |4t |sads frissrre

s/p=sin planta

5.5 Analisis de las plantas.

Una vez por semana se midio la altura de las plantas, de la superficie del suelo a la punta.
En la semana namero catorce (98 dias) se sacrificaron las plantas, y fueron divididas en raiz
y parte aérea (parte fotosintética mas tallo) y se cuantificaron los siguientes parametros:
longitud parte aérea, longitud radical, volumen radical y peso seco total (secados en una

estufa a 80°C durante 48 hrs.).

5.6 Analisis del suelo.
Los analisis de suelo se realizaron segin Rodriguez y Rodriguez (2002). La textura, se
realizd por el método de Bouyucos, la densidad real por el método del picnémetro, la

densidad aparente por el método de la probeta, pH por el método electrométrico relacién
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H,O 1:2.5 y KCI 1: 2.5, nitrdgeno total por el método Kjeldahl y materia organica por el

método de Walkley y Black.

5.7 Cuantificaciéon de Hidrocarburos Totales del Petroleo del suelo.

a) Método gravimétrico 3540 de la Environmental Protection Agency (EPA).

Se colocé un gramo de suelo seco y un gramo de sulfato de sodio anhidro en un dedal de
vidrio, el cual se empaco con fibra de vidrio y se someti6 a extraccion Soxhlet utilizando
120 mL de tetracloruro de carbono como disolvente durante 5 h y un matraz de bola
fondo plano de 250 mL a peso constante. Posteriormente el matraz con el extracto se
coloco en un rotavapor marca Biinch R-124 para la recuperacion del tetracloruro, a 42°C
y posteriormente se coloc el matraz en un desecador durante 24 horas. La cantidad de

HTP se obtuvo tomando la diferencia de peso del matraz de la siguiente manera:

mg de HTP/Kg de suelo= (1000 mg de suelo — mg del suelo después de la extraccidn Soxhlet) X 1000

b) Método IMP-QA-620.
Para la cuantificacion de hidrocarburos totales del petréleo por espectroscopia de infrarrojo,
se utilizé el Método IMP-QA-620, que es un método modificado por el Instituto Mexicano

del Petréleo con base en el método EPA 418.1
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El método se basa en la extraccion con tetracloruro de carbono de los hidrocarburos totales
presentes en sedimento o suelos, los cuales se cuantifican por medio de la absorcion (0.3 a
0.5 nm) que presentan en la zona del infrarrojo de 2,950 y 2,930 cm™. Se utilizé un

espectrofotometro de infrarrojo NICOLET modelo Nexus 470 FT-IR ESP.

Se colocaron cinco gramos de suelo seco y un gramo de sulfato de sodio anhidro en un
dedal de vidrio, el cual se empacé con fibra de vidrio y se sometid a extraccion Soxhlet
utilizando 120 mL de tetracloruro de carbono como disolvente durante 5 h y un matraz de
bola fondo plano de 250 mL. Posteriormente se evapord el disolvente hasta tener un

volumen aproximado de 3 mL, se afor6 en matraz aforado de 5 mL.

Se corrieron los extractos de las muestras, en el espectrofotometro del infrarrojo en las
mismas condiciones que los estandares, aplicando las diluciones necesarias para tener
valores de absorbancia entre 0.2 y 0.8, que es el rango en el que se encuentra la curva de

calibracion.

Calculos.

El equipo da un valor de absorbancia el cul se interpola en la curva de calibracion estandar
para obtener el valor de la concentracion de hidrocarburos. El contenido de hidrocarburos

totales en la muestra se calcula mediante la aplicacion de la siguiente formula:

Hidrocarburos totales (ppm)= (C) x (Ve) x (F)

(Gs)
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Donde:

C = Concentracion en ppm dada por el FT-IR.

Ve = Volumen del extracto de tetracarburo de carbono.

F = Factor de dilucion obtenido al dividir el volumen de dilucion entre la alicuota.

Gs = Gramos de suelo.

5.8 Cuantificacion de microorganismos degradadores de hidrocarburo en suelo por

NUmero Mas Probable (NMP).

Se realizaron segun Harrigan y McCance, (1974) y NACE, (1987). Este método cuantifica
el nimero mas probable (NMP) de microorganismos degradadores de hidrocarburos, en
base a una inferencia estadistica, para lo cual se realizan diluciones en base 10, cada una de
las cuales se utilizé para inocular uno por uno tres tubos de ensaye en medio de cultivo con
queroseno como fuente de carbono, correspondientes a cada dilucidn. Los tubos inoculados
son incubados a 30°C durante 72 horas para posteriormente observar los tubos de cada
dilucion y registrar el nimero de tubos positivos en cada dilucion. Los tubos positivos
fueron aquellos en los que se observo turbidez del medio de cultivo y la emulsion del

queroseno como indicadores del crecimiento microbiano (foto 3).
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Foto 3. Tubo positivo (izquierda) de microorganismos degradadores de

hidrocarburos.

Experimentalmente se realizd el siguiente procedimiento para obtener el nimero de
microorganismos degradadores de hidrocarburos (figura 6). Se tom6 un gramo de suelo
secado y tamizado y en condiciones estériles, se transfirié a un tubo de ensayo con 9 mL de
solucidn salina de NaCl al 0.85%, el cual se homogeneizé para transferir un mililitro a otro
tubo de ensaye conteniendo 9 ml de solucién salina. Las diluciones posteriores se realizaron
de la misma manera antes descrita. De cada dilucion se transfiere un mililitro a cada uno de
los tres tubos de ensaye con 9 mL de medio Lebac y 0.2 ml de queroseno como fuente de
carbono. Los tubos se incuban durante 72 horas a 30°C. La composicién del Medio Lebac
por cada litro es: 7 g de (NH4),SO4, 5.7 g de KH,PO,4, 2.3 g de KoHPO,, 2.25g de

MgSO,7H,0 y 0.1 g de extracto de levadura.
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Figura 6. Diagrama esquematico de la cuantificacibn de microorganismos

degradadores de hidrocarburo por NMP.

Después de incubados los tubos turbios y con emulsion de cada dilucién se utilizan para
calcular la cantidad de microorganismos por gramo de suelo en las tablas de NMP. Para
ello se obtiene un nimero caracteristico de tres digitos correspondientes al nimero de tubos
positivos, el primero en la dilucién mas alta, el segundo en la siguiente y finalmente el
tercero en la siguiente dilucion. Posteriormente se busca en las tablas el ndmero
correspondiente al nimero caracteristico obtenido de la prueba, el cual se multiplica por el
inverso del valor de la dilucién en la cual se obtuvo el primero de los digitos del namero
caracteristico. El valor resultante corresponde al nUmero mas probable de microorganismos

degradadores de hidrocarburos por gramo de suelo.
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5.9 Descripcién de la matriz para evaluar la eficiencia de las plantas.

Se evalud la eficiencia de las plantas en suelos contaminados de hidrocarburos tomando en
cuenta los resultados obtenidos los siguientes parametros: germinacion, sobrevivencia de
las plantas en el S2, altura de la parte aérea en S2, altura de la parte aérea en las diluciones
5, 10, 25 y 50%, volumen radical en las diluciones 5, 10, 25 y 50%, longitud radical en las
diluciones 5, 10, 25 y 50%, peso seco en las diluciones 5, 10, 25 y 50%, HTP final
degradado, NMP de microorganismos degradadores del petroleo y pH final obtenido. Para
la construccion de la matriz se consideraron los siguientes criterios: 0= nada eficiente,
1=poco eficiente, 2=regularmente eficiente, 3= muy eficiente. La planta més eficiente fue la

que obtuvo la suma mas alta, de los parametros antes mencionados.

6. Descripcion de las especies vegetales seleccionadas.

Las plantas utilizadas son nativas de una zona del sureste de Veracruz, que ha sido
contaminada por mas de 40 afios. Estas plantas tienen una capacidad para crecer y
reproducirse, que ha sido adquirida a través del tiempo en que han permanecido en el suelo

contaminado con hidrocarburos.

Dos de las tres especies fueron identificadas dentro de la familia Cyperaceae, la otra planta

fue identificada como Paspalum virgatum que se encuentra dentro del grupo de las

gramineas.
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La familia de las Cyperaceae tiene aproximadamente 115 géneros, distribuidos en todo el
mundo y en diferentes condiciones ecoldgicas. ElI género Cyperus tiene de 600 a 900
especies y es el segundo género mas grande de la familia, principalmente de los trépicos y

subtrdpicos del mundo (Diego, 1997).

La descripcion de las especies de plantas utilizadas en éste trabajo, es la siguiente:

Reino. Plantae

Subreino. Tracheobionta
Superdivision. Spermatophyta
Division. Magnoliophyta
Clase. Liliopsida

Subclase. Commelinidae
Orden. Cyperales

Familia. Cyperaceae

Genero. Cyperus L.

Especie. Cyperus elegans L. (foto 4).

Hierbas perennes, cespitosas, verde glauco, de 20 a 75 cm de alto, viscosas. Tallos trigonos
o0 subcilindricos, de 1.5 a 3.5 mm de ancho en la base, estriados, glabros. Hojas de 3 a 6,
septado nodulosas, de 20 a 70 cm de largo y de 1 a 4 mm de ancho, subcoriaceas, margenes
escabridos e involutos; vainas de color verdoso a pardo rojizo, de 1.5 a 18 cm de largo,
algunas veces infladas en la base. Inflorescencia en umbelas de espigas capitadas, de 2.5 a

22 cm de largo y 5 a 14 cm de ancho. Aquenios negros, cubiertos por una capa translicida,
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anchamente obovoides, trigonos, apiculados, angulos redondeados, lados concavos,
estipitados, de 1.4 a 1.8 mm de largo y 0.7 a 1 mm de ancho, viscosos, lisos. Distribucion:
sur de Estados Unidos, México (Baja California, Baja California Sur, Campeche, Chiapas,
Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan),
América Central, Antillas y América del Sur. Altitud: de 0 a 100 m. tipos de vegetacion:
acuatica y subacudtica, zonas himedas de las siguientes comunidades: bosque tropical
caducifolio, vegetacion hal6fita costera y cultivos. Fenologia: florece y fructifica de febrero

a noviembre (Diego, 1997).

Foto 4 C. elegans

Reino. Plantae
Subreino. Tracheobionta
Superdivision. Spermatophyta

Division. Magnoliophyta
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Clase. Liliopsida
Subclase. Commelinidae
Orden. Cyperales
Familia. Cyperaceae
Genero. Cyperus L.

Especie. Cyperus odoratus L. (foto 5).

Hierbas anuales o perennes, solitarias o cespitosas, de 40 a 90 cm de largo, bulbosas en la
base. Tallos trigonos, de 0.5 a 1 cm de ancho en la base, glabros. Hojas 3 a 8, de 10 a 50 cm
de largo y 4 a 10 mm de ancho. Inflorescencia en umbelas o corimbos abiertos de espigas,
de 2a45cmde largoy 6 a 20 cm de ancho. Aquenios color pardo a casi negro, elipsoides,
desigualmente trigonos, apiculados, angulos redondeados, lados convexos o aplanados, de
1.4a1.9 mmde largo y 0.4 a 0.6 mm de ancho, punticulados. Distribucion. Pantropical. En
América: Estados Unidos, México (Baja California, Baja California Sur, Campeche,
Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan), América Central,
Antillas y América del Sur. Altitud: de 0 a 1,500 m. tipos de vegetacion: acuatica y
subacuatica, zonas humedas de las siguientes comunidades: bosque tropical caducifolio,
bosque de Quercus, bosques de Pinus Quercus, ecotono de bosque de Quercus y cultivos.

Fenologia: florece y fructifica todo el afio (Diego, 1997).
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Foto 5 C. odoratus.

Reino. Plantae

Subreino. Tracheobionta
Superdivision. Spermatophyta
Division. Magnoliophyta
Clase. Liliopsida

Orden. Poales

Familia. Poaceae

Genero. Paspalum

Especie. Paspalum virgatum (foto 6).

Las gramineas representan uno de los grupos vegetales méas diversos en el mundo, pues
ocupan el tercer lugar en cuanto al nimero de géneros y el quinto como especifico. En el
mundo la familia Poaceae o Gramineae incluye 702 géneros y 9,675 especies. Con respecto
a México se registran 206 géneros (157 nativos y 49 introducidos) y se estima que existen

alrededor de 1,127 especies (Davila y Sanchez 1996).
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Foto 6 P. virgatum

Paspalum virgatum, cortadora, corta boca, cabezona 0 caguazo, es una graminea perenne
con plantas densamente macizas, de hasta 2 m de altura. De crecimiento muy vigoroso en
forma de macollas erectas; las hojas se tornan asperas y con bordes cortantes a medida que
la planta tiene méas edad. La inflorescencia es una panicula de hasta 25 cm de longitud.
Cada panicula de Paspalum virgatum produce alrededor de 800 semillas viables y cada
planta entre 4 y 8 paniculas. Se ha encontrado un 50 por ciento de germinacion seis meses
después de la maduracion de las semillas P. virgatum se reproduce mediante semillas y
vegetativamente mediante secciones de tallo con raices. Las semillas son capaces de brotar
desde profundidades de 7 cm. Florece dos veces al afio y su ahijamiento ocurre al comienzo
de la floracion, o sea 90 dias después de la brotacion de la planta, las raices son profundas
que le ayudan a resistir a sequias (Havard, 1969). Se encuentra diseminada en casi todos los
paises de América Tropical y Australia. Se desarrolla facilmente en suelos de baja
fertilidad. P. virgatum es solo ingerido por el ganado durante los estadios tempranos de
desarrollo. Posteriormente, la maleza se hace no comestible debido a sus hojas con
margenes afilados, bajo contenido de nitrogeno y alto contenido de fibra (Sistach y Leon

1987).
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7. Resultados y discusion.

7.1 Caracterizacion fisicoquimica y microbiana de los suelos utilizados.

El pH obtenido (tabla 4), en agua destilada relacion 1:2.5 de los suelos va de un rango
de 4.32 en el S1 a 3.3 en el S2, este ultimo considerado por la SEMARNAT (2002)
como fuertemente acido. Estos valores bajos de pH son comunes en regiones donde las
precipitaciones son altas, como es el caso en el sur de Veracruz, provocando la
lixiviacion de bases intercambiables, lo que origina la escasez de nutrientes minerales
como calcio, magnesio y fosforo (Aguilera, 1989). El pH del suelo tiene efectos
significativos sobre la disponibilidad de nutrientes y sobre el desarrollo de los
microorganismos. El crecimiento de los hongos es favorecido en suelos acidos
(Fernandez ef al., 1998). A valores bajos de pH, el aluminio, fierro y manganeso asi
como los metales pesados son solubles y pueden ser toxicos para las plantas (Spark,
2003). Martinez (2000) contamin6 suelos de diferentes texturas con diesel, gasolina y
combustdleo, con un rango de concentracion de 100 a 150,000 ppm y no encontrd
diferencias significativas con respecto al pH. Sin embargo las actividades industriales
también pueden estar influyendo en el pH del suelo debido a la cercania de la refineria,
ya que el aire contaminado introduce al suelo moléculas como; H', NO;, SO5™ y SO,
(Rusek y Marshall, 2000). El pH esta relacionado con la cantidad de hidrocarburos
presente en el S2, debido a que en suelos contaminados con hidrocarburos se acumula

carbono organico y se generan acidos organicos (Murguia y Martinez, 1991).

Las concentraciones de Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP) en los suelos

experimentales, cuantificadas por el método gravimétrico, van de 8,900 (5%) hasta
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221,347 ppm (100%) en el S2. Por el método IMP-QA-620, se determind la
concentracion del suelo de referencia (S1), diluciones del suelo 5%, 10% y 25%, con
resultados mas altos que los obtenidos por el método gravimétrico, que van de 297 a

49,054 ppm (tabla 4).

La NOM-EM-ECOL-2002 que establece los limites maximos permisibles de
contaminacion en suelos afectados por hidrocarburos, establece un limite méximo de
1,000 ppm de HTP, en el cual la mayoria de los suelos sobrepasa este limite a excepcion
del S1 el que tiene una concentracion de 297 ppm de HTP. Es importante recalcar que
actualmente se utiliza la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 y la cual no se considera a

los HTP como limites maximos permisibles.
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Tabla 4. Caracterizacion fisicoquimica y bioldgica de los suelos utilizados.

S1(0%) 5(5% S2y95% S1) | 10(10% S2y 90% 25(25% S2y 85% S1) | 50(50% S2y 50% S2 (100%)
S1) S1)
pH(AD. 1:2.5) 432 43 429 424 42 33
PH (KCL1:2.5) 38 nd nd nd nd 3.03
Concentracién de
hidrocarburos n.d. 8,900 ! 17,200 ! 45,400 ' 98,000 ' 221347
totales del petr6leo
(HTP) (ppm) 297° 9,002 22,712 49,054 nd. nd.
Materia organica 0.81 n.d. n.d. n.d. n.d. 29.03
(%)
Carbono (%) 0.46 nd. nd. nd. nd. 16.28
Nitr6geno (%) 0.037 nd. nd. nd. nd. 0.396
Arena (%) 44 47.6 51.4 59.2 64.8 78.2
Limo (%) 33.6 31.6 29.8 21.8 20.6 14.2
Arcilla (%) 22.4 20.8 18.8 19 14.6 7.6
Textura Migajon arcilloso Franco Migajon arenoso Migajon arenoso Migajon arenoso Arena migajosa
Densidad real (g/cm’ 2.42 234 232 2.05 1.48 1.14
)
Densidad aparente 1.04 1.04 1.04 1.04 0.98 0.79
(g/em®)
Porosidad (%) 56.85% 55.9% 54.8% 50% 34% 30.4%
NMP
(microorg/gsuelo) 15 15 25 45 150 4.5x 10°

N.D. no determinado.
'"Método gravimétrico

"Método IMP-QA-620



Conforme aumenta la concentracidon de hidrocarburos en el suelo, éste se vuelve mas
hidrofobico, ya que la incorporacion del agua a los suelos contaminados en las

diluciones de suelo de 25% y 50 % fue mas dificil que a diluciones menores a éstas.

La materia organica en el S1 fue de 0.81% y de 29.03% en el S2, por lo que son
clasificados por la SEMARNAT (2002) como rico y extremadamente rico
respectivamente, el aumento en la materia organica se debe a la cantidad de
hidrocarburos, y en este caso no significa que sea favorable como se manegja en la
literatura, ya que se debe a los hidrocarburos antropogénicos y no a un origen biogénico.
Martinez (2000) encontré un aumento de materia organica directamente proporcional a

la cantidad de diesel, gasolina y combustdleo afiadido al suelo.

La cantidad de nitrégeno total se cuantifico a los suelos S1 y S2, cuyos resultados
fueron 0.037 y 0.396%, respectivamente. Dichos suelos son considerados por la
SEMARNAT (2002) como medianamente pobre y rico, respectivamente. La relacion
C/N del S1 (12.5) se encuentra en el rango optimo de suelos fértiles y en el S2 la
relacion C/N (41) se encuentra muy alta por lo que indica poca descomposicion de
restos organicos y una alta competencia de los microorganismos por el nitrégeno

disponible (Porta ef al, 1999).

En la textura domina la textura gruesa en todos los suelos, con 44% en el S1 hasta
78.2% en el S2. La textura gruesa en el suelo lo hace ser ligero, falto de cohesion, facil

de trabajar y con frecuencia con tendencia a la aridez (Duchaufour, 1978).
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El S1 tiene la mayor cantidad de arcillas con 22.4% disminuyendo hacia el S2 con
7.6%. El limo sigue la misma tendencia, en el S1 tienen mayor proporcion con 33.6% y
14.2% en el S2. Martinez (2000) encontré que la adicion de combustdleo, diesel y
gasolina a suelos a una concentracion de 150,000 ppm modifica la lectura de la textura.
Por lo que el S2, que se encuentra contaminado e intemperizado es dificil conocer su

textura real.

La densidad aparente y la densidad real asi como la porosidad disminuyen al aumentar

las arenas, obteniéndose 56.85% en el S1 hasta 30.4% en el S2.

La cantidad de microorganismos degradadores de hidrocarburos aumenta al
incrementarse la concentracion de hidrocarburos desde 1.5 X 10" microorganismos/g en
S1 hasta 4.5 X 10° microorganismos/g en S2. La mayor cantidad de microorganismos
degradadores de hidrocarburos, es una respuesta tipica de suelos contaminados con
hidrocarburos (Wise y Trantolo, 1994). En zonas no contaminadas con hidrocarburos
generalmente los microorganismos degradadores de hidrocarburo no constituye mas del
1% de la comunidad microbiana, sin embargo en suelos contaminados con

hidrocarburos los degradadores de hidrocarburo representan el 1 al 10% (Atlas, 1991).
7.2 Obtencion del indice de germinacion de las semillas de las plantas.

Las especies que mas éxito obtuvo en la germinacion (grafica 1) fue C. odoratus con un
70% en promedio, seguida de C. elegans con un 39% y P. virgatum con un porcentaje

de 13%. C. odoratus'y C. elegans iniciaron la aparicion de la radicula a los siete dias y

P. virgatumalos 15 dias.
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Gréfica 1 Viabilidad de las semillas de las tres especies de plantas.

Los porcentajes de germinacion son bajos en comparacion de los obtenidos para C.
elegans por Guerrero (2000) del 100%, Alonso (2002) de 86% y Ortiz (2001) del 75%.
Tal vez esto se deba a la edad de la semilla, las condiciones medioambientales de
almacenamiento o a la presencia de patdgenos (Robson et al, 2003). P. virgatum
obtuvo el menor porcentaje de germinacion, lo cual es comtn en las plantas nativas, por
los mecanismos de latencia que aseguran la germinacion en el habitat adecuado y el

tiempo oportuno (Robson et al, 2003).

7.3 Efecto de los hidrocarburos en el suelo sobre la mortalidad de las plantas.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos del uso de las plantulas de cuatro

semanas germinadas en suelo contaminado S2 (221,347 ppm de HTP). Los resultados

se muestran en la grafica 2 en donde se observa un porcentaje de mortalidad para C.
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odoratus en la primera semana del 60% y del 100% a partir de la cuarta semana, para C.
elegans se observo una mortalidad del 52% a partir de la primera semana y del 80% a
partir de la tercera semana y para P. virgatum se obtuvo una mortalidad del 20% en la
primera semana y del 80% a partir de la quinta semana. Obsérvese una marcada

resistencia en las primeras cuatro semanas de P. virgatum.

120 ~

100 A

£ 80 —a—
'T?,/ //;/.&:/" —e— P. virgatum
% 60 //‘/ / —8— C elegans
2O 40 —4A— C. odoratus
20 -
0 7 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Gréafica 2. Porcentaje de mortalidad de las tres especies de plantas en el suelo

contaminado S2.

Las plantas sobrevivientes de C. elegans y de P. virgatum redujeron su crecimiento en

90% y 60% respectivamente (tabla 5), por lo que el tratamiento S2 es toxico para las

plantas.

59



Tabla 5. Altura de las plantas de P. virgatumy C. elegans en la semana siete.

% de reduccion

Altura en S2 Altura en S1 | del crecimiento
P. virgatum 1.57 cm 4 cm 60%
C. elegans 1.44 cm 15 cm 90%

Algunos factores del S2 que influyen son: la hidrofobicidad del suelo, el pH de 3.3
extremadamente acido, poca aireacion y baja disponibilidad del agua debido a las altas
concentraciones de hidrocarburo (mas del 22%), ademas la relacion C/N (41) es muy
alta existiendo una competencia de las plantas con los microorganismos por el

nitrogeno.

La cantidad de HTP presentes en el S2 (221,347 ppm) sobrepasa el limite de la norma;
NOM-EM-ECOL-2002 que establece los limites maximos permisibles de
contaminacion en suelos afectados por hidrocarburos, establece un limite maximo de

1,000 ppm de HTP.

Es importante mencionar que el S2 fue homogenizado y tamizado evitando la
aglomeracion de los hidrocarburos y asi aumentado el contacto de éstos con las plantas.
Las plantas C. elegans, C. odoratusy P. virgatumse desarrollan en el sureste de México
en suelos contaminados de hidrocarburos del petrdleo en concentraciones de 100,000 a
434,000 ppm de HTP (Gallegos et al, 2000). El hidrocarburo en estos suelos se
encuentra en la parte superficial en los primeros treinta centimetros en un estrato no
homogéneo. Esto contradice los resultados de sobrevivencia y crecimiento obtenidos en
esta tesis, en la cual a 221,347 ppm de HTP es toxico para las plantas C. elegans, C.

odoratus 'y P. virgatum. Probablemente porque los hidrocarburos estan repartidos de
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manera homogénea y no en la superficie; provocando que las raices no pueden tomar

sus nutrientes.

7.4 Tolerancia de Cyperus elegans a diferentes concentraciones de hidrocarburos

en suelos contaminados.

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente se realizaron mezclas del suelo
S1 con el S2, (véase tabla 4) las diluciones obtenidas fueron las siguientes:

0 (100 % del S1)

5 (5% del S2 y95% del S1)

10 (10% del S2 y 90% del S1)

25 (25% del S2 y 75% del S1)

50 (50% del S2 y 50% del S1)

75 (75% del S2 y25%del S1) y

100 (100% del S2).

Se utilizaron plantas de cuatro semanas, originadas de semillas, de la especie de C.
elegans, ya que es una de las dos plantas que mostraron menor porcentaje de
mortalidad. En la grafica 3 se observa un aumento de la mortalidad al aumentar la
cantidad de hidrocarburos. En la dilucién 75% del S2 y 25% del S1, se obtuvo un 42%
de mortalidad. C. odoratus y P. virgatum no fueron evaluadas, por la falta de

germoplasma.
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Gréfica 3. Porcentaje de la mortalidad de Cyperus elegans a diferentes diluciones

de suelo.

Con base en estos datos para el estudio de fitorremediacion, de las tres especies, se
decidi6 continuar con las diluciones de suelo hasta un 50% del S1 y 50% del S2
(98,000 ppm) en la que se obtuvo 40% de mortalidad para C. elegans, con el fin de

evitar la mortalidad de las plantas en el experimento posterior.

Una vez mas se muestra que la tolerancia de las plantas a los hidrocarburos del petroleo
depende de la especie y la concentracion de los mismos en el suelo, lo mismo se
observa en el estudio en donde se evalud la sobrevivencia de 39 especies de plantas en
suelos contaminados con 1% de petrdleo crudo y solo 18 especies tuvieron 60% o mas
de sobrevivencia mientras que en el suelo contaminado con 5% de hidrocarburo solo 10

especies presentaron 60% o mas de sobrevivencia (Robson et a/, 2003).
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7.5 Velocidad de crecimiento y longitud total de las plantas seleccionadas en suelos

contaminados a diferentes diluciones.

En la grafica 4 de P. wirgatum observamos una disminucion del crecimiento, al
aumentar la cantidad de hidrocarburos (p<0.05), es decir las plantas se ven afectadas en
su crecimiento al aumentar la concentracion de éstos. La diferenciacion de las plantas se

inicio a partir de la semana 5.

45
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Grafica 4. Crecimiento de P. wvirgatum en suelo contaminado a diferentes
diluciones.

P. virgatum obtuvo 40.1 cm en la dilucion cero, y la altura menor para esta misma
especie fue de 4.4 cm en la dilucion del 50% con un 89% de reduccion (tabla 6) del

crecimiento de la parte aérea.

En la tabla 6 se observa que a partir de las diluciones del 10%, las plantas de las tres
especies se ven afectadas en mas de un 50 % de su crecimiento de la parte aérea, esta

dilucion corresponde a la concentracion de 22,712 ppm de HTP.
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Tabla 6. Porcentaje de reduccion de la parte aérea de las tres especies.

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
reduccion del reduccion del reduccion del
Por ciento de[Longitud de | crecimiento | Longitud de | crecimiento | Longitud de | crecimiento
dilucién del [la parte aérea| dela parte [la parte aérea| dela parte |la parte aérea| dela parte
suelo de laplanta | aéreadela dela aérea de la dela aérea de la
contaminado |(cm.) planta (%) | planta(cm.) | planta (%) | planta(cm.) | planta (%)
P. virgatum C. elegans C. odoratus
0 40.1 N.A. 30.3 N.A. 38.8 cm N.A.
5 24.8 38.1 20.3 329 28.1 cm 27.4
10 154 61.7 13.4 55.8 18.6 cm 519
25 8.6 78.6 12.8 57.6 9.4 cm 75.8
50 4.4 89.0 2.7 91.2 0.5cm 98.7
N.A. no aplica.

Nota: el cien porciento es la longitud de la parte aérea en la concentracion cero.

De acuerdo a los resultados del analisis estadistico mostrados en la tabla 7, se observa
que existe diferencia significativa (p<0.05) en el desarrollo de la parte aérea de la planta
en el suelo sin hidrocarburos con respecto a los suelos con diferentes diluciones, lo cual
indica que la presencia de hidrocarburos en el suelo reduce el crecimiento aéreo de la
planta P. virgatum. Con respecto a los resultados obtenidos para las diferentes
concentraciones de hidrocarburos en el suelo, se observo que entre las diluciones 5% y
10% no hay diferencia estadisticamente significativa al igual que entre las de 10 y 25%.
Sin embargo el valor de las diferencias de las medias es menor para las diluciones de
suelo de 5% y 10% lo cual significa que el desarrollo de la parte aé¢rea de la planta es
mejor en éstas diluciones. P. virgatumpresent6 un buen desarrollo de la parte aérea
hasta la dilucion 5%. Con un desarrollo menor se encuentra la dilucion de 25% aunque

no existe diferencia estadisticamente significativa con la dilucion de 10%.
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Tabla 7. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) de la longitud de la parte aérea
de P. virgatum

Comparaciones multiples

Variable dependiente: LONGITUD
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
[0} W) medias Error Limite Limite
CONCENT CONCENT (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 15.2750* 3.179 .002 5.4599 25.0901
10.00 24.7250* 3.179 .000 14.9099 34.5401
25.00 31.5250* 3.179 .000 21.7099 41.3401
50.00 35.6750* 3.179 .000 25.8599 45.4901
5.00 .00 -15.2750* 3.179 .002 | -25.0901 -5.4599
10.00 9.4500 3.179 .062 -.3651 19.2651
25.00 16.2500* 3.179 .001 6.4349 26.0651
50.00 20.4000* 3.179 .000 10.5849 30.2151
10.00 .00 -24.7250* 3.179 .000 | -34.5401 -14.9099
5.00 -9.4500 3.179 .062 | -19.2651 .3651
25.00 6.8000 3.179 .255 -3.0151 16.6151
50.00 10.9500* 3.179 .025 1.1349 20.7651
25.00 .00 -31.5250* 3.179 .000 | -41.3401 -21.7099
5.00 -16.2500* 3.179 .001 -26.0651 -6.4349
10.00 -6.8000 3.179 255 | -16.6151 3.0151
50.00 4.1500 3.179 .692 -5.6651 13.9651
50.00 .00 -35.6750* 3.179 .000 | -45.4901 -25.8599
5.00 -20.4000* 3.179 .000 | -30.2151 -10.5849
10.00 -10.9500* 3.179 .025 | -20.7651 -1.1349
25.00 -4.1500 3.179 .692 | -13.9651 5.6651

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

En el caso de C. elegans se observd, una disminucion del crecimiento de la parte aérea
de la planta, al aumentar la dilucion de suelos (grafica 5), es decir las plantas se ven
afectadas en su crecimiento aéreo al aumentar la concentracion de hidrocarburos. El

crecimiento de las plantas inici6 a diferenciarse a partir de la semana 3.
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Gréfica 5 Crecimiento de C. elegans en suelo contaminado a diferentes porcentajes

de dilucion.

La altura maxima para C. elegans fue de 30.3 cm en el suelo S1 (grafica 5) y la menor
fue de 2.7 cm en la dilucion 50%. Para C. elegans la altura de las plantas fue similar
hasta la tercera semana. La menor reduccion de la parte aérea, del 32.9% (tabla 6) se
obtuvo en el suelo con la dilucion 5% y la mayor del 91.2% en la dilucion 50%. Los
resultados del analisis estadistico del crecimiento aéreo de las plantas de C. elegans
(tabla 8), muestran que hay una diferencia significativa del crecimiento de las plantas en
los suelos con hidrocarburos con respecto al suelo sin hidrocarburos. Conforme
aumenta la dilucion de suelo contaminado se reduce el crecimiento de la planta y los
efectos mayores se observan en las diluciones mayores al 5%. Entre las diluciones del
10% y 25% (tabla 8), que corresponden a 22,712 ppm y 49,054 ppm de HTP
(métodoIMP-QA-620) respectivamente, no hay diferencias significativas y el
crecimiento de ambas plantas fue muy similar a partir de la semana diez. Con respecto a
la longitud de la parte aérea las plantas se desempeifian bien hasta la dilucion del 25 %.

Guerrero (2000) encontrd para C. elegans con suelos contaminados de hidrocarburos a
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diferentes diluciones una disminucion en el tamafio y en la cantidad de biomasa de las

plantas analizadas en comparacion con las testigo.

Tabla 8. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) de la longitud de la parte aérea

de C. elegans.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: LPA
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
()] W) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 9.3750* 1.537 .000 4.6287 14.1213
10.00 16.7500* 1.537 .000 12.0037 21.4963
25.00 18.0000* 1.537 .000 13.2537 22.7463
50.00 28.6250* 1.537 .000 23.8787 33.3713
5.00 .00 -9.3750* 1.537 .000 -14.1213 -4.6287
10.00 7.3750* 1.537 .002 2.6287 12.1213
25.00 8.6250* 1.537 .000 3.8787 13.3713
50.00 19.2500* 1.5637 .000 14.5037 23.9963
10.00 .00 -16.7500* 1.537 .000 -21.4963 -12.0037
5.00 -7.3750* 1.537 .002 -12.1213 -2.6287
25.00 1.2500 1.537 922 -3.4963 5.9963
50.00 11.8750* 1.537 .000 7.1287 16.6213
25.00 .00 -18.0000* 1.537 .000 -22.7463 -13.2537
5.00 -8.6250* 1.537 .000 -13.3713 -3.8787
10.00 -1.2500 1.537 922 -5.9963 3.4963
50.00 10.6250* 1.537 .000 5.8787 15.3713
50.00 .00 -28.6250* 1.537 .000 -33.3713 -23.8787
5.00 -19.2500* 1.537 .000 -23.9963 -14.5037
10.00 -11.8750* 1.537 .000 -16.6213 -7.1287
25.00 -10.6250* 1.537 .000 -15.3713 -5.8787

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

Para C. odoratus en la grafica 6 se observa una disminucion del crecimiento, al
aumentar la cantidad hidrocarburos (p<0.05), es decir las plantas se ven afectadas en su

crecimiento al aumentar la dilucidn de éstos.

En el suelo S1 de referencia, la altura maxima de C. odoratus se obtuvo en la semana
11. En el suelo con 50% del S1 y 50% del S2 las plantas de C. odoratus mueren a partir
de la octava semana. La menor reduccion de la parte aérea del 27.4%, se obtuvo en la

dilucién 5%.
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Grafica 6. Crecimiento de C. odoratus en suelo contaminado a diferentes diluciones

de suelo.

La diferencia marcada en el crecimiento a partir de la segunda semana de C. odoratus
(grafica 6) con respecto al suelo no contaminado indica que la presencia de
hidrocarburo disminuye la madurez mas rapido que las otras dos especies. P. virgatum
se vio afectada hasta la semana 5, siendo mas tolerante que C. elegans en la cual la

diferencia en el crecimiento se inicid en la tercera semana.

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico de los resultados obtenidos de la
longitud aérea de la planta (tabla 9), la presencia de hidrocarburos en el suelo reduce el
desarrollo de la parte aérea de la planta, ya que existe diferencia significativa del suelo
sin hidrocarburos con respecto a los suelos que si los tienen en diferentes diluciones del
suelo. Los suelos contaminados en las diluciones de 5% y 10% no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), y son en las que existen las menores

diferencias con respecto al suelo no contaminado, S1.
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Tabla 9. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) de la longitud de la parte aérea

de C. odoratus.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: LPA
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%

) ) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 11.5000* 2.102 .001 5.0104 17.9896
10.00 17.7500* 2.102 .000 11.2604 24.2396
25.00 27.7500% 2.102 .000 21.2604 34.2396
50.00 37.2500% 2.102 .000 30.7604 43.7396
5.00 .00 -11.5000* 2.102 .001 -17.9896 -5.0104
10.00 6.2500 2.102 .062 -.2396 12.7396
25.00 16.2500* 2.102 .000 9.7604 22.7396
50.00 25.7500* 2.102 .000 19.2604 32.2396
10.00 .00 -17.7500* 2.102 .000 | -24.2396 | -11.2604
5.00 -6.2500 2.102 .062 | -12.7396 .2396
25.00 10.0000* 2.102 .002 3.5104 16.4896
50.00 19.5000* 2.102 .000 13.0104 25.9896
25.00 .00 -27.7500* 2.102 .000 | -34.2396 | -21.2604
5.00 -16.2500* 2.102 .000 | -22.7396 -9.7604
10.00 -10.0000* 2.102 .002 | -16.4896 -3.5104
50.00 9.5000* 2.102 .003 3.0104 15.9896
50.00 .00 -37.2500* 2.102 .000 | -43.7396 | -30.7604
5.00 -25.7500* 2.102 .000 | -32.2396 | -19.2604
10.00 -19.5000* 2.102 .000 | -25.9896 | -13.0104
25.00 -9.5000* 2.102 .003 | -15.9896 -3.0104

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

Los resultados anteriores coinciden con los obtenidos en experimentos realizados con
plantas de alfalfa crecidas en suelo contaminado con petréleo crudo a una concentracion
de 20,000 ppm de HTP, los cuales demostraron un crecimiento mas lento y mayor
tiempo para madurar que aquellas crecidas en el suelo no contaminado (Wiltse ef a/,
1998). Lo mismo ocurrié con C. /axus y E. colonum en suelos contaminados con
hidrocarburos de 0 a 200,000 ppm de HTP, en donde la tasa de crecimiento disminuye

al aumentar la concentracion de hidrocarburos (Gallegos ef a/., 2000).
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En plantas de alfalfa crecidas en suelo contaminado con petréleo crudo a una
concentracion de 20,000 ppm de HTP se encontr6é una reduccion del 8.7% en la altura
de las plantas (Wiltse et al., 1998). En esta tesis se encontrd una disminucién minima en

la dilucion 5% de 27.4% en C. odoratus (tabla 6).

7.6 Longitud radical (LR).

P. virgatum fue la que obtuvo la mayor LR de 22.45 cm en promedio en todas las

diluciones seguida de C. odoratusy C. elegans, respectivamente (tabla 10).

En este pardmetro hubo mayor diferencia en la fenologia de P. virgatum (gréafica 7) la
mayor reduccion en la longitud de la raiz comparada con el suelo S1 fue de 34% en la

dilucion 25%.
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Grafica 7. Longitud radical de las tres especies de plantas a diferentes diluciones.
Tabla 10. Porcentaje de reduccion de la longitud radical de P. virgatum, C. elegans

y C. odoratus.
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N.A. no aplica.
Nota: el cien porciento es la longitud radical en la concentracion cero.

P. virgatum % de C. elegans % de C. odoratus % de
% de dilucién (cm) reduccion. (cm) reduccion. (cm) reduccion.
0 26 N.A. 32 N.A. 39.3 N.A.
5 24.8 4.8 20.1 37.1 28.5 27.4
10 23 11.5 14.5 54.7 21.4 45.5
25 17.2 34.0 21.9 31.6 12.5 68.2
50 21.4 17.8 4.3 86.7 2 94.9

Los resultados estadisticos para P. virgatumhubo una disminucion de la LR al aumentar
la cantidad de hidrocarburos (p<0.05) no se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en las diluciones de 5% con 10% y 5% con 25% (tabla 11), sin embargo la
dilucion de 5% es la de menor diferencia con respecto al suelo sin hidrocarburos y es
donde se encontr6 el mayor crecimiento radical de las plantas en los suelos con

hidrocarburos.

Para C. elegans, la longitud radical méxima obtenida fue de 32 cm en el S1 y la menor
con 4.3 en dilucion 50%. Los resultados del analisis estadistico (tabla 12), muestran
diferencias significativas (p<0.05) entre el suelo sin hidrocarburos y suelos con
hidrocarburos, por lo que la presencia de €stos contaminantes en el suelo reducen el
crecimiento radical. La menor de las diferencias de la longitud radical con respecto al
suelo sin hidrocarburos se encontr6 en la dilucion 5%, no obstante que entre los suelos
con diluciones 5%, 10% y 25% no hay diferencias significativas, lo que indique una

mayor resistencia de la raiz a los hidrocarburos en esas diluciones.
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Tabla 11. Comparacion miultiple (ANOVA-Tukey) de la longitud de la raiz de P.

virgatum

Variable dependiente: LR

Comparaciones multiples

HSD de Tukey
Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
(U] ) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 1.2500 2.350 .983 -6.0056 8.5056
10.00 3.0000 2.350 709 -4.2556 10.2556
25.00 8.8750* 2.350 .013 1.6194 16.1306
50.00 4.6250 2.350 .326 -2.6306 11.8806
5.00 .00 -1.2500 2.350 .983 -8.5056 6.0056
10.00 1.7500 2.350 .942 -5.5056 9.0056
25.00 7.6250* 2.350 .037 .3694 14.8806
50.00 3.3750 2.350 .615 -3.8806 10.6306
10.00 .00 -3.0000 2.350 709 | -10.2556 4.2556
5.00 -1.7500 2.350 .942 -9.0056 5.5056
25.00 5.8750 2.350 143 -1.3806 13.1306
50.00 1.6250 2.350 .955 -5.6306 8.8806
25.00 .00 -8.8750* 2.350 .013 | -16.1306 -1.6194
5.00 -7.6250* 2.350 .037 | -14.8806 -.3694
10.00 -5.8750 2.350 143 | -13.1306 1.3806
50.00 -4.2500 2.350 404 | -11.5056 3.0056
50.00 .00 -4.6250 2.350 .326 | -11.8806 2.6306
5.00 -3.3750 2.350 .615 | -10.6306 3.8806
10.00 -1.6250 2.350 .955 -8.8806 5.6306
25.00 4.2500 2.350 .404 -3.0056 11.5056

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.
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Tabla 12. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) de la longitud de la raizde C

elegans.

Variable dependiente: LRADICAL

HSD de Tukey

Comparaciones multiples

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
[0} ) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 11.8750% 2.289 .001 4.8080 18.9420
10.00 17.5000% 2.289 .000 10.4330 24.5670
25.00 10.1250*% 2.289 .004 3.0580 17.1920
50.00 27.7500* 2.289 .000 20.6830 34.8170
5.00 .00 -11.8750* 2.289 .001 -18.9420 -4.8080
10.00 5.6250 2.289 153 -1.4420 12.6920
25.00 -1.7500 2.289 .937 -8.8170 5.3170
50.00 15.8750% 2.289 .000 8.8080 22.9420
10.00 .00 -17.5000* 2.289 .000 -24.5670 -10.4330
5.00 -5.6250 2.289 153 -12.6920 1.4420
25.00 -7.3750* 2.289 .039 -14.4420 -.3080
50.00 10.2500% 2.289 .003 3.1830 17.3170
25.00 .00 -10.1250* 2.289 .004 -17.1920 -3.0580
5.00 1.7500 2.289 .937 -5.3170 8.8170
10.00 7.3750* 2.289 .039 .3080 14.4420
50.00 17.6250% 2.289 .000 10.5580 24.6920
50.00 .00 -27.7500* 2.289 .000 -34.8170 -20.6830
5.00 -15.8750* 2.289 .000 -22.9420 -8.8080
10.00 -10.2500* 2.289 .003 -17.3170 -3.1830
25.00 -17.6250* 2.289 .000 -24.6920 -10.5580

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

Con respecto a los resultados del analisis estadistico de C. odoratus (tabla 13), se

observa también que existe diferencia significativa entre el suelo sin hidrocarburos y los

suelos con diferentes diluciones de éstos.

Conforme aumenta la cantidad de

hidrocarburos en el suelo, la diferencia entre las medias de la longitud de la raiz son

mayores, con respecto al suelo sin hidrocarburos lo que demuestra que al aumentar la

cantidad de éstos en el suelo se reduce el crecimiento de la raiz.

73



Tabla 13. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) de la longitud de la raiz de C

odoratus

Comparaciones multiples

Variable dependiente: LONGRAD
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
()] W) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 10.7500* 1.790 .000 5.2225 16.2775
10.00 17.8750* 1.790 .000 12.3475 23.4025
25.00 26.8750* 1.790 .000 21.3475 32.4025
50.00 37.2500* 1.790 .000 31.7225 42.7775
5.00 .00 -10.7500* 1.790 .000 -16.2775 -5.2225
10.00 7.1250* 1.790 .009 1.5975 12.6525
25.00 16.1250* 1.790 .000 10.5975 21.6525
50.00 26.5000* 1.790 .000 20.9725 32.0275
10.00 .00 -17.8750* 1.790 .000 -23.4025 -12.3475
5.00 -7.1250* 1.790 .009 -12.6525 -1.5975
25.00 9.0000* 1.790 .001 3.4725 14.5275
50.00 19.3750* 1.790 .000 13.8475 24.9025
25.00 .00 -26.8750* 1.790 .000 -32.4025 -21.3475
5.00 -16.1250* 1.790 .000 -21.6525 -10.5975
10.00 -9.0000* 1.790 .001 -14.5275 -3.4725
50.00 10.3750* 1.790 .000 4.8475 15.9025
50.00 .00 -37.2500* 1.790 .000 -42.7775 -31.7225
5.00 -26.5000* 1.790 .000 -32.0275 -20.9725
10.00 -19.3750* 1.790 .000 -24.9025 -13.8475
25.00 -10.3750* 1.790 .000 -15.9025 -4.8475

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

En otros estudios de fitorremediacion se encontrd la disminucion de la raices de
Hydrocotyle ranunculoides en suelos contaminados con diesel con diferencias
significativas en las concentraciones de 10,000; 15,000 y 20,000 ppm, a mayor
concentracion menor longitud de la raiz (Damian, 1999). En la mayor parte de los casos,
la contaminacion de suelos que origina un pH bajo inhibe el crecimiento de la longitud

de la raiz al aumentar la disponibilidad de aluminio (Barcel6 y Poschenrieder, 1989).
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7.7 Volumen radical (VR).

De acuerdo con los resultados obtenidos (grafica 8, tablal4), el volumen radical de las
tres especies de plantas se ve afectado a partir de la dilucion del 10% de hidrocarburos
en el suelo ya que se observa una reduccion mayor al 60% del volumen radical con

respecto al obtenido en el suelo sin hidrocarburos.

3 OF virgatum
2511 BC glepans
2711 OC. adoratus

EaN i [ —

Dihiciones delsuela (3]

Vohimen mdical (oc

Grafica 8. Volumen radical de las tres especies a diferentes diluciones.

Tabla 14. Porcentaje de reduccion del volumen radical.

P. virgatum % de C. elegans % de C. odoratus % de
Diluciones Volumen reduccion Volumen reduccion Volumen reduccion
(%) radical (cc) radical radical (cc) radical radical (cc) radical
0 2.88 N.A. 1.6 N.A. 4.5 N.A.
5 1.75 39.1 1 37.5 3.5 22.2
10 0.78 73.0 0.6 60.9 1.4 70.0
25 0.50 82.6 0.7 59.4 0.7 85.0
50 0.25 91.3 0.2 87.5 0.2 95.6

N.A. no aplica.
Nota: el cien porciento es volumen en la concentracion cero.
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En el caso de P. wirgatum, se observo (tabla 14, grafica 8), que la presencia de
hidrocarburos en el suelo afecta el volumen radical de la planta, ya que al aumentar la
cantidad de hidrocarburos en el suelo, disminuye el volumen radical. Con una
probabilidad de p<0.05, el volumen radical con menor diferencia con respecto al suelo
no contaminado y el mayor de los suelos con hidrocarburos, se observd en el suelo de la
dilucion 5%. En las diluciones de 10%, 25% y 50%, el volumen radical no presenta
diferencias estadisticamente significativas, por lo que al aumentar la concentracion de
hidrocarburos en el suelo el volumen radical, como indice del desarrollo radical no es

afectado de forma significativa (tabla 15).

Tabla 15. Comparacion miultiple (ANOVA-Tukey) del volumen radical de P.
virgatum.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: VOLRADPA
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%

()] ) medias Error Limite Limite
CNCNTRAC CNCNTRAC (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 1.1250* .270 .006 .2897 1.9603
10.00 2.1000* .270 .000 1.2647 2.9353
25.00 2.3750* .270 .000 1.5397 3.2103
50.00 2.6250* .270 .000 1.7897 3.4603
5.00 .00 -1.1250* .270 .006 -1.9603 -.2897
10.00 .9750* .270 .019 11397 1.8103
25.00 1.2500* .270 .003 4147 2.0853
50.00 1.5000* .270 .000 .6647 2.3353
10.00 .00 -2.1000* .270 .000 -2.9353 -1.2647
5.00 -.9750*% .270 .019 -1.8103 -.1397
25.00 .2750 .270 .844 -.5603 1.1103
50.00 .5250 .270 .339 -.3103 1.3603
25.00 .00 -2.3750* .270 .000 -3.2103 -1.5397
5.00 -1.2500% .270 .003 -2.0853 -.4147
10.00 -.2750 .270 .844 -1.1103 .5603
50.00 .2500 .270 .883 -.5853 1.0853
50.00 .00 -2.6250* .270 .000 -3.4603 -1.7897
5.00 -1.5000* .270 .000 -2.3353 -.6647
10.00 -.5250 .270 .339 -1.3603 .3103
25.00 -.2500 .270 .883 -1.0853 .5853

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.
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En el caso de C. elegans (tabla 16), también se observa como en el caso anterior que el
volumen radical de la planta crecida en los suelos con hidrocarburos, presenta diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto al obtenido en el suelo sin
hidrocarburos, lo cual indica que la presencia de hidrocarburos en el suelo afecta el
desarrollo radical, conforme aumenta la cantidad de hidrocarburos, el volumen radical
disminuye.

El mayor volumen radical en los suelos con hidrocarburos se encontrd en la dilucion 5%
y el desarrollo de la raiz en las de 10% y 25% en donde no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, lo cual indica que en estas diluciones no hay un efecto
importante de los hidrocarburos sobre el volumen radical.

En donde se observan diferencias es en la dilucion 50%, lo cual indica que en ésta ya
hay una afectacion al volumen radical por los hidrocarburos a esa concentracion en el
suelo.

Tabla 16. Comparacion miultiple (ANOVA-Tukey) del volumen radical de C.

elegans.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: VOLRADCE
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%

()] ) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 .6000* .186 .039 | 2.575E-02 1.1743
10.00 .9750* .186 .001 .4007 1.5493
25.00 .9500* .186 .001 .3757 1.5243
50.00 1.4000* .186 .000 .8257 1.9743
5.00 .00 -.6000* .186 .039 -1.1743 | -2.57E-02
10.00 .3750 .186 .305 -.1993 .9493
25.00 .3500 .186 .367 -.2243 .9243
50.00 .8000* .186 .005 .2257 1.3743
10.00 .00 -.9750* .186 .001 -1.5493 -.4007
5.00 -.3750 .186 .305 -.9493 .1993
25.00 -2.50E-02 .186 1.000 -.5993 .5493
50.00 .4250 .186 .203 -.1493 .9993
25.00 .00 -.9500* .186 .001 -1.5243 -.3757
5.00 -.3500 .186 .367 -.9243 .2243
10.00 2.500E-02 .186 1.000 -.5493 .5993
50.00 .4500 .186 .163 -.1243 1.0243
50.00 .00 -1.4000* .186 .000 -1.9743 -.8257
5.00 -.8000* .186 .005 -1.3743 -.2257
10.00 -.4250 .186 .203 -.9993 .1493
25.00 -.4500 .186 .163 -1.0243 .1243

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.
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Los resultados obtenidos para C. odoratus (tabla 17, grafica 8), muestran que al

aumentar la cantidad de hidrocarburos en el suelo, disminuy6 el volumen radical.

De acuerdo con los resultados del andlisis estadistico (tabla 17), solo existe diferencia

estadisticamente significativa del volumen radical del suelo sin hidrocarburos con los

suelos con diluciones superiores al 5%. Lo anterior demuestra que para esta especie de

planta no hay un efecto sobre el volumen radical en diluciones inferiores al 5%.

Entre las diluciones 10% y 25% como entre esta Gltima y 50%, no hay diferencias y de

acuerdo con las diferencias entre sus medias respectivas con la del suelo sin

hidrocarburos, en la dilucién 10% se observa el volumen radical intermedio entre las

bajas y las altas concentraciones de hidrocarburos.

Tabla 17. Comparacion miultiple (ANOVA-Tukey) del volumen radical de C.

odoratus.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: VOLRACO

HSD de Tukey
Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
(U] ) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 1.0000 .336 .061 | -3.61E-02 2.0361
10.00 3.1500* .336 .000 2.1139 4.1861
25.00 3.8250* .336 .000 2.7889 4.8611
50.00 4.3000* .336 .000 3.2639 5.3361
5.00 .00 -1.0000 .336 .061 -2.0361 | 3.611E-02
10.00 2.1500* .336 .000 1.1139 3.1861
25.00 2.8250* .336 .000 1.7889 3.8611
50.00 3.3000* .336 .000 2.2639 4.3361
10.00 .00 -3.1500* .336 .000 -4.1861 -2.1139
5.00 -2.1500* .336 .000 -3.1861 -1.1139
25.00 6750 .336 .307 -.3611 1.7111
50.00 1.1500* .336 .026 1139 2.1861
25.00 .00 -3.8250* .336 .000 -4.8611 -2.7889
5.00 -2.8250* .336 .000 -3.8611 -1.7889
10.00 -.6750 .336 .307 -1.7111 3611
50.00 4750 .336 .628 -.5611 1.5111
50.00 .00 -4.3000* .336 .000 -5.3361 -3.2639
5.00 -3.3000* .336 .000 -4.3361 -2.2639
10.00 -1.1500* .336 .026 -2.1861 -.1139
25.00 -.4750 .336 .628 -1.5111 5611

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

78



Especies de plantas con baja sobrevivencia pero con alta biomasa radical puede ser mas
apropiada para la fitorremediacion mas que aquellos con alta sobrevivencia pero baja
biomasa de raiz (Robson et a/, 2003) como es en este caso en que C. odoratus obtuvo
el mayor volumen radical pero con el 100% de mortalidad en el suelo S2 en la semana

cuatro y en la dilucion 50%, a la semana ocho, obtuvo el 100% de mortalidad.

7.8 Peso seco (PS).

Los resultados comparativos entre las tres especies de plantas se observan en la Grafica
9 y tabla 18. Con relacion al peso seco, se observo que el menor porcentaje de reduccion
en peso de las tres plantas, fue para P. wirgatum con 38.8% en el suelo a la
concentracion de 5%, por lo que es la mas adaptada. C. elegansen las diluciones 10% y
25% los porcentajes de reduccion son parecidos lo cual es un comportamiento similar al

observado en la longitud radical.
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Grafica 9. Peso seco de las tres especies a diferentes diluciones.
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Tabla 18. Porcentaje de reduccion de peso seco de las plantas.

P. virgatum % de C. elegans % de C. odoratus %o de
Dilucién (% )| Peso(grs) reduccion. Peso(grs) [reducciéon Peso(grs) [reducciéon
0 0.90 N.A. 0.76 N.A. 2.32 N.A.
5 0.55 38.80 0.33 56.5 1.11 52.3
10 0.12 86.4 0.21 72.3 0.41 82.3
25 0.06 93.9 0.20 73.4 0.13 94.4
50 0.04 95.3 0.03 96.2 0.03 98.8

Nota: el cien porciento es el peso en la concentracion cero.
N.A. no aplica.

En el caso de P. wirgatum, el peso seco de planta disminuye conforme aumenta la
cantidad de hidrocarburos en el suelo. En las diluciones 10% y 25% no hay diferencia
significativa y por lo tanto ya no se observa un efecto sobre el peso de la planta a esas

diluciones (tabla 19).
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Tabla 19. Comparacién multiple (ANO VA-Tukey) del peso seco de P virgatum.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: PESOPASP

HSD de Tukey
Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
(U] ) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 .3572* 105 .028 | 3.261E-02 .6817
10.00 7742* 105 .000 4496 1.0988
25.00 .8411* 105 .000 5165 1.1657
50.00 .8171* .105 .000 4925 1.1416
5.00 .00 -.3572* 105 .028 -.6817 | -3.26E-02
10.00 4170* 105 .009 | 9.246E-02 7416
25.00 .4839* 105 .003 1594 .8085
50.00 .4599* .105 .004 .1353 .7845
10.00 .00 -7742* 105 .000 -1.0988 -.4496
5.00 -.4170* 105 .009 -.7416 | -9.25E-02
25.00 6.690E-02 105 .967 -.2577 3915
50.00 4.288E-02 .105 .994 -.2817 .3674
25.00 .00 -.8411* 105 .000 -1.1657 -.5165
5.00 -.4839* 105 .003 -.8085 -.1594
10.00 -6.69E-02 105 .967 -.3915 2577
50.00 -2.40E-02 .105 .999 -.3486 .3005
50.00 .00 -8171* 105 .000 -1.1416 -.4925
5.00 -.4599* 105 .004 -.7845 -.1353
10.00 -4.29E-02 105 .994 -.3674 2817
25.00 2.403E-02 .105 .999 -.3005 .3486

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

En C. elegans, también se observo que al aumentar la cantidad de hidrocarburos en el
suelo, disminuyo el peso (p<0.05) de la planta y entre las diluciones 10% y 25% no

hubo diferencia significativa (tabla 20).

Guerrero (2000) encontrd para C. elegans con suelos contaminados de hidrocarburos a
diferentes diluciones una disminucion en el tamafio y en la cantidad de biomasa de las

plantas analizadas en comparacion con las testigo.

En el caso de C. odoratus, al igual que en los dos casos anteriores, que el aumento en la
concentraciéon de hidrocarburos en el suelo hasta la dilucion 10%, reduce

significativamente el peso de las plantas y éste no presenta diferencia significativa con
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la dilucion 25% (tabla 21), muy probablemente debido a la tolerancia de la planta a esa

dilucion.

Tabla 20. Comparacién multiple (ANO VA-Tukey) del peso seco de C. elegans.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: PESOSECE
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%

[0} W) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 .4283* .064 .000 .2318 .6248
10.00 .5495* .064 .000 .3529 .7460
25.00 .5604* .064 .000 .3638 .7569
50.00 .7290* .064 .000 .5324 .9255
5.00 .00 -.4283* .064 .000 -.6248 -.2318
10.00 1212 .064 .357 | -7.54E-02 3177
25.00 1321 .064 .280 | -6.45E-02 .3286
50.00 .3007* .064 .002 1041 4972
10.00 .00 -.5495* .064 .000 -.7460 -.3529
5.00 -1212 .064 .357 -.3177 | 7.537E-02
25.00 1.090E-02 .064 1.000 -.1856 .2074
50.00 1795 .064 .082 | -1.71E-02 .3760
25.00 .00 -.5604* .064 .000 -.7569 -.3638
5.00 -.1321 .064 .280 -.3286 |6.447E-02
10.00 -1.09E-02 .064 1.000 -.2074 .1856
50.00 .1686 .064 111 | -2.80E-02 .3651
50.00 .00 -.7290* .064 .000 -.9255 -.5324
5.00 -.3007* .064 .002 -4972 -.1041
10.00 -.1795 .064 .082 -.3760 | 1.707E-02
25.00 -.1686 .064 11 -.3651 | 2.797E-02

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

La reduccién en el peso de la raiz se ha observado con la planta Lo/ium perenne en
suelos contaminado con 5,000 ppm de hidrocarburos alifaticos y aromaticos, durante
tres semanas encontraron una reduccion del 54% en el peso seco con respecto al
control (Giinther ef al, 1996), y en las plantas de alfalfa se encontrd una reduccion del
53% en el peso de la raiz cuando ésta creci6 en suelos contaminados con 20,000 ppm de

crudo (Wiltse ef al., 1998).
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Tabla 21. Comparacién multiple (ANO VA-Tukey) del peso seco de C. odoratus.

Comparaciones mtltiples

Variable dependiente: PESECCO
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%

[0} W) medias Error Limite Limite
CONCENTR CONCENTR (I-J) tipico Sig. inferior superior
.00 5.00 1.2147* 137 .000 7928 1.6365
10.00 1.9109*% 137 .000 1.4891 2.3327
25.00 2.1923* 137 .000 1.7705 2.6141
50.00 2.2960* 137 .000 1.8742 2.7178
5.00 .00 -1.2147* 137 .000 -1.6365 -.7928
10.00 .6963* 137 .001 2745 1.1181
25.00 .9776* 137 .000 .5558 1.3994
50.00 1.0813* 137 .000 .6595 1.5032
10.00 .00 -1.9109* 137 .000 -2.3327 -1.4891
5.00 -.6963* 137 .001 -1.1181 -.2745
25.00 .2814 137 .286 -.1405 .7032
50.00 .3851 137 .082 | -3.67E-02 .8069
25.00 .00 -2.1923* 137 .000 -2.6141 -1.7705
5.00 -.9776* 137 .000 -1.3994 -.5658
10.00 -.2814 137 .286 -.7032 .1405
50.00 .1037 137 .938 -.3181 5255
50.00 .00 -2.2960* 137 .000 -2.7178 -1.8742
5.00 -1.0813* 137 .000 -1.5032 -.6595
10.00 -.3851 137 .082 -.8069 |3.674E-02
25.00 -.1037 137 .938 -.5255 .3181

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

7.9 Hidrocarburos totales del petroleo (HTP).

Con respecto a la reduccion de hidrocarburos totales del petroleo al final de las catorce
semanas de duracion del experimento, no se observaron, con respecto al control sin
plantas, diferencias significativas (p<0.05). Sin embargo se observo que de las tres
plantas evaluadas, P. virgatum obtuvo el mayor porcentaje de reduccion de HTP en
comparacion con cada uno de sus controles respectivos, seguida de C. odoratus. C.
elegans obtuvo la menor reduccion con un valor del 1.7% de HTP en la dilucion del
25%. La mayor reduccion se observo en P. virgatum con 22.82% de HTP en la dilucion

del 5% (tabla 22).
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Grafica 10. Hidrocarburos Totales del Petrodleo al final del experimento de las tres

especies a diferentes diluciones y suelos controles sin planta.

Tabla 22. Porcentaje de hidrocarburo degradado (HTP) comparado con el control

sin planta.
Dilucion % % %
(%) Control |P. virgatum|degradado| C. elegans |degradado|C. odoratus degradado
5 9,587 7,399 22.8 9,018 5.9 9,134 4
10 25,393 20,891 17.7 24,771 2.4 2,1781 14.2
25 49,054 40,185 18.1 48,206 1.7 42,252 13.9

Los pastos, como en este caso P. virgatum, han sido propuestos para fitorremediacion

de suelos contaminados con hidrocarburos, ya que sus raices son fibrosas de gran

longitud, y mas cercanas a la superficie. Las raices fibrosas proveen gran superficie para

la colonizaciéon de microorganismos mas que las raices pivotantes. Esto les permite

tener mayor contacto con el contaminante (White et a/, 2003).
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Guerrero (2000) experimentando con suelos contaminados de hidrocarburos encontro
alta actividad de lacasas en las superficie radical de C. eleganslo que sugiere que estas

enzimas polimerizan o inmovilizan a los contaminantes.

El tiempo utilizado en este experimento fue de catorce semanas la mayoria de los
trabajos han sido mayor a este tiempo, no se continudé por mas tiempo ya que las
macetas eran pequefias y las plantas, en suelo no contaminado, empezaron a tener, por

falta de nutrientes, amarillamiento en las puntas.

En experimentos de Wiltse ef al, (1998) con suelos contaminados de petroleo crudo con
una concentracion de 20,000 ppm de HTP se evaluaron 20 genotipos de la planta
Medicago sativa y no se encontraron diferencias significativas, en la reduccion de
hidrocarburos, en seis meses de tratamiento, pero a los 12 meses si las encontraron
(p<0.05) degradandose hasta un 56% de hidrocarburos contra 46% en el control sin
vegetacion. Al final del experimento las plantas mejoraron su desarrollo. Esto fue
debido a la disminucion de la toxicidad del contaminante por el proceso de la
fitorremediacion o intemperismo del contaminante. Lo cual no se observo en este

trabajo

Los contaminantes presentes en los suelos trabajados, en esta tesis, son en su mayoria
compuestos recalcitrantes. En otros estudios se reporta que la composicion de los
hidrocarburos del petroéleo presentes en el suelo de la zona estudiada es la siguiente:

alifaticos 40%, asfaltenos 30%, aromaticos 20% y polares 10%. De los aromaticos se
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han encontrado: pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno e indeno(1,2,3-

c,d)pireno (Uribe et al, 2003).

Experimentos de fitorremediacion en laboratorio con C. odoratus en suelos
contaminados con HAP de la misma zona contaminada de este estudio, durante 6
meses, no mostraron diferencias significativas en la reduccion de los HAP (Flores,
2000). Por lo que la degradacion de hidrocarburos en este trabajo se debe a

hidrocarburos alifaticos que son mas faciles de degradar.

Estudiando la biodegradacion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos por plantas de
Lolium perenne utilizando columnas de suelo contaminado con una mezcla en 5,000
ppm de HTP, durante 22 semanas, se obtuvo una degradacion de un 85.8% comparado

con el control sin planta (Glinther ef al, 1996).

Experimentos con suelos contaminados de diesel a una concentracion de 8,000 ppm de
HTP, utilizando las plantas; Lo/ium multiflorumy Festuca rubra, durante 10 meses. La

degradacion de hidrocarburos fue un 73% mas que el control (Reynolds ez a/, 1997).

En suelos contaminados con gasolina con rangos de HTP de 1,700 a 3,600 ppm, se
utilizaron las plantas de Cynodon dactylon, Festuca arundinacea y Trifoluim repens en
9 meses. Los porcentajes de degradacion de hidrocarburos para cada especie de plantas
fueron los siguientes: F. arundinacea 27%, T. repens 24%, C. dactylon 23%, sin

vegetacion 12% (Banks er al, 1997).
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En la mayoria de los trabajos de fitorremediacion se utilizan fertilizantes
(bioestimulacion) para acelerar el proceso de la fitorremediacion, en esta tesis no se
anadieron fertilizantes. La adicion de fertilizantes a los suelos estudiados, incrementaria
la degradacion de hidrocarburos. La adicion de fosforo y nitrogeno permitiria el
crecimiento de microorganismos degradadores de hidrocarburos. Sin embargo esto
implicaria aumentar el costo de la fitorremediacion y si se planea un tratamiento n situ

se incrementaria la posibilidad de la lixiviacion de los nutrientes en zonas tropicales.

7.10 Numero mas probable de microorganismos degradadores de hidrocarburos

(NMP).

En la dilucion de suelo del 5% hay un aumento en la concentracion de
microorganismos degradadores de hidrocarburos de C. elegans, de dos unidades
exponenciales de microorganismos, el mayor, obtenido de las tres plantas (grafica 10,
tabla 23). En el resto de las plantas la concentracion de microorganismos aument6 de

una a dos unidades exponenciales.

En la dilucion del 10% se observd un aumento de una unidad exponencial en las tres

plantas con respecto al control.

C. elegans obtuvo diferencias significativas (P<0.05) en la dilucion 5% (tabla 24) y en

la dilucion 10% (tabla 25).
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Gréfica 10. Numero Mas Probable de microorganismos degradadores de

hidrocarburos de las tres especies a diferentes concentraciones.

Tabla 23. Promedio de Numero Més Probable de microorganismos degradadores

de hidrocarburo en suelos contaminados.

Control | Desviacion Desviacion Desviacion Desviacion
Dilucién sin estindar. | P. estandar. estindar. | C estandar.
(%) /planta virgatum C. elegans odoratus
5 7.3X10" 62 6.38X10° 375 1.663X10° 789 4.63X10* 342
10 2.5X10? 141 1.133X10° 275 5.250X10°| 2872 1.525X10° 555
25 1.09X10? 28 1.075X10° 284 6 X10? 610 1.013X10° 275
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Tabla 24. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) del Niimero Més Probable de

microorganismos degradadores de hidrocarburos de la dilucion 5%.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: NMP5
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
(U} ) medias Error Limite Limite
TRATAMIE TRATAMIE (I-J) tipico Sig. inferior superior
1.00 2.00 -1590.000% | 332.425 .002 | -2576.95 |-603.0534
3.00 -390.0000 332.425 .654 | -1376.95 | 596.9466
4.00 -565.0000 332.425 .365 | -1551.95 | 421.9466
2.00 1.00 1590.0000* | 332.425 .002 | 603.0534 |2576.9466
3.00 1200.0000* | 332.425 .016 | 213.0534 |2186.9466
4.00 1025.0000* | 332.425 .041 38.0534 |2011.9466
3.00 1.00 390.0000 332.425 .654 [-596.9466 |1376.9466
2.00 -1200.000* | 332.425 .016 | -2186.95 |-213.0534
4.00 -175.0000 332.425 .951 -1161.95 | 811.9466
4.00 1.00 565.0000 332.425 .365 [-421.9466 |1551.9466
2.00 -1025.000% | 332.425 .041 -2011.95 | -38.0534
3.00 175.0000 332.425 .951 [-811.9466 [1161.9466

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

Tratamiento 1: Suelo sin plantas.
Tratamiento 2: C elegans
Tratamiento 3: C odoratus.
Tratamiento 4: P virgatum

Zermeno ef al, (2000) en C. elegans encontraron 269 veces mas microorganismos
degradadores de hidrocarburos en la rizosfera que en el suelo no rizosferico. Dentro de
los microorganismos hidrocarbonoclastas fueron identificados los géneros:

Pseudomonas, Acinetobacter, Brevibacterium, Serratia y Candida.
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Tabla 25. Comparacion miultiple (ANOVA-Tukey) del Nimero Més Probable de

microorganismos degradadores de hidrocarburos de la dilucion 10%.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: NMP10
HSD de Tukey

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
) ) medias Error Limite Limite
TRATAMIE TRATAMIE (I-J) tipico Sig. inferior superior
1.00 2.00 -5000.000* | 1040.020 .002 | -8087.75 | -1912.25
3.00 -1275.000 | 1040.020 .623 | -4362.75 | 1812.7470
4.00 -837.5000 | 1040.020 .851 -3925.25 | 2250.2470
2.00 1.00 5000.0000* | 1040.020 .002 |1912.2530 | 8087.7470
3.00 3725.0000* | 1040.020 .017 | 637.2530 |6812.7470
4.00 4162.5000* | 1040.020 .008 |1074.7530 | 7250.2470
3.00 1.00 1275.0000 | 1040.020 .623 | -1812.75 | 4362.7470
2.00 -3725.000* | 1040.020 .017 | -6812.75 | -637.2530
4.00 437.5000 | 1040.020 974 | -2650.25 | 3525.2470
4.00 1.00 837.5000 | 1040.020 .851 -2250.25 | 3925.2470
2.00 -4162.500* | 1040.020 .008 | -7250.25 | -1074.75
3.00 -437.5000 | 1040.020 974 | -3525.25 |2650.2470

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

Tratamiento 1: suelo sin planta.
Tratamiento 2: C elegans
Tratamiento 3: C odoratus.
Tratamiento 4: P virgatum

En la dilucion del 25%, de P. virgatum, hay un aumento de una unidad exponencial,
comparado con el control mientras C. elegans no hay cambios exponenciales, parece
ser afectado por la presencia de hidrocarburos, esto puede que varie a través del tiempo,
también puede estar relacionado con la poca cantidad de hidrocarburos degradados al
obtenerse solo 1.7% el mas bajo de todos. No existe diferencias significativas (p<0.05)

en los tratamientos de la dilucion 25%.
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En general el nimero de microorganismos en la rizosfera aumenta con la edad de la
planta (Rovira 1979). En trabajos de suelos contaminados con hidrocarburos el patréon
de crecimiento fue caracterizado por un sustancial incremento de microorganismos en la
semana cinco seguido de una disminucién de microorganismos en la semana 22 esto

coincide con la rapida disminucion de hidrocarburo disponible (Reynols ef al, 1997).

El aumento de la actividad microbiana es debido a la presencia de plantas quienes le
proporcionan azucares, hormonas, carbohidratos, etc. a los microorganismos. En el
estado de Tabasco se encontr6 que P. wrgatfum presenta microorganismos con
crecimiento abundante de tres cepas de bacterias Gram negativas y los hongos
Aspergillus sp, Paecilomyces sp., Penicillilum sp., y Trichoderma spp, estos

microorganismos toleran y metabolizan al benzo(a)pireno (Rivera-Cruz efal, 2002).

De la diversidad de las comunidades de microorganismos degradadores de hidrocarburo
podria sacarse provecho mediante el aislamiento y la identificacion de nuevas cepas que
sirvieran de inoculantes microbianos (bioaumentaciéon) para siembra de especies
vegetales Utiles en el proceso de fitorremediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos.

7.11 Potencial de hidrégeno (pH).

C. odoratus obtuvo pH mayores que las demds plantas y el control (Grafica 11),

también obtuvo el pH mayor en las diluciones 5% y 10% (tabla 26, 27 y 28), con

diferencias estadisticas significativas (p<0.05), no se encontraron diferencias

estadisticas en la dilucion 25% (tabla 29).

91



Tabla 26. Promedios de los pH de los suelos al final del experimento.

Diluciones | Suelo | desv. C. desv. desv. P. desv.
(%) s/p estandar | elegans|estdndar | C.odoratus| estandar | virgatum | estdndar
5 4.62 0.07 4.67 0.04 4.78 0.01 4.6 0.05
10 4.42 0.02 4.43 0.11 4.64 0.06 4.43 0.05
25 4.34 0.06 4.34 0.05 4.35 0.03 431 0.03
5
4.8 OSuelasip
. 46 - El B alepr
- 4,4 == ————— (O odoratus
tE g W or V7 QU]
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Dibaea e el el ()
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Grafica 11. pH de la rizosfera al final del experimento.
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Tabla 27. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) del pH de la dilucién

5%.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: PH5

HSD de Tukey
Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%
(U} ) medias Error Limite Limite
TRATAMIE TRATAMIE (I-J) tipico Sig. inferior superior
1.00 2.00 -4.67E-02 .031 484 -.1468 | 5.347E-02
3.00 -.1633* .031 .004 -.2635 | -6.32E-02
4.00 5.333E-02 .031 .381 | -4.68E-02 .1535
2.00 1.00 4.667E-02 .031 484 | -5.35E-02 .1468
3.00 - 1167 .031 .024 -.2168 | -1.65E-02
4.00 .1000 .031 .050 | -1.37E-04 .2001
3.00 1.00 1633 .031 .004 [ 6.320E-02 .2635
2.00 1167+ .031 .024 [ 1.653E-02 .2168
4.00 .2167* .031 .001 1165 .3168
4.00 1.00 -5.33E-02 .031 .381 -.1535 | 4.680E-02
2.00 -.1000 .031 .050 -.2001 | 1.372E-04
3.00 -.2167* .031 .001 -.3168 -.1165

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

Tratamiento 1: Suelo sin plantas.

Tratamiento 2: C elegans
Tratamiento 3: C odoratus.
Tratamiento 4: P virgatum

Tabla 28. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) del pH

10%.

Comparaciones maultiples

Variable dependiente: PH10

HSD de Tukey

de la dilucion

Diferencia Intervalo de confianza
de al 95%

(h ) medias Error Limite Limite
TRATAMIE TRATAMIE (I-J) tipico Sig. inferior superior
1.00 2.00 -1.00E-02 .064 .999 -.2151 .1951
3.00 -.2300* .064 .029 -.4351 | -2.49E-02
4.00 4.667E-02 .064 .883 -.1584 .2517
2.00 1.00 1.000E-02 .064 .999 -.1951 .2151
3.00 -.2200* .064 .036 -.4251 | -1.49E-02
4.00 5.667E-02 .064 .813 -.1484 .2617
3.00 1.00 .2300* .064 .029 | 2.495E-02 .4351
2.00 .2200* .064 .036 | 1.495E-02 4251
4.00 .2767* .064 .011 | 7.161E-02 .4817
4.00 1.00 -4.67E-02 .064 .883 -.2517 .1584
2.00 -5.67E-02 .064 .813 -.2617 .1484
3.00 -.2767* .064 .011 -.4817 | -7.16E-02

*. La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05.

Tratamiento 1: planta sin plantas.

Tratamiento 2: C elegans
Tratamiento 3: C odoratus.
Tratamiento 4: P virgatum
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Tabla 29. Comparacion multiple (ANOVA-Tukey) del pH de la dilucién

25%.
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
PH25 Inter-grupos | 1.183E-02 3 | 3.942E-03 2.489 134
Intra-grupos 1.267E-02 8 | 1.583E-03
Total 2.449E-02 11

Sin embargo aunque C. odoratus halla obtenido los valores mas altos y con diferencias
significativas no es suficiente para decir que C. odoratus tiene la capacidad de modificar
el pH del suelo. Ya que dependiendo del método de medicion del pH en una muestra
puede variar de 0.5 a 1.5 unidades, el pH no constituye una medida de precision para
fines utilitarios, un error de £0.2 unidades resulta aceptable (Rodriguez y Rodriguez,

2002).

Martinez, (2000) trabajo con suelos contaminados manualmente con hidrocarburos
(gasolina diesel y combustoleo) de 100 a 150,000 ppm de HTP encontré que las
diferencias del pH no son significativas y se atribuye la variacion obtenida a la
metodologia del andlisis. En un experimento sobre el pH de seis suelos contaminados
manualmente con petroleo crudo, después de 12 meses que durd el estudio, el pH no
cambi6 apreciablemente (Salinatro ef al, 1997). Los microorganismos de la rizosfera,
por su intensa actividad, afectan el pH, oxigeno y concentracion de dioxido de carbono

(Stolp, 1988).

En estudios de fitorremediacion en parcelas con vegetacion mostraron ligeramente pH
menores comparados con parcelas sin plantas, el cual puede ser debido al nitrégeno no

utilizado (Fiorenza ef al, 2000). En este trabajo no se vieron cambios en 14 semanas.
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7.12 Matriz de resultados de las tres plantas.

La planta mas eficiente de acuerdo con la suma de los resultados fue C. elegans (tabla
30) al tener 46 puntos, seguida de P. virgatum con 43 puntos y finalmente C. odoratus
con 31 puntos. C. elegans obtuvo la mayor eficiencia en altura de la parte aérea en la
dilucion 25%, volumen radical en las diluciones 10, 25 y 50%, longitud radical en la
dilucion 25%, peso seco en la diluciones 10 y 25% y NMP de microorganismos
degradadores de hidrocarburos. Estas caracteristicas la hacen idoneas para la
fitorremediacion para las zonas del tropico mexicano. La diferencia entre la segunda
planta, P. virgatumes solo de tres puntos. Dentro de las caracteristicas que P. virgatum
obtuvo en mas eficiente fueron; sobrevivencia en el S2, altura en la parte aérea en S2,
altura de parte aérea en la dilucion 50%, longitud radical en las diluciones 5, 10 y 50%,
peso seco en 5 y 50% y mayor degradacion de HTP. Dentro de las caracteristicas mas
conspicua de esta planta es su tolerancia a zonas muy contaminadas y mayor
degradacion de hidrocarburos de este trabajo. Para C. odoratus se encontrdé muy
eficiente en la germinacion, altura de la parte aérea en las diluciones 5 y 10% y volumen
radical en la diluciéon 10% lo que la hace muy sensible a la contaminacion de la zona de
estudio pero muy eficiente en zonas pocas contaminadas hasta un limite menor a 22,712

(dilucién 10%).
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Tabla 30. Matriz de los resultados obtenidos de las tres especies evaluadas.

P. virgatum C. elegans C. odoratus
Germinacion 1 2 3
Sobrevivencia en S2 3 2 0
Altura (parte aérea) en S2 3 2 0
Altura (parte aérea) en 5% 1 2 3
Altura (parte aérea) en
10%
Altura (parte aérea) en
25%
Atura (parte aérea) en
50%
Volumen radical en 5%
Volumen radical en 10%
Volumen radical en 25%
Volumen radical en 50%
Longitud radical en 5%
Longitud radical en 10%
Longitud radical en 25%
Longitud radical en 50%
Peso seco en 5%
Peso seco en 10%
Peso seco en 25%
Peso seco en 50%
Degradacion de HTP
NMP de m.d.h.
Cambio de pH en suelo
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Suma final:

7.13 Discusion general.

Conforme aumenta la concentraciéon de hidrocarburos en el suelo, éste se vuelve mas
hidrofobico, ya que la incorporacion del agua a los suelos contaminados en las
diluciones del 25% y 50 % fue mas dificil que a diluciones menores a éstas. La textura
gruesa, como los suelos de esta tesis, lo hace ser ligero, falto de cohesion, faciles de

trabajar y con frecuencia con tendencia a la aridez. El pH obtenido de los suelos son
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considerados por la SEMARNAT (2002) acidos a fuertemente acidos (S2), lo que
origina la escasez de nutrientes minerales como calcio, magnesio y fosforo (Aguilera,
1989). El S2 resulto ser toxico para las plantas al disminuir el crecimiento y

sobrevivencia de C. elegansy P. virgatumy es mortal para C. odoratus.

Las tres plantas evaluadas en esta tesis fueron tolerantes a suelos contaminados hasta
concentraciones de 22,712 ppm de HTP (dilucion 10%) a partir de esa dilucion la

longitud de la parte aérea disminuye mas del 50%.

Para estas plantas evaluadas se realizaron ensayos de germinacion en las que C.
odoratus presento los valores mas altos (70.5%) pero en la dilucion 50% murieron las
plantas a partir de la semana ocho. Por lo que, C. odoratus, puede ser utilizado como un
indicador bioldgico, ya que la ausencia de esta planta en el pantano nos sefialaria una
concentracion de HTP, en el suelo, mayores a 50,000 ppm. Sin embargo esta especie
fue la que menor reduccion en su crecimiento (p<0.05) obtuvo en la dilucion 5%, y el
mayor volumen radical en la dilucion 5%. La maduracion marcada en el crecimiento a
partir de la segunda semana de C. odoratus con respecto al suelo no contaminado
indica que la presencia de hidrocarburo disminuye la madurez mas que las otras dos

especies.

P. virgatum fue la planta que mejores resultados obtuvo en el proceso de
fitorremediacion al obtener la mayor degradacion en promedio comparado con el
control. P. wirgatum se vio afectada, en su maduracion, en la semana 3 siendo mas

tolerante que las otras plantas, en el S2 present6 la mayor resistencia a la mortalidad que
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las otras plantas. P. virgatum fue la que obtuvo la mayor longitud radical de 22.45 cm
en promedio en todas las concentraciones. Aunque obtuvo el menor porcentaje de

germinacion (12.2%) y la aparicion de la radicula a partir de la segunda semana.

El crecimiento de C. elegans, no presentd, diferencias significativas (p<0.05) en las
concentraciones 10 y 25%, el cual fue similar en ambos casos a partir de la semana
diez. Las diluciones 10 y 25 % de suelo, contienen concentraciones de hidrocarburos
totales del petroleo de 22,712 ppm y 49,054 ppm (método IMP-QA-620)
respectivamente. Concentraciones que sobrepasa los limites para las normas mexicanas
(NOM-138-ECOL-2002) y representa un riesgo ecoldgico para la salud y el medio
ambiente. C. elegans presentd un aumento considerable de microorganismos
degradadores de hidrocarburos en la semana catorce en comparacion con las otras
plantas y control. Esta planta ha sido estudiada a nivel de la rizosfera y se han
encontrado lacasas que inmovilizan contaminantes (Guerrero, 2000) y hasta 269 veces
mas microorganismos degradadores de hidrocarburos que en el suelo no rizosferico

(Zermetio et al, 2000).

De acuerdo a la matriz de resultados cada planta tiene ventajas particulares para C.
elegans la presencia de microorganismos degradadores de hidrocarburos, buen
desarrollo de la planta en la dilucion 25% (49,054 ppm de HTP); para P. virgatum su
tolerancia a la contaminacion de hasta 98,000 ppm de HTP y buen crecimiento de la
longitud radical en las diluciones 5, 10 y 25%; y finalmente C. odoratusbuen desarrollo

de la parte aérea y radical en las diluciones 5 y 10%.
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La fitorremediacion es una forma de biorremediacion en la que se ha comprobado, por
la amplia literatura, su eficiencia en la transformacion de compuestos organicos.
Aumenta la cantidad de microorganismos degradadores de contaminantes en la rizosfera
y con el tiempo disminuye la cantidad de éstos (Giinther ef al, 1996; Anderson ef al,
1993; Cunningham y Ow, 1996). Es una forma de remediacion 1til para amplias zonas
contaminadas como en este caso, un pantano, en el que la restauracion con plantas
nativas, que se han adaptado a las caracteristicas fisicas y quimicas del ambiente
asegura un mejor éxito en su plantacion. Esto asegurara la restauracion de manera

integral del ecosistema.
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8. Conclusiones.

El S2 (suelo contaminado 221,347 ppm de HTP) es tdxico para las plantas estudiadas al

disminuir el crecimiento y la sobrevivencia.

Con las mezclas de suelo hasta un 50% del S1 y 50% del S2 (98,000 ppm) se obtuvo
para C. elegans un 40% de mortalidad. El cual es el limite para el desarrollo de esta

planta en el &rea de estudio.

En C. elegans en las diluciones 10% (49,054 ppm de HTP) y 25% (22,712 ppm de
HTP) no hubo diferencias significativas (p<0.05) en longitud radical, peso seco, y

volumen radicular.

Las plantas fueron afectadas por la presencia de hidrocarburo (p<0.05) en la longitud
total de la parte aérea (crecimiento de tallo), longitud radical, volumen radical y

biomasa en peso seco.

En las 14 semanas de este experimento Paspalum virgatum presento mayor degradacion
de hidrocarburos en promedio con un 22.82%, en la dilucion 5% menor con respecto al
control sin planta. P. virgatum presentd un mejor crecimiento en su parte aérea y raiz,

aunque obtuvo el menor porcentaje de germinacion.

P. virgatum, C. odoratus y C. elegans toleran altas concentraciones de hidrocarburo

obteniendo buen crecimiento hasta 22,712 ppm de HTP. Esto sugiere un limite en el

proceso de la fitorremediacion en la zona contaminada.
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C. odoratus obtuvo los mayores volumenes radicales en las concentraciones 5%.
Mueren en la dilucién 50% (49,000 ppm), esto marca un limite para la utilizacion de C.

odoratus. Esta planta obtuvo los mayores volimenes radicales en la dilucion 5%.

C. elegans, obtuvo, una variacion en el crecimiento de la parte aérea. En las diluciones
10% y 25% no se observaron diferencias significativas (p<0.05), y el crecimiento fue
similar en ambos casos a partir de la semana diez. Esto corresponde a una concentracion
de 22,712 ppm y 49,054 ppm de HTP (método IMP-QA-620) respectivamente.

La presencia de las plantas favorecio el desarrollo de microorganismos degradadores de
hidrocarburo. C. elegans presentd un aumento considerable de microorganismos
degradadores de hidrocarburos asociados a su rizosfera, en la semana catorce en

comparacion con las otras plantas estudiadas.

De acuerdo a la matriz C. elegans y P. virgatum resultaron ser las mas eficientes en los
pardmetros de sobrevivencia en S2, altura en S2, altura en la parte aérea, volumen
radical, longitud radical, peso seco, HTP y microorganismos degradadores de

hidrocarburos.
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