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1. RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 para atender la necesidad de encontrar una técnica
rapida que permitiera evaluar la eficiencia de remocién de hidrocarburos en suelos por
plantas que se localizan en lugares contaminados. El lugar de estudio fue una zona
pantanosa contaminada con hidrocarburos desde hace méas de 20 afios, localizada en el
sur del estado de Veracruz en las proximidades de una refineria en operacion. Los
objetivos del trabajo fueron seleccionar plantas con capacidad fitorremediadora y el
efecto de la adicién de un in6culo de microorganismos degradadores de hidrocarburos.
Para lograr los objetivos, los experimentos se dividieron en dos: bioensayos y
fitorremediacion. Se trabajé con las siguientes cuatro especies de plantas nativas:
Cyperus laxus Lam., Cyperus ligulatus L., Cyperus. digitatus (Roxburgh) y Echinocloa
colonum (L) Link. Para los bioensayos se evalué el efecto de la presencia de
diferentes concentraciones de hidrocarburos (0, 1, 2, 3, 4y 5 %). En los experimentos
de fitorremediacién se evaluaron: caracteristicas fenologicas, tasa de crecimiento de
raices y hojas y la cantidad de fenol exudado y la eficiencia fitorremediadora para
cada especie, todo esto en presencia y ausencia de un inéculo previamente aislado de
la rizosfera de Cyperus laxus. Los bioensayos se realizaron en frascos de 400 ml y los
ensayos de fitorremediacién en unidades experimentales de vidrio (30 x 20 x 15 cm)
en todos los casos se utilizé agrolita como soporte modelo bajo condiciones de
invernadero. Todas las especies fueron cultivables hasta 0.5% de hidrocarburos, al
aumentar la concentracion la tasa de crecimiento disminuyo. Cyperus laxus fue la
especie mas resistente Se demostré que la presencia del indculo incrementd la
eficiencia de fitorremediacién, hasta en cinco y diez veces para Cyperus ligulatus
(15.51) y Echinocloa colonum (13.71), respectivamente Cyperus laxus fue la especie
mas eficiente en ausencia de inéculo.

Finalmente se encontrd que la producciéon de fenol es un parametro claro para la

seleccion de plantas fitorremediadoras.
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2. INTRODUCCION

La extraccion de petrdleo crudo para satisfacer los requerimientos de energia
mundial es de 65 millones de barriles por dia, con lo cual, se incrementa el peligro de
una descarga accidental al medio ambiente (Nicolotti y Egli, 1998). La actividad
petrolera de nuestro pais, que se incluye transportacion, almacenamiento,
transformacion del petréleo, fugas o descargas accidentales, asi como la
disposicion de recortes de perforacion, lodos aceitosos y aceites lubricantes
gastados, representa una fuente importante de contaminacion (lturbe, et al 2002).
Para controlar o tratar los suelos contaminados se han empleado varias técnicas de
biorremediacién, en las que se incluyen aplicacion de calor, surfactantes o acidos y
manipulacion fisica. Sin embargo, estos procesos tienen un alto costo y no resuelven
del todo el problema (Anderson, et.al. 1993). Uno de los procesos de remediacién que
contribuyen a resolver estos problemas es la biorremediacion que es la técnica que
emplea seres vivos para la limpieza de sitios contaminados, éstos se estimulan con la
adicion de nutrientes y aeracion para transformar compuestos quimicos
contaminantes a sustancias menos toxicas (Bandyopadhyay et.al. 1994; Cunningham, y
Ow, 1996). Dentro de las tecnologias de biorremediacién de suelo o agua se encuentra
la fitorremediacion que es el uso de plantas que limpian o eliminan contaminantes,
como los metales y/o0 contaminantes organicos, HAP, solventes, hidrocarburos,
pesticidas), mediante reacciones quimicas energizadas por la luz solar (Vogel, et.al.
1987). La fitorremediacion es una técnica alternativa de bajo costo (Anderson, et.al.
1993). Esta técnica aprovecha la habilidad de las plantas de extraer y/o mineralizar
xenobiodticos del medio ambiente

En numerosos estudios se reporta que los niveles de contaminantes se reducen mas
rapidamente en suelos con plantas, que donde se carece de ellas (Gunther, et al .1996;
Liste y Alexander, 2000). También se ha demostrado que las plantas aumentan la
remocion de los contaminantes orgéanicos en la zona de la rizosfera (Reilley, et al.,
1996, Hutchinson et al ., 2001)

Uno de los mecanismos que se propone para explicar la remediacion de contaminantes
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es que las plantas excretan sustancias organicas a las que se denomina mucigel, que
favorece el enriquecimiento de las poblaciones quimiorganotroficas en la rizésfera
(Hsu y Bartha, 1979). Los exudados de la raiz influencian el tipo de interacciones
entre las plantas y los microorganismos del suelo. Una interaccion “especifica” es
cuando los exudados son especificos en respuesta al contaminante presente. La
interaccion “no especifica” es cuando el exudado de la planta es quimicamente similar
al contaminante organico, dando como resultado un incremento en la actividad
microbiana y un incremento en la degradacion de los contaminantes (Frick et al.,
1999).

La cantidad y calidad del mucigel producido por las raices, depende de la especie de la
planta, tipo de suelo y edad de la raiz (Foster, 1982). Este mucigel estimula el
crecimiento de los microorganismos de las raices, incrementando las tasas de
biodegradacion. A este fendémeno se le conoce como efecto rizosfera (Ferrera-
Cerrato, 1989; Cunningham y Ow, 1996).

La rizosfera es la zona del suelo circundante a la raiz de la planta que contiene de 10
a 100 veces méas exudados que un suelo sin plantas (Curl y Truelove, 1986; Meharg, et
al. 1997). Los exudados de la raiz (azlcares, alcoholes, acidos y enzimas) proveen
suficiente carbono y energia para los microorganismos rizosféricos (Schnoor, et al,,
1995). Walton et al. (1994), sugieren que cuando hay estrés producto de xenobidticos
en el suelo, la planta puede responder con el incremento o cambio de exudados, lo cual
modifica la microflora rizosférica en composicion o actividad, dando como resultado la
remediacién de sitios contaminados.

La rizésfera es una region en donde se presentan intensas y complejas interacciones
entre el sistema de raices, los microorganismos y el medio ambiente, con un
incremento de la actividad microbiana total como resultado (April y Sims, 1990;
Anderson et al. 1993). El potencial de bioremediacion de la rizosfera esta limitado a
la cantidad de suelo que esté en contacto con la raiz (Meharg, et al .,1997), y al
posible movimiento de los hidrocarburos hacia las raices de las plantas (Liste y

Alexander, 2000).

10
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Por lo anterior se asume que la vegetacion idénea para la biorremediacién de lugares
contaminados debe presentar raices continuas, profundas y fibrosas; que estimulan la
degradacion y desintoxicacion de quimicos organicos toxicos y recalcitrantes (Aprill y

Sims, 1990, Sung, K. et al. 2002). La cubierta vegetal ademas de contribuir a la

limpieza de lugares contaminados, tiene los siguientes atributos ecolégicos:

Protege el suelo contra la erosion.

Estabiliza el suelo, reduciendo el transporte de contaminantes.

Reduce el movimiento de contaminantes solubles en agua.

Distribuye la materia orgéanica en el suelo.

Mejora la aireacion.

Mejoran las propiedades fisicas y quimicas del suelo.

Distribuye a los microorganismos a través del suelo.

Incrementa la actividad microbiana.

Incrementa el contacto entre las asociaciones de microorganismos con la raiz y los
compuestos tdxicos en el suelo contaminado.

Los pastos que son plantas con crecimiento modular y con raices fibrosas de forma
continua, lo que origina una densa rizésfera son el tipo de vegetaciéon ideal para
fitorremediar. Rivera-Cruz et al. (2002) observaron un incremento significativo en las
poblaciones microbianas en suelos afectados por derrames croénicos de petréleo,
encontrando que los hongos y las bacterias aislados de estos suelos poseen potencial
para la limpieza de suelos contaminados con hidrocarburos poliarométicos.

Los mecanismos que se reconocen en la fitorremediacion, son los siguientes:

FITODEGRADACION: Se refiere a la participacion de enzimas que se
encuentran dentro de la planta provocando reacciones quimicas y degradacion
de contaminantes (Travis y Hattermer-frey, 1988).
FITOEXTRACCION: Es la captacion de contaminantes por la raiz y su
traslocacion dentro de las plantas, sin reaccion. Estos contaminantes son
removidos cuando se cosecha la planta y puede ser quemada en incineradores
especiales. (U.S. EPA/2000)

11
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RIZOFILTRACION: Es similar a la fitoextraccion, pero en este caso los
contaminantes se acumulan en la raiz sin traslocacion. Se ha usado en medios
hidroponicos, en aguas residuales o en descargas de fabricas y también se
requiere cosechar las raices (U.S. EPA/600, Cunnigham, et al., 1996).
FITOVOLATILIZACION: Se refiere a la absorcion de agua y contaminantes
gue se fitotransforman hasta moléculas volatiles que se eliminan a través de las
hojas (Paterson, et al., 1994).
BOMBA HIDRAULICA: Se refiere a ciertas plantas con raices densas que se
extienden hacia el manto acuifero y que absorben agua para controlar la
migracion lateral y vertical de los contaminantes y el gradiente hidraulico.
La fitorremediacdion asegura eliminar los residuos peligrosos del suelo, mediante la
degradacién y mineralizacion.
La fitorremediacion ha demostrado ser factible, en hidrocarburos ademas en otras
sustancias como TNT (Pavlostathis, et al .,1998; Larson et al.,, 1999), insecticidas (
Hsu y Bartha, 1979; Garrison et al., 2000), radionucleotidos (Gouthu et al., 1999) y
pesticidas (Wilson et al., 1999).
Recientemente se ha incrementado el interés de utilizar plantas para remediar sitios
contaminados, pero es necesario evaluar cuales son las especies 6ptimas para la
limpieza de los mismos (Thompson, et al.,, 1998; Thompson, et al., 1999; Liste, y
Alexander, 1999). Por otro lado, se ha reconocido la capacidad y la participacion de
los microorganismos de la rizosfera (Diaz Ramirez, et al, 2003) en la
fitorremediacion. Sin embargo hay pocos estudios del efecto de la adicién de in6culos
en la fitorremediacion.
Con base en lo anterior en este trabajo se planteo el uso de la vegetacion nativa de un
pantano tropical, localizado en el estado de Veracruz. El pantano ha sido contaminado
por mas de 20 afios y actualmente tiene elevadas concentraciones de hidrocarburos
intemperizados provenientes de las instalaciones petroleras adyacentes.
En la zona de estudio se han realizado trabajos floristicos (Gallegos, et al., 2000) que

han permitido caracterizar el tipo de vegetacion, la distribucion y abundancia de las
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especies vegetales gque se enlistan a continuacion:

FAMILIA GENERO Y ESPECIE
BLECHNACEAE Blechnum serrulatum Rich.
CYPERACEAE Cyperus articulatus L.

Cyperus digitatus (Roxburgh).

Cyperus laxus Lam.

Cyperus ligulatus L.

Cyperus megalanthus (Kuk) G. Turker

Cyperus ochraceus Vahl.

Cyperus papirus L.

Rhynchospora cyperoides (Sw) Mart.
POACEAE Echinocloa colonum (L.) Link

Paspalum arundinaceum Poir.

Paspalum conspersum Schrad.

Paspalum aff. secans HitchEchinocloa & Chase

Paspalum virgatum L.

Phragmites australis (Cav.) Steud.

LEGUMINOSAE Mimosa pigra L.
MARANTACEAE Thalia geniculata L.
ONAGRACEAE Jussiaea suffruticosa L.
PONTEDERIACEAE Pontederia sagitata Persl
TYPHACEAE Typha dominguensis Pers

De la lista anterior so6lo se puede afirmar que estas especies se desarrollan en
presencia de los contaminantes, pero no se ha esclarecido cuales de estas plantas son

capaces de fitorremediar.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se han identificado grandes pasivos ambientales, uno de ellos es un pantano
tropical contaminado con hidrocarburos intemperizados, que presenta gran diversidad
de vegetacion. Para identificar y comprobar cuales de las plantas nativas del sitio
tienen capacidad fitorremediadora, se necesita un enfoque de investigacion
multidisciplinaria con estudios detallados que permitan discriminar entre un gran
numero de plantas, cual es la mas eficiente para la degradacion de hidrocarburos y
como se puede incrementar esta eficiencia. Esta es la principal motivacion del
trabajo, implementar un método y los criterios respectivos para seleccionar en este y

otros sitios plantas eficientes en la remocion de hidrocarburos.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Seleccionar plantas con capacidad fitorremediadora, nativas de un pantano
tropical contaminado con hidrocarburos y el efecto de la adicion de un inéculo en

la eficiencia.

OBJETIVOS PARTICULARES:
Caracterizar el ciclo de vida de cada una de las especies en estudio, en
condiciones de invernadero.
Seleccionar y establecer técnicas y criterios que permitan identificar la
capacidad fitorremediadora.

Conocer el efecto de la adicion de inéculo en la degradacion de hidrocarburos.

5. HIPOTESIS
Las plantas nativas que crecen en suelos contaminados con hidrocarburos tienen capacidad
fitorremediadora, la cual podrd ser mejorada con la adicibn de microorganismos

degradadores de hidrocarburos (Indculo).

14
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.  Sitio de trabajo y acopio de especies

Las especies vegetales se colectaron en un pantano proximo a una refineria en
operacién, ha sido contaminado por mas de 30 afios. Se sitla en Minatitlan
Veracruz, el clima de la zona es de tipo ecuatorial con una temperatura que oscila
entre los 23 y 30 °C La precipitacién pluvial media anual es de 2,041 mm. Las
lluvias més abundantes se registran entre Julio y Septiembre periodo que se

inunda el sitio.

6.2. Bioensayo

Los siguientes bioensayos se llevaron a cabo para conocer las condiciones 6ptimas
para los experimentos de fitorremediacion: manejo y germinacion de semillas,
preparacion del soporte hidropénico, preparacion y manejo del inéculo y la
concentraciéon de hidrocarburos que permitiera medir las variables de respuesta

correspondientes.

6.2.1. Germinacion de semillas
Con base en la informacion obtenida acerca de la distribucién y abundancia de
las especies en el pantano se colectaron semillas de las seis especies mas
representativas que se enlistan a continuacion:

Cyperus laxus Lam.

Cyperus ligulatus L.

Cyperus digitatus (Roxburgh).

Rhynchospora cyperoides (Sw) Smart

Echinocloa colonum (L.) Link

Typha dominguensis Pers
Las semillas se colocaron en una mezcla de turba-tezontle, para su germinacion

y obtener plantulas de un mes

15
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6.2.2. Preparacion del soporte

El sustrato empleado fue agrolita, que es una arena inerte de silicatos. Esta
fue tamizada para obtener un grano entre 1.19 y 4.76 mm; se lavé dos veces
con agua caliente, una vez seca, se le adicionaron hidrocarburos (crudo Maya) a
diferentes concentraciones iniciales de trabajo: 0, 2.5, 5, 10, 25, y 50 %.

El crudo Maya se sometio a un calentamiento (60 °C) durante 24 h hasta
eliminar la fraccion volatil. Después del calentamiento, se disolvié en acetona-
hexano 1:1, la mezcla se asperjo uniformemente sobre la agrolita seca, se
homogeneiz6 y los solventes se evaporar durante 2 dias a temperatura
ambiente.

El bioensayo se llevo a cabo en frascos de vidrio de 400 ml, como se muestra
en la Figura 1, a los que se les adiciono 30 g de agrolita previamente

contaminada con las concentraciones mencionadas.

Figura 1: Unidades experimentales utilizadas para los bioensayos.

Para mantener la humedad de las unidades experimentales, proxima al 80% y
para proporcionar los nutrientes necesarios a las plantas, se utilizé la solucion
Long Ashton modificada. En la solucion se incorporaron N, P y K, en una

relacion de 5.5/1/7.6 y los micronutrientes necesarios para el desarrollo de las

16
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plantas. La composicién de la solucion Long Ashton modificada, fue la siguiente
(en mg I"): KNO3, 808; Ca(NO3)» 4H,0, 944; NaH,PO, H,0, 184; MgSO, 7H,O, 368.
A cada litro de solucién se le agregd 1 ml de una solucién de oligoelementos con
la siguiente composicion (en mg I"): MnSO4 4H,0, 2.23: CuSO, 5H,0, 0.25;
ZnSO4 7H,O, 0.29; H3BOz ,3.10; NaCl, 5.90; (NH4)eMo;024 4H,0, 0.088;

FeSO, 7H,0, 0.02.

6.2.3. Produccion y manejo del inéculo.

El consorcio microbiano, usado como indculo esta compuesto por 10 cepas de
bacterias (Bacillus cereus, Pseudomonas sp, Gordonia rubripertincta, Kocuria
rosea, Arthrobacter oxydans, Bacillus subtilis A, Bacillus subtilis B,
Micrococcus luteus y dos no identificadas) y tres cepas de hongos (Penicillium
janthinellum,  Aspergillus carneus y Aspergillus terreus). Estos
microorganismos fueron aislados de la rizosfera de Cyperus Laxus Lam, y se
seleccionaron por su capacidad de degradacion de hidrocaburos. (Diaz-Ramirez

etal.,, 2003).

6.2.3.1. Hongos

De cada cepa de hongos se tomé una muestra con un asa esterilizada y se
cultivo en 25 ml medio de propagacion (g I'): NaNOs, 5.14; MgSO4+7H,0,
0.25, KCL, 0.50; KH,PO,, 12.8; K,HPO,, 1.0; glucosa, 2.0; extracto de
levadura, 3.0 y 2 ml de la solucién mineral siguiente (g I'): FeSO47H.0,
0.10; CuSOQO,*5H,0, 0.015; ZnS0O,7H,0, 0.161; MnSO,*7H,0, 0.088. Se
incubo6 por 96 h a 150 rpm a 30 °C Transcurrido este tiempo los pellets
formados se rompieron, centrifugaron y lavaron dos veces con una solucion
salina. Al final el centrifugado se resuspendio con un vortex en 25 ml de
solucién salina. Las tres cepas se mezclaron en volumenes iguales. Se
obtuvo un conteo inicial de 9.95 x 10° unidades formadoras de colonias g*
peso seco agrolita (UFC g™).

En el bioensayo, a cada unidad experimental se le adicionaron 1.0 ml del

17
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in6culo y para el experimento de fitorremediacion 1.5 ml por seccion de la
unidad experimental (0.5 ml por planta), aproximadamente a 2 cm de las

plantulas.

6.2.3.2. Bacterias

Cada cepa bacteriana se cultivé en botellas serologicas de 125 ml, con 25
ml del medio de cultivo (g I'): 8, caldo nutritivo (BD Bioxon), se incubaron
durante 72 h a 150 rpm y 30 °C Posteriormente se tomaron 2.5 ml de cada
uno de los cultivos, se transfirieron a 22.5 ml del mismo medio de cultivo y
se incubaron hasta la fase exponencial. Las células se colectaron y lavaron
tres veces con una solucion isoténica, ésta suspension de células se ajusto a
una densidad ¢ptica de 0.23-0.26 a 600 nm en un espectrofotometro
Ultrospec Il LKB Biochorn. Volumenes iguales de cada cepa se mezclaron y
se usaron como indculo, obteniéndose un conteo inicial de 9.92 x 10’
unidades formadoras de colonias g™ peso seco agrolita (UFC g™).

En el bioensayo, a cada unidad experimental se le adicionaron 1.0 ml del
inoculo y para el experimento de fitorremediacion 1.5 ml por seccion de la
unidad experimental (0.5 ml por planta), aproximadamente a 2 cm de las

plantulas.

6.2.4. Tasa de crecimiento de las hojas.

Las plantulas de un mes se colocaron en las unidades experimentales. Se midié

la longitud de las hojas al empezar el bioensayo y cada semana, durante 21

dias. Se realiz6 una grafica de cm /dia para cada una de las especies, para

obtener la pendiente que es la tasa de crecimiento. Este andlisis también se

realiz6 para el experimento de fitorremediacion.

6.2.5. Tasa de crecimiento de las raices.

Para determinar la tasa de crecimiento se midi6 la longitud de la raiz al
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empezar el bioensayo y a los 21 dias después de sacrificadas las plantas. El
experimento de fitorremediacion tuvo el mismo tratamiento al finalizar el
tiempo de trabajo. Se realiz6 una grafica de cm /dia, para obtener la

pendiente que es la tasa de crecimiento.

6.3. Determinacion de hidrocarburos totales de petroleo.
Se utiliz6 el método EPA 3540 que permite la extraccién sélido-liquido de los
compuestos orgéanicos semivolatiles y no volatiles en suelos y sedimentos
(USEPA 1986). Se pesaron 5 g de agrolita (peso seco) y 5 g de sulfato de sodio
anhidro (Baker, grado reactivo) en un cartucho de celulosa (Wahtman 33 x 80
mm), este se coloco en un sistema Soxhlet, se adicionaron 160 ml de acetona-
hexano 1:1 (Baker grado reactivo) cada muestra se mantuvo en extraccion

continua con reflujo por 18 hrs.

Para recuperar el solvente la muestra extraida se colocd en un rotoevaporador
marca Biichi R-205 durante 10 minutos a 50° C y 50 RPM, el residuo se vacié
en una charola de aluminio, previamente pesada para evaporar todo el solvente
y determinar la concentracion de hidrocarburos totales de petréleo (HTP) por
gravimetria. Para la determinacion por espectrofotometria infrarroja se
utilizé el método EPA 3510-C; en donde el extracto se disuelve en un volumen
conocido de tetracloroetileno (25 ¢ 50 ml). Los hidrocarburos se cuantifican
en la zona de 2950 y 2930 cm™. Para la preparacion de la curva de calibrado,
se peso una cantidad de crudo Maya, se disolvié en un volumen conocido de
tetracloroetileno (25 6 50 ml), para obtener la solucién madre, concentrada.
Posteriormente se realizaron diluciones apropiadas con solvente puro para
obtener al menos 5 puntos; los espectros de los estandares se corren usando
solvente limpio como referencia.

Se utilizo un espectroscopio FTIR Perkin Elmer 2000, de transformadas de

Fourier capaz de medir la absorbancia en el intervalo de 2700 a 3100 cm™.
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Las muestras se leyeron en las mismas condiciones que los estandares, para la

altura del pico en 2930 cm™ y para el area entre 3035y 2810 cm’, en todos los

casos:

Resolucion: 4 cm™
Apodizacién: Kaiser - Bessel
Ganancia: 1

Velocidad OPD: 0.2 (cm/s)
Correccion de fase: auto

Tipo de interferograma:  bi-direccinal

J-stop: 4.080 cm™

6.4. Experimento de Fitorremediacion
El experimento se realiz6 durante seis meses con las cuatro especies, (Cyperus
laxus, Cyperus ligulatus, Cyperus digitatus y Echinocloa colonum), que fueron

cultivables bajo las condiciones de invernadero.

6.4.1. Unidades experimentales del experimento de fitorremediacién

Las unidades experimentales fueron de vidrio (30 x 20 x 15 cm), ver Figura 2,
divididas en tres secciones, a cada una se les coloc6 265 g de agrolita, y tres
plantulas de un mes de una misma especie en cada compartimiento, para tener
tres repeticiones de tres plantas, y realizar los andlisis estadisticos
correspondientes. En los experimentos donde se requirio agrolita contaminada,
la concentracion de hidrocarburos que se utiliz6 fue de 6000 ppm (0.6%).
Donde se requirioé que fueran inoculados, éste se adicion6 15 dias después. Las
unidades experimentales se cubrieron con papel aluminio para evitar que las
raices estuvieran expuestas a los rayos solares. Se hidrataron con solucion
Long-Ashton hasta llegar a una humedad del 80%. Estas unidades se colocaron
en el invernadero a una temperatura de 18-25 °C con una humedad relativa de

75-80%
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Figura 2: Unidad experimental de vidrio con tres compartimentos y tres plantas cada
uno.
6.4.2. Estrategia experimental
Para cumplir con los objetivos de esta tesis, se disefidé una estrategia
experimental, que permitié llevar a cabo los experimentos necesarios. La
estrategia experimental tiene como base la presencia o ausencia de dos
variables: los hidrocarburos y el in6culo. De ambos se generan 4 variables de

los experimentos

= Ausencia de inoculo
=  Presencia de in6culo
= Ausencia de hidrocarburos

» Presencia de hidrocarburos.
Estas caracteristicas estan representadas por los circulos en la Figura 3. Las

intersecciones de ellos, originaron cuatro tratamientos, a los que fueron

sometidas cada de las especies en las unidades experimentales.
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Control

Control

Figura 3: Esquema de la Estrategia experimental. Con los universos y las
intersecciones para cada experimento con los cuatro tratamientos.

Los tratamientos se esquematizan en la tabla 1y fueron:
Tratamiento 1: Sin in6culo y sin hidrocarburos.
Tratamiento 2: Sin in6culo y con hidrocarburos.

Tratamiento 3: Con indculo y sin hidrocarburos.
Tratamiento 4: Con indculo y con hidrocarburos.

Tabla 1: Se muestran los tratamientos para los experimentos realizados.

Sin inéculo Con inoculo
Sin Con Sin Con
hidrocarburos Hidrocarburos hidrocarburos Hidrocarburos
Con plantas Con plantas Con planta Con plantas
M) 2) (3) (4)
Sin planta Sin planta
(control) (control)

Como control del experimento, se implementaron dos unidades experimentales

mas, las dos con hidrocarburos con y sin inéculo, y sin plantas.
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6.4.3. Caracteristicas fenologicas

6.4.3.1. Tasa de crecimiento y Biomasa

Durante todo el experimento cada mes se midieron las hojas de las
plantas. Una vez que el experimento concluyo, seis meses después, las
plantas se sacrificaron y se midieron las raices y las hojas para determinar
sus tasas de crecimiento (Figura 4). Por ultimo se separaron las raices de
las hojas, y se secaron en una estufa WTC Binder a 60 °C, después de 72 h

se pesaron para obtener la biomasa.

Figura 4: Raices de Echinocloa colonum al finalizar el experimento

6.4.4. Obtencion de exudados

Para dar seguimiento al experimento se tomaron 5 0 6 g de agrolita de la parte
media de cada una de las secciones de la unidad experimental, la muestra se
lavo con agua destilada (7 ml) y se agit6é con un vortex durante 30 segundos, el
sobrenadante se filtré con papel de poro mediano, de esta solucion se separo
la muestra para determinar los anélisis microbiologicos y el pH directamente

con un potenciémetro digital (Conductronic pH 130).
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6.5.

El sobrenadante se pas6 por un filtro Millipore de 45mpara determinar las

concentraciones de los exudados, como glucosa, fenoles y aminoacidos.

Otras determinaciones

6.5.1. Fenoles

Los fenoles se determinaron por la reaccion colorimétrica de Folin-Ciocalteu
(Liste y Alexander 1999). Se tomaron 5 ml de muestra del sobrenadante, se le
agregaron 0.75 ml de Na,CO; al 20 % y 0.025 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu
(Hycel de México). Se dejo reaccionar durante 60 min. en la oscuridad y se
leyd en el espectrofotémetro Ultrospec 11 LKB Biochorn a 750 nm. Para la
curva de calibrado, se prepard la solucion madre, concentrada, solucion de
Fenol (20 ng/ml),. Posteriormente se realizaron varias diluciones con agua
destilada para obtener al menos 5 puntos y se leyeron en el

espectrofotometro.

6.5.2. Glucosa

Se determiné mediante una reaccién colorimétrica con un Kit de glucosa
Spinreact, por el método de Trinder segun las siguientes reacciones:

Glucosa + O+ H,0------------—-mm >H,0, + Gluconato.

H,O, + FENOL + 4-AF -——--———- e > Quinona+4 H,0O

Se tomaron 20 i de la solucion filtrada de la agrolita y se adicionaron 2.0 ml
de reactivo (Tris pH 4, Feno, glucosa oxidasa, peroxidasa, 4-aminofenazona),
se incubaron durante 30 min. a temperatura ambiente y se leyeron en un
espectrofotometro a 505 nm

Preparacion de la curva de calibrado: se preparo una solucion de glucosa (20
ng/ml), para obtener la solucion madre, se realizaron las diluciones con agua

destilada para obtener al menos 5 puntos que se procesaron de la misma
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manera que las muestras experimentales.

6.5.3. Aminoacidos.

Se determinaron por el método de Lowry, se prepararon tres reactivos:
Reactivo A: Carbonato de sodio disuelto en hidroxido de sodio 0.1 N.

Reactivo B: Tartrato de Sodio-Potasio al 2 %.

Reactivo C: Sulfato de Cobre Penta hidratado al 1.0 %.

Reactivo D: Se mezclan los reactivos anteriores en la siguiente relacion de 9.8
ml del reactivo A, 0.1 ml del reactivo B y 0.1 ml del reactivo CYPERUS

En un tubo de ensaye se coloco 25 pl de muestra, se le adicioné 4.0 ml de
reactivo D y 400 pl de solucion de Folin Ciocalteau (Hycel de México) diluida
con agua desionizada 1:1. Posteriormente se leyeron en el espectrofotometro a
520 nm

Preparacion de la curva calibrado: Se realiz6 con albamina de suero bovino, se
preparo la solucion madre a una concentraciéon de 5000 ppm, se realizaron
diluciones con agua desionizada, para obtener 6 puntos que se procesaron de la

misma manera que las muestras experimentales.

6.6.  Andlisis microbioldgico

A partir de un ml de solucion del sobrenadante, se hicieron diluciones seriadas,
gue se inocularon en cajas Petri por triplicado, con dos tipos de medio de cultivo,
agar de soya y tripticaseina (AST), para el crecimiento de bacterias y agar de
papa y dextrosa (PDA) con cloranfenicol, para el crecimiento de hongos

filamentosos. Se realizaron conteos cada 24, 36 y72 h.

6.7. Eficiencia de remocién de hidrocarburos
La eficiencia de remocion de los hidrocarburos en los distintos experimentos y

con las distintas especies, se determino como sigue:

Eficiencia = Hidrocarburos removidos
(g de raiz x dias del experimento)
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6.8. Andlisis estadisticos

Lo analisis estadisticos se llevaron a cabo con el paquete estadistico SPSS. Los
valores promedio o medias de los tratamientos de cada uno de los resultados, se
analizaron con una prueba de Tuckey para obtener las diferencias significativas
entre especies y tratamientos P (< 0.05). Se usaron letras para la comparacién
entre los tratamientos y nimeros para la comparacion entre las especies. Mismas

letra o numeros indican que no hay diferencias significativas P (< 0.05).

. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1. Bioensayo

De las seis especies que lograron germinar se eliminé Typha dominguensis, ya que
con esta especie se tuvieron dificultades para su manejo en el invernadero. Su
tasa de germinacion fue muy baja (20%) y de este porcentaje solo el 2%
sobrevivio durante un mes.

En la Figura 5, se muestra la tasa de crecimiento de las hojas de las cinco
especies en estudio, en la abscisa se muestran las concentraciones de
hidrocarburos y en la ordenada la tasa de crecimiento (cm. /dia). Se observa que
Cyperus laxus es la especie mas resistente a las diferentes concentraciones de
hidrocarburos ensayadas, seguida de Cyperus digitatus y Cyperus ligulatus. La
especie que menos crecid durante el bioensayo fue Rhynchospora cyperoides, por
lo que se decidid no seguir utilizandola en los experimentos de fitorremediacion.
En la figura 6 se observa la tasa de crecimiento de las raices, en la abscisa se
muestran las concentraciones de hidrocarburos y en la ordenada la tasa de
crecimiento. EI comportamiento es igual al observado en la tasa de crecimiento de
las hojas, en donde, Cyperus laxus es la especie que tuvo una mayor tasa de
crecimiento seguida de Cyperus digitatus y Cyperus ligulatus.

A 1 % de hidrocarburos todas las especies mostraron una disminucion de las tasas

de crecimiento de hojas (Fig. 5) y raices (Fig. 6), por lo que se decidié trabajar a
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una concentracion de 0.6 % de hidrocarburos.
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Figura 5: Tasa de crecimiento de hojas a distintas concentraciones de hidrocarburos
para las especies en estudio. (- -) Cyperus laxus, (-0-) Cyperus ligulatus, (-O-)
Cyperus digitatus, (-" -) Echinocloa colonum, (-H-) Rhynchospora cyperoides.
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Figura 6: Tasa de crecimiento de raices a distintas concentraciones de
hidrocarburos para las especies en estudio. (- -) Cyperus laxus, (-[J-) Cyperus

ligulatus, (-0-) Cyperus digitatus, (-" -) Echinocloa colonum, (-H-) Rhynchospora.

cyperoides.
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7.2.

Experimento de fitorremediacién

7.2.1. Caracteristicas fenologicas

Cyperus laxus en el tratamiento 1 (sin indculo sin hidrocarburos) Fig. 3 tuvo un
ciclo de vida que completo en menor tiempo, ya que floreci6 a los 75 dias, sin
embargo es la especie menos robusta ya que presenté los valores de biomasa
de raiz (1.53 g) y de hojas (8.32) mas bajos, (Tabla 2). En el mismo tratamiento
1, Echinocloa colonum no florecid, pero fue la especie mas robusta, ya que
presentd los valores mayores en biomasa de hojas y raices (Tabla 2). La
especie Cyperus ligulatus mostro la tasa de crecimiento de las hojas mayor
con respecto a las otras especies, pero la raiz crecié de manera muy lenta.
Cyperus digitatus a pesar de presentar la mayor tasa de crecimiento de la raiz,

fue la especie menos robusta y florecio a los 105 dias.

Tabla 2: Caracteristicas fenologicas de las cuatro especies en el tratamiento 1. Los

numeros es la comparacion entre las especies, el mismo nimero indica que no hay

diferencias significativas P (<0.05).

Tasa Tasa
crecimiento crecimiento Biomasa de Biomasa de

raices hojas raiz hojas Floracion

cm/dia cm/dia g g
C. laxus 0.24+0.04 | 1 | 0.46+0.03 | 2 | 1.53%1.04]| 1 8.3215.27 1 75 dias
C. ligulatus 0.23+0.007 | 1 |0.75x0.003| 4 4.52+1.4 1 15.17+5.18 1
C. digitatus | 0.58+0.12| 2 | 0.20+0.01 1 25154 | 1 8.52+3.7 1 105 dias
E. colonum 0.15+0.02 | 1 | 0.62+0.06 | 3 | 5.2+3.89| 1 |18.46+12.37| 1

Para el tratamiento 2 (sin indculo, son hidrocarburos), tabla 3, Cyperus laxusy
Echinocloa colonum, tuvieron una disminucién en el tiempo requerido para la
floracion de 75 a 60 dias, y de 105 a 75 dias respectivamente. En Cyperus
laxus disminuyé la tasa de crecimiento de la raiz, pero alcanz6 mayor biomasa

de la misma, aunque Echinocloa colonum presentdé mayores la tasas de
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crecimiento tanto de raices como de hojas, la biomasa de las raices con

respecto a las otras especies fue menor.

Tabla 3: Caracteristicas fenoldgicas de las cuatro especies en el tratamiento 2. Los
numeros es la comparacién entre las especies, el mismo nimero indica que no hay
diferencias significativas P (<0.05).

Tasa Tasa
crecimiento crecimiento Biomasa de Biomasa de

raices hojas raiz hojas Floracion

cm/dia cm/dia g g
C. laxus 0.17+0.07 | 1 | 0.49+0.02 2.58+1.15| 1 | 8.05£3.14 | 1 60 dias
C. ligulatus 0.22+0.02 | 1 | 0.52+0.11 257+228| 1 | 6.58t5.95| 1
C. digitatus | 0.13¢£0.02 | 1 | 0.30+0.04 254+130| 1 | 7.35t4.78 | 1 75 dias
E. colonum 0.75+0.01| 2 | 0.58+0.08 186099 1 | 8.3t2.44 | 1

En el tratamiento 3 (con inoculo, sin hidrocarburos), la tasa de crecimiento de

las raices y las hojas disminuyd en todas las especies y la biomasa se

incrementd a excepcién de Cyperus digitatus, Tabla 4. Cyperus laxus y

Cyperus. digitatus mostraron el mismo periodo requerido para florecer que en

el tratamiento 1 (sin inoculo y sin hidrocarburos). Echinocloa colonum que no

habia florecido en este caso lo hizo a los 227 dias. Cyperus ligulatus no bgro

florecer en estas condiciones.

Tabla 4: Caracteristicas fenoldgicas de las cuatro especies en el tratamiento 3. Los
numeros es la comparacion entre las especies, el mismo nimero indica que no hay
diferencias significativas P (<0.05).

Tasa Tasa
crecimiento crecimiento Biomasa de Biomasa de

raices hojas raiz hojas Floracién

cm/dia cm/dia g g
C. laxus 0.20+0.08 1 | 0.45%0.10 2.3+1.68 1 12.14+9.21 1 75 dias
C. ligulatus | 0.16+0.0001| 1 |0.70+0.003 4.7+3.75 1 18.86+12.17 1
C. digitatus | 0.53+0.05 | 2 | 0.07+0.04 1.44+0.45 1 5.67+3.13 1 | 105 dias
E. colonum | 0.14+0.007 | 1 | 0.57+0.05 | 12| 13.9545.54 | 2 | 47.57£18.03 | 2 | 227 dias
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En el tratamiento 4 (con indculo e hidrocarburos) se observa una disminucién
en las tasas de crecimiento de raices y hojas de todas las especies, Tabla 5. en
comparacion al tratamiento 2 (sin inoculo y con hidrocarburos), (Tabla 3). La
biomasa de raices y hojas se incrementaron a excepcion de Cyperus ligulatus
que en los dos tratamientos 2 y 4 disminuyeron. Cyperus laxus a pesar de
presentar una disminucion en las tasas de crecimiento de raices y hojas es la
especie mas robusta presentando los mayores valores de biomasa de raices y

hojas, Tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas fenoldgicas de las cuatro especies en el tratamiento 4. Los

numeros es la comparacion entre las especies, el mismo nimero indica que no hay

diferencias significativas P (<0.05).

Tasa Tasa
crecimiento crecimiento Biomasa de Biomasa de

raices hojas raiz hojas Floracion

cm/dia cm/dia g g
C. laxus 0.06+0.02 1] 0.42+0.01 | 1 4.28+2.24 | 2 | 11.95¢5.43 | 2 | 60 dias
C. ligulatus 0.11+0.04 |12 | 0.3620.08 | 1 1.32+1.04 1 3.08+2.42 1
C. digitatus| 0.10£0.003 | 12 | 0.41+0.07 | 1 2.61+1.06 12 7.71+4.45 12| 75 dias
E. colonum | 0.16+0.03 | 2 [0.62+0.001| 2 2.46%1.19 12 8.03+2.82 12

Las tasas de crecimiento de raices y hojas, en presencia de inoculo
presentaron una disminucion, pero por el contrario la biomasa de las mismas se
incrementaron, Tabla 4 y 5. Cyperus laxus es la especie mas robusta en
presencia de hidrocarburos ya que presento los valores mayores de biomasa de
raices y de hojas, se observé una relacion en la disminucion en el tiempo de
floracion, con la disminucion de la biomasa de las raices y las hojas en el caso

de Cyperus laxus.

7.2.1.1. Tasa de crecimiento hojas
Debido a que se sembraron a distintos tiempos a los 81 dias se realizé un

andlisis estadistico de las especies con los tratamientos 3y 4 y a los 91
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Tabla 6:

dias en los tratamientos 1y 2. En la tabla 6 se muestran las tasas de
crecimiento de todas las especies, en donde se puede observar que
Cyperus laxusy Cyperus digitatus crecen mas en presencia del inoculo y de
los hidrocarburos. De manera general se observa que en todas las especies
en los tratamientos 2 y 4, con hidrocarburos aument6 la velocidad de
crecimiento. Cyperus ligulatus presentd en los tratamientos 2, 3 y 4
menor tasa de crecimiento, sin embargo es la especie que presentd mayor

tasa de crecimiento en el tratamiento 1, sin indculo y sin hidrocarburos.

Tasa de crecimiento de hojas en el primer muestreo. Las letras comparan

los tratamientos. Los numeros es la comparacién entre las especies. Mismas letra o

numeros indican que no hay diferencias significativas P (< 0.05).

Sin inéculo Con inéculo
Sin hidrocarburos Con hidrocarburos Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
1 2 3 4

mooo

laxus
ligulatus
digitatus
colonum

(T A-1 | AB-1 L C-1 o . BC-2
(IO A-2 | A-1 - A-1 LT A-1
(I A-1 | AB-1 o, AB-1 L B-2

oD A-2  |0diman A-1 ommmT A-1 OImn . A-2

En un segundo analisis estadistico se realiz6 a los 186 dias de todas las
especies en los tratamientos 3y 4 y a los 233 en los tratamientos 1y 2. En
la Tabla 7 se observa que las tasas de crecimiento de Cyperus laxus y
Echinocloa colonum, no presentaron diferencias significativas en los
distintos tratamientos. En presencia de inoculo y de hidrocarburos
tratamiento 4 Cyperus digitatus present6 la mayor tasa de crecimiento,
Cyperus ligulatus mayores tasa de crecimiento en el tratamiento 1y en el
caso de Echinocloa colonum la tasa de crecimiento se incrementé en
presencia de hidrocarburo, tratamientos 2 y 4. Estas diferencias se
pueden explicar no solo por la edad sino por la capacidad genética innata de

las diferentes especies de plantas y la respuesta del desarrollo de la raiz a
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las fluctuaciones medioambientales durante

contaminado (Olson, et. al., 2003)

la exposicion al

suelo

Tabla 7: Tasa de crecimiento de hojas en el segundo muestreo. Las letras comparan
los tratamientos. Los numeros es la comparacion entre las especies. Mismas letra o
numeros indican que no hay diferencias significativas P (< 0.05).

Sin inéculo Con indculo
Sin hidrocarburos Con hidrocarburos Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
1 2 3 4
C. laxus 0.46+0.03 A-2 0.45£0.10 A-2 0.49+0.02 A-12 0.42+0.01 A-1
C. ligulatus [0.75+0.003 C-4 [0.70+0.003 AB-2 0.52+0.11 BC-3 0.36+0.08 A-1
C. digitatus [0.20+0.01 AB-1 0.07+0.04 BC-1 0.30+0.04 A-1 0.41+0.07 C-1
E. colonum [0.62+0.06 A-3 0.57+0.05 A-2 0.58+0.08 A-12 |0.62+0.001 A-2

7.2.1.2.

Tasa de crecimiento de las raices.

Las tasas de crecimiento de las raices al final del experimento, 186 dias

tratamiento 3y 4 y a los 233 dias tratamientos 1y 2, se presentan en la

Tabla 8. Se observo que las tasas de crecimiento de las raices ke las

distintas especies de Cyperus, disminuyd en presencia de hidrocarburos e

indculo, debido probablemente a que destinan la energia a la degradacion

de los hidrocarburos que se encuentran en el suelo, la especie que se vio

menos afectada fue la graminea Echinocloa colonum, en la que se observé

gue en presencia de in6culo aumento la tasa de crecimiento de sus raices.

Tabla 8: Tasa de crecimiento de raiz. Las letras comparan los tratamientos. Los
numeros es la comparacion entre las especies. Mismas letra o nimeros indican que no
hay diferencias significativas P (< 0.05).

Sin in6culo Con in6culo
Sin hidrocarburos Con hidrocarburos Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
1 2 3 4
C. laxus 0.24+0.04 B-1 0.2040.08 AB-1 0.17+0.07 AB-1 0.0610.02 A-1
C. ligulatus |0.23+0.007 Cc-1 0.2240.02 BC-1 [0.1620.0001 AB-1 0.11+0.04 A-12
C. digitatus |0.58+0.12 B-2 0.13£0.02 A-1 0.53+0.05 B-2 0.10+0.003 A-12
E. colonum ]0.15+0.02 A-1 0.75+0.01 B-2 0.14+0.007 A-1 0.16+0.03 A-2
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7.3. Exudados

La finalidad de evaluar el pH en todo el experimento es conocer si es afectado

por la presencia de los distintos tratamientos en los experimentos de

fitorremediacion. En la tabla 9 se presenta un resumen de los analisis

estadisticos realizados para comparar los resultados obtenidos, entre cada uno

de los experimentos y cada una de las especies.

Por lo anterior en el primer muestreo, que se llevo a cabo a los 81 dias

tratamientos 3y 4 y a los 91 dias tratamientos 1y 2, se observo que no hubo

variaciones en el pH entre los tratamientos y las especies, a excepcion de

Cyperus ligulatus, que con la adicién de in6culo presentd un aumento en el pH.

Tabla 9: Tabla comparativa de valores de pH en el primer muestreo. Las letras

comparan los tratamientos. Los niUmeros es la comparacion entre las especies. Mismas

letra o numeros indican que no hay diferencias significativas P (< 0.05).

Sin indculo Con inéculo
Sin hidrocarburos Con hidrocarburos Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
1 2 3 4
C. Laxus | A-1 Mo . A-1 (I A-1 OooImn B-2
C. ligulatug AB-12 (M A-1 (EERRNNNNNEN B1 (oo | B-12
C. digitatu| IO A-12 (I A-1 (I A-1 (I A-1
Graminea | A-2 OITIITITaT] A-1 (M A-1 (I A-12

El segundo muestreo efectuado a los 186 dias con los tratamientos 3y 4 y a los

233 dias en los tratamientos 1y 2, se observd un aumento del pH, (Tabla 10),

con la adicion de hidrocarburos, tanto en los tratamientos sin inbculo

(tratamiento 2), como con inoculo (tratamiento 4). Los valores de pH maés altos

se encontraron en los tratamientos sin inoculo (tratamiento 1 y 2). Esta

diferencia de los valores de pH a los distintos tiempos, probablemente se deba

al tiempo de duracion del experimento y a la presencia de las plantas en los

distintos tratamientos. La presencia de hidrocarburos aumentdé el pH,
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probablemente por la acumulacién de CO, (atrapado como carbonatos) por la

remocion de los hidrocarburos (Tabla 10).

Tabla 10: Tabla comparativa de valores de pH en el segundo muestreo. Las letras
comparan los tratamientos. Los nimeros es la comparacion entre las especies. Mismas
letra o numeros indican que no hay diferencias significativas P (< 0.05).

Sin indculo Con in6culo
Sin hidrocarburos Con hidrocarburos Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
1 2 3 4
C. laxus 6.10+0.06 A-1 7.0410.12 B-2 6.50+0,08 A-1 6.98+0.26 B-1
C. ligulatus |6.94+0.15 A-2 7.02+0.10 A-2 16.79+0.15 A-1 6.84+0.05 A-1
C. digitatus (7.11+0.04 AB-2 |7.33+0.10 B-3 6.77x0.21 A-1 6.95+0.21 AB-1
E. colonum |6.14+0.20 B-1 5.56+0.09 A-1 6.4510.12 BC-1 6.710.21 Cc-1
7.3.1. Fenoles

Las concentraciones de fenoles obtenidas en el primer muestreo a los 81 dias
de los tratamientos con indculo (3y 4) y a los 91 dias de tratamiento sin inéculo
(1y 2) se presentan en la Tabla 11, Se observo que los valores en los cuatro
tratamientos tienen un rango que va desde 4.29 y 10.0 (ng de fenol/g agrolita).
Cyperus digitatus es la especie que en el tratamiento 4 presencia de indculo e
hidrocarburos, presenta mayor cantidad de fenoles. Cyperus. laxus y Echinocloa
colonum en el tratamiento 1 sin indculo y sin hidrocarburos, son las especies que
presentan mas fenoles. En las demas especies no se observaron diferencias
significativas entre ellas ni entre los tratamientos. Los valores encontrados de
fenoles en los cuatro tratamientos y en todas las especies son mas altos que los
reportados para especies de otros sitios contaminados. Hedge y Fletcher,
1996, reportan para Morus rubra L., un valor de 3.41 + 0.73 (ny/g de arena) de

fenol.
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Tabla 11: Tabla comparativa de la cantidad de fenoles en el primer muestreo. Las
letras comparan los tratamientos. Los niUmeros es la comparacion entre las especies.
Mismas letra o nimeros indican que no hay diferencias significativas P (< 0.05).

Sin indculo Con inéculo
Sin hidrocarburos Con hidrocarburos Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
1 2 3 4
C. laxus [T A-2 (I A-1 (I A-1 oD, A-1
C. ligulatug I A-1 | mmmm  A-1 o, A-1 oo | A-1
C. digitatu| MMM A-1 Im .  AB-1 . AB-1 (] B-1
E. colonum (I Aa-2 |0OIOTITIT] A-1 [T A-1 (I A-1

Las concentraciones de fenoles obtenidas en el segundo muestreo a los 186

dias en los tratamientos 3 y 4 con indculo, y a los 233 dias en los tratamientos

1 y 2 sin inéculo, se muestran en la Tabla 12. En el primer muestreo las

concentraciones de fenoles fueron mayores, que las concentraciones obtenidas

en el segundo muestreo. Esto probablemente pueda deberse al estrés que

genera el cambio de medio ambiente sobre la planta, esto se refleja en la

produccion de fenoles (Zheng, Z., 1998, Leigh, et al., 2002), los que propician a

su vez, que las poblaciones de hongos y bacterias aumenten, favoreciendo la

degradacion de hidrocarburos.

Tabla 12: Tabla comparativa de valores de cantidad de fenoles en el segundo
muestreo. Las letras comparan los tratamientos. Los numeros es la comparacion entre
las especies. Mismas letra o numeros indican que no hay diferencias significativas

Sin inéculo

Con inéculo

Sin hidrocarburos

Sin hidrocarburos

. laxus

. ligulatus
. digitatus
. colonum

mo O O

Sin planta

2.53+1.54 A-1
2.93+0.01 A-1
3.59+0.89 B-1
4.51+0.64 B-1

P (< 0.05).
Con hidrocarburos
2.36+0.22 A-2
5.32+0.10 B-3
2.18+0.26 A-2
2.78+0.47 A-2
1.41+0.21 1

3.68+0.85 A-1
3.27+1.10 A-1
2.16+0.32 A-1
3.69+0.38 AB-1

Con hidrocarburos
3.24+0.59 A-123
4.02+1.08 AB-3
2.34+0.15 AB-12
3.83+0.46 AB-23
2.00£0.10 1
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En la tabla 13 se presentan la cantidad de fenol pug / g de raices, que las
plantas producen al final del experimento, donde se observa que Echinocloa
colonum y Cyperus ligulatus en presencia de indculo e hidrocarburos producen
mayor cantidad de fenol pug / g de agrolita. En el caso de Cyperus digitatus
produjo mas fenoles en ausencia de hidrocarburos y Cyperus laxus no mostro
diferencias significativas en dicha produccion en todos los tratamientos. Estas
diferencias de la produccion de fenoles probablemente ocurrieron por el
efecto del estrés de los distintos tratamientos sobre las plantas, activando su
sistema de defensa bioguimico y dando como resultado un cambio en la calidad

y cantidad de la composicién de los exudados, (Gleba, et al., 1999).

Tabla 13: Tabla comparativa de valores de cantidad de fenoles / g raiz (ug /g raiz).

Las letras comparan los tratamientos. Los numeros es la comparacion entre las
especies. Mismas letra o nimeros indican que no hay diferencias significativas

P (<0.05).
Sin indculo Con in6culo
Sin hidrocarburos Con hidrocarburos Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
1 2 3 4
C. laxus 13874288 A 12 [1459:389 A 12 | 12744418 A 12 8.35+3.70 Al
C. ligulatus | 7.02:0.82 A1 |1148t251 A 12 |1365:591 AB2 | 23.9446.33 B2
C. digitatus [17.14+6.54 A 2 | 965:268 A 12 |15.54+1.14 A2 10.68:3.10 A 12
E. colonum | 9.96:£1.87 AB 12 [18.91#3.29 B2 3.14+0.84 Al 20.4147.84 B 12
7.3.2. Glucosa y Aminoacidos
Ninguno de los dos parametros se pudo cuantificar por los métodos

agrolita y fueron consumidos por

las bacterias y hongos del

inmediatamente al liberarse (Joner y Leyval, 2003).

propuestos, probablemente porque estos exudados se difundieron dentro de la

medio
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7.4.  Anélisis microbioldgicos

En la Figura 7 se presentan los nimeros de unidades formadoras de colonias de
hongos a los distintos tiempos. En la abscisa se muestran las distintas especies
vegetales y en la ordenada las unidades formadoras de colonias (UFC) de hongos.
Cyperus laxus es la especie que durante todo el tiempo mantuvo su nimero de
unidades formadoras de colonias, mientras que en las demas especies este nimero

se vio disminuido en el tiempo, aunque no hay diferencias significativas entre ellas.
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Figura 7: Unidades Formadoras de Colonias (Hongos) (1) Cyperus laxus, (2) Cyperus
ligulatus, (3) Cyperus digitatus, (4) Echinocloa colonum. UFC iniciales 9.95 X 10 °.
Tiempo de muestreo 122 dias 200 dias

En lo que se refiere a las unidades formadoras de colonias de bacterias en la
Figura 8 se muestra su comportamiento. En el eje de la abscisa se encuentran las
especies vegetales y en la ordenada las unidades formadoras de colonias de
bacterias (UFC) durante el tiempo del experimento se observa que no hay
diferencias significativas, pues el orden de magnitud no cambia, la especie que

primero alcanzé al nimero maximo de UFC en el tiempo fue Echinocloa colonum.
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Figura 8: Unidades Formadoras de Colonias (Bacterias) (1) Cyperus laxus, (2) Cyperus
ligulatus, (3) Cyperus digitatus, (4) Echinocloa colonum. UFC iniciales 9.92 X 10 ’.
Tiempo de muestreo 122 dias 200 dias

Las especies que presentaron el mayor numero de UFC de hongos y de bacterias
en menor tiempo fueron Cyperus laxus y Echinocloa colonum. Cyperus digitatusy
Cyperus ligulatus en el primer muestreo presentaron menos UFC, comparado con
el mustreo final (200 dias) sin llegar a alcanzar cantidad observada en las otras
dos especies. El nimero de microorganismos (bacterias y hongos) en todas las
especies se encuentra en los valores normales reportados por Suprum, et al.,

2000.

7.5. Eficiencia de la fitorremediacion

' — dias™, fue mayor en la especie Cyperus

La eficiencia medida en ng HTP - g raiz ~
laxus 7.4 en ausencia de indculo, los valores mas bajos registrados fueron para
Echinocloa colonum 1.24 y para Cyperus ligulatus 3.79, (Tabla 14). En presencia de
indculo estas mismas especies, presentan un aumento en su eficiencia, la cual fue
de 13.71y 1551 respectivamente.

Con base en estos valores la especie que se podria utilizar para la remocion de

hidrocarburos sin la necesidad de adicionar indculo, seria Cyperus laxus, pero

requiere de mas tiempo para ello, mientras que Echinocloa colonum y Cyperus
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Tabla 14: Eficiencia de la fitorremediacion (mg HTP - g raiz -

ligulatus con la presencia de in6culo mostraron mayor eficiencia de remocion de
hidrocarburos. El uso del in6culo aumentd la eficiencia de remocion de los

hidrocarburos en todas las especies.

' — dias™). Los numeros

es la comparacion entre especies. Mismas nimeros indican que no hay diferencias

significativas P(< 0.05). J Menos eficiente mas eficiente
[ HTP- g raiz”* - dias ~*
Sin in6culo Con inéculo
C. laxus 7.44 +1.80 3 + 9.68 +3.88 12
C. ligulatus 3.79 +1.08 12 = 15.51 +6.28 2 +
C. digitatus 573 +1.07 23 8.60 +1.55 1 Sy
E. colonum 1.24 +0.53 1 = 13.71 +3.00 12 %)>

7.6. Criterios de seleccion

Como se muestra en la tabla 15 y 16 los fenoles por gramo de raiz es un buen
parametro para relacionar la eficiencia de la planta con la remocién de
hidrocarburos. En el caso de Cyperus laxus, es la especie que sin indculo produjo
uno de los valores mayores de fenoles y la mayor eficiencia de la remocién de
hidrocarburos. Cuando se adiciond el indculo Cyperus ligulatus y Echinocloa colonum
fueron las especie més eficientes para la remocion de hidrocarburos y también
mostraron, un incremento en la produccion de fenoles Tabla 16. En el caso de
Cyperus laxus y Cyperus digitatus, se observé que fueron las especies menos
eficientes en la remocion de hidrocarburos en presencia de indculo y también
mostraron una disminucion en los tiempos de floracion se puede suponer que la
produccion de fenoles esta ligada a la floracion de las plantas, cuando ocurre este
fendmeno disminuye la produccion de fenoles y por ende la eficiencia de remocién

de hidrocarburos.
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Tabla 15: Compendio de caracteristicas fenoldgicas, concentracion de fenol (ny
fenol/g raiz) y Eficiencia de la fitorremediacion (ng HTP - g raiz -

1

experimentos sin inéculo y con hidrocarburos.

- dias™). En los

Tasa Tasa
crecimiento crecimiento Biomasa de Biomasa de

raices hojas raiz hojas Floracién Fenol Eficiencia

cm/dia cm/dia g g Cg-fenol [g-fenol/g raiz
C. laxus 0.20+0.08 11045010 | 2 2.3+1.68 1 12.14+9.21 1 75 dias | 12.74+4.18 7.44 +1.80 3
C. ligulatus | 0.16+0.0001| 1 [0.70+0.003 3 4.7+3.75 1| 18.86%12.17 1 13.6515.91 379 +1.08 12
C. digitatus | 0.53+0.05 | 2 | 0.07t0.04 | 1 1.44+0.45 1 5.67+3.13 1 | 105 dias |15.54+1.14 573 +1.07 23
E. colonum | 0.14+0.007 | 1 | 0.57+0.05 | 12| 13.95+5.54 | 2 | 47.57+18.03 | 2 | 227 dias | 3.14+0.84 124 +053 1

En la tabla 15 se muestran un compendio de los resultados obtenidos en el tratamiento
2, sin inoculo y con hidrocarburos, se puede observar que los pardmetros fenologicos,
como son: tasa de crecimiento y biomasa de raices y hojas, no mostraron una
correlacion directa con la eficiencia en la remocion de hidrocarburos, sin embargo la
produccion de fenoles por gramo de raiz se relaciona directamente, aunque se observé
una disminucion en la cantidad de fenoles debida probablemente a los eventos de
floracion de la planta.

Tabla 16: Compendio de caracteristicas fenoldgicas, concentracion de fenol (g
fenol/g raiz) y Eficiencia de la fitorremediacion (ng HTP - g raiz * - dias™). En los
experimentos con indculo y con hidrocarburos

Tasa Tasa
crecimiento crecimiento Biomasa de Biomasa de

raices hojas raiz hojas Floracion Fenol Eficiencia

cm/dia cm/dia 9 g Cg-fenol [g-fenol/g raiz
C. laxus 0.06+0.02 | 1 | 042+0.01 | 1 4.28+2.24 2| 11.95+5.43 | 2 | 60 dias | 8.35+3.70 9.68 +3.88 12
C. ligulatus | 0.11+0.04 | 12 | 0.36x0.08 | 1 1.32£1.04 1 3.08+2.42 1 23.94+6.33 15.51 + 6.28 2
C. digitatus | 0.10+0.003 | 12 | 0.41+0.07 | 1 2.61£1.06 12 7.71£4.45 12 | 75 dias | 10.68+3.10 8.60 + 155 1
E. colonum | 0.16+0.03 | 2 [0.62+0.00) 2 2.46%1.19 12 8.03+2.82 12 20.41+7.84 13.71 + 3.00 12

En la tabla 16 se observé que la produccion de

fenoles por gramo de

raiz esta

directamente relacionado con la eficiencia en la remocién de hidrocarburos y en este
caso la floracion también parece afectar la produccion de fenoles y con ello la
disminucién en la eficiencia de la remocién de los hidrocarburos. Probablemente lo que
sucede es que la energia destinada a la produccion de fenoles, es utilizada por la

planta para florecer como en el caso del tratamiento sin indculo.
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8. CONCLUSIONES

» Las especies que lograron florecer en los distintos tratamientos fueron
Cyperus laxus, Cyperus digitatus y Echinocloa colonum

> Bajo condiciones de exposicion de hidrocarburos Cyperus laxus y digitatus
disminuyeron el tiempo de floracion.

» Echinocloa colonum florecié solo en el tratamiento en el que se adicion6 inéculo
y sin hidrocarburos.

» La cantidad de fenoles en la rizosfera de la planta, puede ser un buen
parametro para determinar si una planta tiene méas capacidad fitorremediadora
que otra. A mayor cantidad producida de fenoles, la planta es méas eficiente

» Cyperus laxus es la especie que mostré mayor eficiencia en la remocién de
hidrocarburos sin la adicion de in6culo

» El indculo aumento la eficiencia de remocion de hidrocarburos en todas las
especies.

» Cyperus ligulatus y Echinoloa colonum son las especies que mostraron mayor

eficiencia en la remocion de hidrocarburos, con la adicién de inéculo.

a4
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9. RECOMENDACIONES:

» Continuar con las investigaciones con estas mismas especies, para conocer
otros métodos de determinacion de exudados, que se puedan relacionar con la
remocion de hidrocarburos, y poder extrapolar estas técnicas a otras especies
vegetales que se encuentren en lugares distintos a que se trabajo en esta
tesis.

> Realizar determinacion de fenoles en otras especies de otros sitios
contaminados con hidrocarburos, y compararlos con los encontrados en este
estudio.

» Trabajar con las mismas especies vegetales en suelos de la zona de estudio
para evaluar la cantidad de fenoles producidos en otro medio ambiente y si

estos fenoles se pueden evaluar del suelo directamente..

&
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