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RESUMEN

TOLERANCIA ADAPTABILIDAD Y CAPACIDAD FITORREMEDIADORA DE
ESPECIES FORRAJERAS EN SUELO AGROFORESTAL CONTAMINADO
CON PETROLEO CRUDO

Olivia Torres Ramirez. Tesis de Maestria en Ciencias.
Postgrado en Agroforesteria para el Desarrollo Sostenible. Universidad Auténoma Chapingo.
Directora de Tesis: Dra. Elizabeth Hernandez Acosta.

La alta explotacion petrolera efectuada en afios recientes en la zona norte del
estado de Puebla, ha causado contaminacion de suelo por derrames de
hidrocarburos, limitando la funcionalidad de los ecosistemas para producir, por
lo que se requiere de técnicas que devuelvan dicha funcionalidad. La
fitorremediacién es una opcion que ha demostrado tener alta eficacia en la
remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos. El objetivo de la
investigacion fue: evaluar la tolerancia, adaptacion y capacidad fitorremediadora
gue tienen Mucuna pruriens y Leucaena leucocephala sobre un suelo
agroforestal contaminado con petréleo crudo y comparar qué especie es la
mas apropiada para ser usada como una alternativa en la remediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos en la zona del activo Aceite Terciario
del Golfo. Se establecié un experimento completamente al azar con arreglo
factorial de tres factores: concentracién de petroleo crudo (0, 10 000, 25 000, 35
000 y 50 000 mg kg™), especie vegetal (sin planta, mucuna y leucaena) y
tiempo de muestreo (60 y 120 dias). En planta se evaluaron las variables:
germinacion; longitud, volumen y biomasa de raiz; altura, nodulacion y biomasa
de parte aérea y total, analisis de tejido vegetal de N, P, K. En suelo: pH, CE,
MO, N, P, K y CIC. Los hidrocarburos totales del petréleo (HTP’s) fueron
determinados por el método gravimétrico. Los resultados mostraron que ambas
especies son tolerantes y logran adaptarse a la presencia de hidrocarburo en
suelo, no tienen efecto significativo sobre las propiedades quimicas evaluadas

en suelo y lograron remover hasta un 40% del los HTP’s al cabo de 120 dias.

PALABRAS CLAVE: Fitorremediacion, Mucuna purines, Leucaena leucocephala,

Contaminacion de suelo, Hidrocarburos.

Vil



ABSTRACT

TOLERANCE, ADAPTABILITY AND ABILITY FOR PHYTORREMEDIATE OF
FEED CROPS ON CONTAMINATED AGROFORESTAL SOIL WITH CRUDE
OlIL

The high oil exploitation carried out in recent years at zone north area of Puebla
State, has caused contamination by oil spills, limiting the ecosystems
functionality to produce, and it is clear that techniques are required to return
such functionality. Phytoremediation is an option that has proved to be highly
effective in the remediation of hydrocarbon-contaminated soils. The objective of
this research was: to assess the tolerance, adaptation and phytoremediation
ability of Mucuna pruriens and Leucaena leucocephala on agroforestry soil
contaminated with crude oil, and to compare which species is most appropriate
to be used as an alternative in the remediation of soil contaminated with
hydrocarbons in the Active Tertiary Gulf Oil area. An experiment was
established with randomized complete factorial arrangement of three factors:
concentration of crude oil (0, 10,000, 25,000, 35,000 y 50,000 mg kg™), plant
species (without plant, mucuna and leucaena) and sampling time (60 and 120
days). Plant variables evaluated were: germination, length, volume and root
biomass; height, nodulation, biomass of aerial part and total biomass, plant
tissue analyses of N, P, K. In soil: pH, EC, OM, N, P, Ky CEC. The total
hydrocarbons of petroleum (THP’s) were measured by a gravimetric method.
The results showed that both species are tolerant (better Leucaena) and
manage to adapt (better mucuna) to the presence of hydrocarbons in soil; these
species have no significant effect on soil chemical properties and removed up to
40% of the THP's in 120 days.

Key words: Phytoremediation, Leucaena leucocephala, Mucuna pruriens, soil

contamination, Hydrocarbons.
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INTRODUCCION

La explotacidon petrolera en la zona de la sierra norte del estado de Puebla, ha
traido multiples beneficios al desarrollo social y econémico. Sin embargo, el
ambiente se ha afectado negativamente, causando contaminacién del aire,
agua y suelo. Lo anterior hace necesario el uso de alternativas que den
solucion a la problemética. En afios recientes, la fitorremediacion se ha
convertido en wuna opcion para remediar suelos contaminados con

hidrocarburos.

La fitorremediacion consiste en el uso de plantas verdes que aceleran la
pérdida de hidrocarburos en el suelo por procesos de volatilizacién (Hou et al.,
2001) y degradacion rizosférica, con la participacion de microorganismos
estimulados por los exudados de las raices (Cunningham et al., 1996),
considerando que algunos microorganismos pueden utilizar hidrocarburos para
su crecimiento como Unica fuente de carbono (Ramirez et al.,, 2006). Al
respecto Dietz and Schnoor (2001) afirman que los productos quimicos
organicos pueden ser absorbidos por las raices y trasladados, metabolizados o

transpirados por las plantas.

La fitorremediacion también es una técnica ambientalmente aceptable basada
en la formacion de cubierta vegetal sobre el suelo, se realiza 'in situ’, es de bajo
costo, no utiliza reactivos quimicos, aplica practicas agricolas comunes y
mejora las condiciones fisicas y quimicas del suelo. (Cunningham et al., 1996;
Suresh and Ravishankar, 2004)

La presente investigacion tiene importancia en primer lugar porque la
fitorremediacion ha implicado principalmente el uso de malezas (Banks et al.,
2000), por lo que el uso de cultivos forrajeros mejora el valor economico de la
técnica. Asimismo mucuna (Mucuna puriens) es una leguminosa utilizada como

abono verde, cultivo de cobertera contra malezas y forraje con alto valor



proteico. Mucuna tiene usos medicinales y se puede usar como reemplazo del
café. Por otra parte leucaena (Leucaena leucocephala), es una leguminosa muy
usada en sistemas silvopastoriles especialmente como banco de proteina, de
facil manejo y rapido crecimiento. La semilla de leucaena es utilizada como
alimento humano, proporcionando altas cantidades de proteinas, potasio y
calcio; también es utilizada como cerco vivo y lefiosa (Hernandez, 2011). Por lo
anterior, las especies son muy atractivas para la adopcion de los productores,
sin dejar de mencionar que las condiciones en los trépicos son favorables para
su crecimiento, y se ha hecho poca investigacion sobre la utilizacion de
fitorremediacion en éste clima (Gallegos et al., 2000). Por lo que existe la
necesidad de evaluar los potenciales de fitorremediacidon en los tropicos,
especialmente en la sierra norte de Puebla, donde la explotacién petrolera ha
tenido auge en los ultimos afios y que ademas ocurren accidentes en los que se
pone en riesgo la integridad de los ecosistemas y de los sistemas de produccién

primaria.

Basado en lo anterior, el objetivo de la investigacién fue: evaluar la tolerancia,
adaptacién y capacidad fitorremediadora de las dos especies a un suelo
agroforestal contaminado con petréleo crudo, para utilizarlas como una
alternativa en la remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos en la

Zona del Activo Aceite Terciario del Golfo.

El aporte de la presente investigacion es que, al probarse que las especies
mucuna Yy lleucaena toleran, se adaptan y tienen capacidad para remediar
suelos contaminados con petréleo crudo, pueden ser utilizadas como alternativa
en la remediacion de este tipo de suelos, por ser de facil manejo y requerir
pocos insumos. Ademas de que tienen varios usos, son nativas del lugar y

mejoran de las propiedades del suelo.



OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la tolerancia, adaptacion y capacidad fitorremediadora que tienen
Mucuna pruriens y Leucaena leucocephala sobre un suelo agroforestal

contaminado con petréleo crudo.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar pruebas de germinacion con las especies estudiadas para conocer la

tolerancia de mucuna y leucaena al estar en contacto con petréleo crudo.

Comparar el desempefio de las dos especies en estudio bajo las mismas
condiciones de crecimiento y determinar el efecto sobre las propiedades

guimicas del suelo contaminado a diferentes concentraciones de hidrocarburo.

Determinar el efecto que tienen mucuna y leucaena sobre la reduccién de
Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP’s), en suelo contaminado con distintas
dosis de petréleo crudo, para conocer su capacidad en la fitorremediacion de

suelos.



REVISION DE LITERATURA

1. CONTAMINACION DEL SUELO

En la actualidad, la contaminacion de los suelos es una problematica que
afecta a todo tipo de suelos, los de uso industrial, urbano y agricola. Se habla
de contaminacion de suelo, cuando se altera alguno de sus componentes, lo
que hace que no cumpla con su funcionalidad original o natural. Martinez y
Lépez (2000) mencionan que, un suelo contaminado es todo aquel cuyas
caracteristicas, fisicas, quimicas o bioldgicas han sido alteradas negativamente
por la presencia de componentes peligrosos de origen antropogénico, en
concentracion tal que representen un riesgo para la salud humana o para el

medio ambiente.

Ruda et.al., (2004) plantean que la contaminacion del suelo se divide en tres
tipos: 1) contaminacion fisica, con variaciones en parametros como la
temperatura y la radioactividad; 2) contaminacién biolégica, al inducir la
proliferacion de especies o0 cepas patdgenas o0 ajenas a los microorganismos
presentes en el suelo de forma natural; y 3) la contaminaciéon quimica, que es
por adicion de elementos o compuestos en concentraciones que alteren la
composicién originaria del suelo, subrayando que este tipo de contaminacion es

la predominante.

Al respecto Contreras (2005) menciona que la contaminacion de suelos es la
problematica ambiental que ha sufrido mayor crecimiento en los Ultimos afios en
comparacion con otros componentes ambientales, debido principalmente a que
el suelo habia sido considerado por afios como un recurso renovable. Sin
embargo, a medida que pasan los afios se ha revertido este pensamiento, y hoy
se considera al suelo como un recurso esencialmente no renovable, debido
principalmente a que presenta una rapida degradacion y también una

regeneracion extremadamente lenta (Avila, 1998).



1.1. Suelos contaminados por hidrocarburos

Ortinez et al. (2003) mencionan que el comportamiento de los contaminantes
organicos, esta en funcion de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo,
como son la unidad del medio, permeabilidad, estructura, tamafo de las
particulas, contenido de humedad y de materia organica, asi como la

profundidad del manto freatico y factores climatoldgicos.

Practicamente todos los problemas de contaminacién de suelos, son causados
por la actividad antropogénica, ya sea por derrames accidentales o
irresponsables durante la descarga de subproductos o bien durante el trasporte
dentro y fuera de las instalaciones industriales y de mantenimiento. Saval
(1995) refiere que particularmente en hidrocarburos, debido al manejo y al uso
de grandes cantidades de petroleo, existe un gran riesgo potencial de
contaminacion de aguas y suelos. Durante la exploracion, explotacion y
produccion de hidrocarburos, la contaminacion puede ser resultado de
accidentes en el transporte, asi como la deposicion deliberada de desechos de
petréleo en el suelo, siendo en el transporte donde se tienen la mayoria de los

casos de contaminacion por petréleo crudo.

La contaminacion del suelo por hidrocarburos, causa cambio en las condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas de éste; lo que hace que el desarrollo de
organismos del suelo, asi como la cobertura vegetal, se vea afectada por la

presencia de los mismos y se reduzca o elimine en los casos mas extremos.

Saval (1995) menciona que cuando la cantidad de petréleo en el ambiente es
mayor de la que puede ser reciclada, el petréleo se convierte en un
contaminante, presentando un impacto negativo, ya que entre sus componentes
existen altas concentraciones de sustancias que son consideradas como
residuos peligrosos por su efecto dafiino a la salud. Algunos ejemplos de estas
sustancias nocivas son el benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos, naftaleno,

antraceno, fenantreno, cresoles, fenol, ciclopentano, ciclohexano y etileno.



2. EL PETROLEO

El petrdleo es una mezcla compleja de cientos de compuestos quimicos, sus
caracteristicas y la proporcién de sus constituyentes varian en funcion de su

origen geologico y geografico.

El petréleo se define como un liquido natural oleaginoso e inflamable,
constituido por una mezcla de hidrocarburos, que se extrae de lechos
geoldgicos continentales o maritimos. Mediante diversas operaciones de
destilacién y refinacion, se obtienen de él distintos productos utilizables con
fines energéticos o industriales, como la gasolina, la nafta, el keroseno, y el
gasoleo, entre otros.

Cerutti (2001) menciona que el petréleo crudo se presenta en la naturaleza
como un liquido movil de color amarillento, pudiendo llegar a tener el aspecto
de un material semisélido de color negro. En la composicién del petréleo entran
fundamentalmente hidrocarburos gaseosos, liquidos y soélidos, estando estos
ultimos disueltos o suspendidos en los liquidos. Ademéas se encuentran otras
sustancias, consideradas impurezas, tales como compuestos de azufre,

oxigeno, nitrégeno, trazas de metales y sales de sodio, calcio y magnesio.

Hay diferentes tipos de crudo con composicion bastante variable, segin sean
mAas o menos ricos en hidrocarburos saturados (parafinas), hidrocarburos
insaturados (olefinas), hidrocarburos ciclicos saturados, o hidrocarburos

aromaticos.



Cuadro 1. Andlisis elemental de crudos tipicos.

Elemento Porcentaje por peso
Carbono 84-87
Hidrégeno 11-14
Azufre 0.06-2.0
Nitrégeno 0.1-2.0
Oxigeno 0.1-2.0

(Tomado de Mc. Cain, 1999)

3. TIPOS DE HIDROCARBUROS

3.1. Hidrocarburos alifaticos

Los hidrocarburos alifaticos son sustancias en las cuales los atomos de carbono
que forman la base de la estructura estan organizados en forma de cadenas,
gue pueden ser lineales o ramificadas. Dependiendo de la ausencia o presencia
de ligaduras multiples, se clasifican en alcanos, alquenos o alquinos. Las
propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas de estos compuestos dependen en
gran medida, de la presencia de doble ligaduras en la cadena y, en su caso, de

su posicion (Fraume 2007).
3.2. Hidrocarburos aliciclicos.

Los hidrocarburos aliciclico son compuestos en los que los atomos de carbono
forman un anillo; pueden variar en el nimero de atomos en el ciclo. De la
presencia de dobles ligaduras y de su posicion en el ciclo, dependen las

propiedades fisicas y quimicas del hidrocarburo (Fraume, 2007).



3.3. Parafinas voléatiles

Las parafinas volatiles representan hasta un 30% del petréleo crudo. Son n—
alcanos e isoprenoides (alcanos ramificados) de un tamafio C1 a C10. Es la
fraccion mas volétil del crudo, y por lo tanto la més susceptible de pérdidas
abioticas por volatilizacion. La fraccion gas natural contiene, principalmente C1
a C5. Los isopropenoides volatiles, estan representados principalmente por el
isobutano e isopentano. Los isoprenoides volatiles también pueden llegar hasta
C10 (2,6 dimetil octano) (Newbery y Thierry, 2007).

3.4. Parafinas no volatiles

Las parafinas no volatiles se definen como aquellos n-alcanos e isopropenoides
entre C11 y C40. Aunque se han descrito cadenas mas largas y pueden
constituir entre el 15 y 20% de crudos no degradados; mientras que los
isoprenoides varian de C12 a C22 y constituyen entre 1-2% del crudo, llegando
a 15% en crudos degradados. Los componentes entre Cll1 y C15 son

de volatilidad intermedia (Newbery y Thierry, 2007)..
3.5. Naftenos

Los naftenos son una familia de hidrocarburos que estd compuesta por las
cicloparafinas o cicloalcanos. Los compuestos mas abundantes de esta familia
son los ciclopentanos alquilados (fundamentalmente metilados), que pueden
llegar arepresentar un 31% del crudo. Los compuestos mono Yy diciclicos
corresponden entre el 50 y 55% de esta fraccion, los triciclicos al 20% y los

tetraciclicos al 25%. Esta familia engloba a los hopanos (Cerutti, 2001).
3.6. Oleofinas

Silos (2008) menciona que las oleofinas son alquenos, las cuales estan poco
presentes en el crudo de petréleo, encontrandose en concentraciones traza.

Adquieren importancia en los productos resultantes del refinado, ya que se
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generan durante el proceso de cracking, existiendo hasta un 30% en gasolinas

y un 1% en otros combustibles.

3.7. Aromaéticos

El crudo de petréleo contiene una mezcla compleja de hidrocarburos
aromaticos. Esta fraccion la componen moléculas que contienen uno o varios
anillos bencénicos en su estructura. Asi se encuentran hidrocarburos
monoaromaticos (un anillo bencénico), diaromaticos (2 anillos bencénicos) y
poliarométicos (HAPs, con mas de dos anillos bencénicos) (Fraume, 2007;
Newbery y Thierry, 2007).

3.7.1. Hidrocarburos monoarométicos

Se encuentran el benceno y sus alquilados (monoalquilados como el tolueno y
dialquilados como los xilenos), formando la familia de los BTEX (benceno,
tolueno, etilbenceno y xileno), de gran importancia ambiental debido a su
volatilidad y toxicidad (Cerutti, 2001).

3.7.2. Hidrocarburos poliaromaticos

Cerutti (2001) también menciona que entre los hidrocarburos diaromaticos, se
encuentran, el naftaleno y sus alquilados (mono, di, tri y tetrametilnaftalenos).
Constituyen la familia mayoritaria de hidrocarburos aromaticos presentes en el
petréleo crudo. Entre los hidrocarburos poliaromaticos de tres anillos,
encontramos el fenantreno, antraceno, fluoreno, y sus derivados alquilados. El
fenantreno y los metilfenantrenos, representan los componentes mayoritarios de
los triaromaticos. Entre los hidrocarburos poliaromaticos de mas de tres anillos,
estan el fluoranteno (3 anillos bencénicos y uno no bencenico), pireno y criseno
(4 anillos aromaticos), pireno y benzoapireno (5 anillos aroméaticos) y coroneno

(un HAP peri condensado con 6 anillos).



3.8. Resinas y asfaltenos

Las resinas y asfaltenos son mezclas complejas, integradas por
nacleospoliciclicos o naftenoaromaticos. Contienen cadenas hidrocarbonadas
con heterodtomos de oxigeno, nitrdgeno y azufre. A veces estan asociadas con
pequefias concentraciones de metales como el vanadio y el niquel. Constituyen
desde el 10% de los crudos poco degradados o ligeros, hasta 60% en crudos
muy degradados. Es la fraccidbn que presenta una mayor recalcitrancia de un
crudo de petroleo. Se trata de agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles,
tiofenos, sulféxidos, amidas, HAP, sulfuros, acidos nafténicos, acidos grasos,

metaloporfirinas y fenoles polihidratados (Silos, 2008).

4. PROBLEMATICA

La contaminacion del suelo por hidrocarburos ha existido desde inicios de la
civilizacion humana. Sin embargo nunca se le habia puesto la atencion que
merece debido a la ausencia de leyes y reglamentaciones acordes a la
problematica; es por eso que actualmente se tienen multiples problemas de

contaminacion por hidrocarburos.

Es hasta principios de 1990, que en México se empiezan a crear leyes y
normas que regulan el problema. Con la entrada en vigor de leyes como la Ley
General de Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente, Ley General para la
Prevencion y Gestion Integral de los Residuos, Reglamento de la Ley General
para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos. Con las Normas
Oficiales Mexicanas, se obtiene mayor regulacién en el ambito; donde la NOM-
138 SEMARNAT /SS-2003, establece los limites maximos permisibles de
hidrocarburos en suelos y las especificaciones para su caracterizacion y

remediacion. Sin embargo desafortunadamente para esto ya existen pasivos
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ambientales que resolver, de los cuales como se muestra en la Figura 1,
PEMEX es el principal responsable, por derrames contaminacion en pozos.

ugas de
/ﬁgducto
%

petroleros

CFE
2%

a)

Figura 1. Responsables a) y causas b) de pasivos ambientales en México (SEMARNAT, 2013).

Actualmente, segun datos de INEGI, 2007 Veracruz reporta 912.6 ha de suelo
contaminado, mientras que Puebla 104.4 hectareas, de los cuales como se

observa en la Figura 2, la mayoria son causados por hidrocarburos.

184
170 M Totales M Por hidrocarburos

2007 2008 2009 2010 2011

Figura 2. Namero de emergencias ambientales del afio 2007 a 201len México (Fuente:
SNIARN 2009).
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5. CONTAMINACION DE SUELO POR PETROLEO Y SUS
DERIVADOS

Debido al manejo y uso de grandes cantidades de petréleo, existe un riesgo
potencial de la contaminacion de aguas y suelos. La contaminacion puede ser
resultado de accidentes en el transporte, asi como la deposicion deliberada de
desechos de petréleo en el suelo. Las actividades de exploracion y explotacion
del petrdleo son las principales fuentes de derrame de crudo. Ademas, los
procesos de refinamiento, trasporte, almacenamiento y expendio del petréleo,

son fuentes de contaminacion.

El petroleo derramado se mueve a través del suelo por gravedad llegando
extensivamente a las aguas subterrdneas. Dependiendo de la capacidad
absorsiva del suelo, el petrdleo puede fluir sobre la superficie casi sin penetrar
al suelo, o puede ser absorbido en el mismo sitio del derrame. El petroleo
puede fluir a través de las discontinuidades estructurales y texturales del suelo
por decenas de metros antes de aparecer en la superficie. Benavides et al.
(2006) afirman que los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la
atmosfera, iniciando una serie de procesos fisico-quimicos simultaneos, como
evaporacion y penetracion, que dependiendo del tipo de hidrocarburo,
temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad vertida, pueden ser

procesos mas 0 menos lentos, que a su vez ocasionan una mayor toxicidad.

Ademas el petréleo causa el incremento de la salinidad del suelo, lo que
dificulta su tratamiento, debido a que altos gradientes de salinidad pueden
destruir la estructura terciaria de las proteinas, desnaturalizar enzimas y
deshidratar células, lo cual es letal para muchos microorganismos usados para

el tratamiento de aguas y suelos contaminados.

Particularmente hablando del petroleo crudo, Dietz and Schnoor (2001)

mencionan que es menos soluble en agua, menos téxico y generalmente
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menos movil que la mayoria de los productos refinados, por lo que ocupa

menos area al derramarse y no restringe tanto el uso del suelo.
6. TECNICAS DE REMEDIACION

Existen diversas formas de descontaminar el suelo (Figura 3), entre las que
podemos encontrar descontaminaciéon por medios fisicos, quimicos y biolégicos.
Aunque también se pueden clasificar como técnicas de remediacion
tradicionales y técnicas innovadoras. Las técnicas tradicionales incluyen los
tratamientos de facil aplicacion y cuyos costos de operacién son relativamente
bajos, con excepcién de la incineracion y la solidificacion, que requieren de
equipos especiales para su aplicacibn y cuyos costos de operacién son
elevados. Las técnicas de tratamiento innovadoras consisten en la aplicacion de
procesos quimicos, biolégicos o fisicos a desechos peligrosos o materiales

contaminados a fin de cambiar su estado en forma permanente.

SEMARNAT (2012) menciona que los procesos de remediacion pueden
clasificarse de distinta manera, ya seas por la estrategia de remediacion
(destruccion o alteracién de la estructura quimica de los contaminantes,
extraccion o separacion de los contaminantes aprovechando sus propiedades
fisicas o quimicas y aislamiento o inmovilizacion de contaminantes), por el lugar
de aplicacion (tratamiento in situ, tratamiento on site, y tratamiento ex situ), o

por el tipo de tratamiento (bioldgicos, fisicos, quimicos, térmicos).
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Figura 3. Clasificacion de los diferentes tipos de remediacion de suelos contaminados.

6.1. Biorremediacion

La biorremediacion, se refiere a cualquier método que usa microorganismos
para reciclar materiales organicos y separar iones inorganicos (Castillo et al.,
2005). La biorremediacion presenta ventajas con respecto a otras técnicas de

remediacion, por ser un proceso natural para destruir contaminantes organicos.
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Asi mismo los productos formados son generalmente inocuos, la relacion
costo/efectividad es menor comparada con otras tecnologias, y puede ser
ejecutada in situ.

De acuerdo a Gonzales (2009) la biorremediacion puede ser definida como el
uso de organismos vivos, componentes celulares y enzimas libres, con el fin de
realizar una mineralizacion (compuesto organico blanco se transforma en H,O +
COy), una transformacion parcial, humificacion de los residuos o agentes

contaminantes y una alteracion del estado redox de metales.
7. FITORREMEDIACION

La fitorremediacion es un proceso de descontaminacion, que involucra el
empleo de plantas que pueden remover, transferir, estabilizar, descomponer y/o
degradar contaminantes del suelo, sedimentos y agua, como solventes,
plaguicidas, hidrocarburos poliaromaticos, metales pesados, explosivos,
elementos radiactivos y fertilizantes, para hacerlos mas biodisponibles para la
planta (McGrath et al., 2001; Dietz and Schnoor, 2001). Esta técnica consiste
en el uso de plantas, sus microorganismos y/o enzimas asociadas, asi como de
la aplicacion de técnicas agrondémicas para degradar, retener o reducir a niveles
inofensivos los contaminantes ambientales a través de procesos que logran
recuperar la matriz o estabilizar al contaminante. Dentro de las técnicas de
restauracion de suelos afectados por la contaminacion, la fitorremediacion ha
adquirido auge por ser un procedimiento pasivo, estéticamente agradable y util
para remediar simultaneamente una gran variedad de contaminantes (Frick et
al., 1999). Es una tecnologia emergente utilizada para limpiar contaminantes del
ambiente, que ha dado resultados positivos en la degradacion de ciertos
contaminantes organicos (Alkorta and Garbisu, 2011).

El uso de plantas en suelos contaminados con hidrocarburos, surge del hecho
de que la naturaleza puede subsanar incluso los peores dafios ambientales

ocasionados por hidrocarburos del petrdleo, empleando para ello su capacidad
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de regeneracion, siempre y cuando tenga tiempo para hacerlo (Ortinez et al.
2003). Sin embargo se requieren décadas para que el hidrocarburo se
descomponga por completo, a menos que se promueva el proceso apoyando a

los microorganismos para que logren ese trabajo en menor tiempo.

Desde el punto de vista econdmico y ecologico, la fitorremediacion es una
técnica de remediacion atractiva para suelos contaminados con hidrocarburos
aromaticos policicicos (Olson et al., 2008). Sin embargo, su aplicacién en la
escala comercial sigue siendo decepcionante, ya que es muy dificil para las
nuevas tecnologias entrar en el mercado (Witters, 2012). A pesar de que la
fitorremediacion es una tecnologia alternativa de bajo costo para limpiar suelos
contaminados con petroleo, ha sido dificil que se implemente (Ferrera et al.,
2007).

Por dltimo, se puede decir que el objetivo final de la fitorremediacion de un
suelo contaminado no debe ser solo eliminar o reducir el contaminante, sino
sobre todo, recuperar la calidad del mismo. Los indicadores biologicos de la
calidad del suelo, en especial aquellos relacionados con las comunidades
microbianas, presentan un enorme potencial para el seguimiento y control de un

proceso fitorremediador (Carpena y Bernal, 2007).
7.1. Mecanismos en la fitorremediacion

Algunos compuestos organicos pueden ser transportados a traves de las
membranas vegetales. De éstos, los compuestos de bajo peso molecular a
menudo se pueden eliminar del suelo y liberar a través de las hojas por los
procesos de evapotranspiracion (fitovolatilizacién). Algunos de los compuestos
no volatiles pueden ser degradados o convertidos en compuestos no toxicos por
via enzimatica, modificacion y secuestro en planta (fitodegradacion,
fitoextraccidon). Otros compuestos son estables en las plantas y se puede quitar
junto con la biomasa para el secuestro o la incineracion (Gerhardt et al., 2009).

Asi, existen plantas capaces de acumular al contaminante en sus tejidos, es
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decir, lleva a cabo una fitoextraccion (Ortiz et al., 2009). Otras plantas
contribuyen a la precipitacion del contaminante a través de exudados radicales,
lo que se le conoce como fitoestabilizacion. Algunas plantas tienen la capacidad
de absorber, concentrar y precipitar al contaminante por medio de sus raices
proceso al que se le llama rizofiltraciobn, mientras que otras plantas liberan
sustancias especificas que provocan que el contaminante sea degradado, lo
gue se llama fitodegradacién. Cuando los contaminantes organicos solubles y el
agua son absorbidos por la planta y convertidos en gases que son liberados a la

atmaosfera por los estomas, se efectla la fitovolatilizacion (Ferrera et al., 2006).
7.2. Plantas fitorremediadoras

Entre las familias de plantas méas utilizadas para la remediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos, se encuentran las gramineas y las
leguminosas, probando ser excelentes en la disminucion de contaminantes
(San Gabriel et al., 2006). Los pastos son las plantas que mejor se adaptan a la
presencia de hidrocarburo en suelo, por tener raices fibrosas y extensas, lo que
les permite abarcar mayor area de superficie de raiz en el suelo (Hernandez y
Mager, 2003). Sin embargo, por el hecho de poder conseguir el nitrogeno de la
atmosfera, las leguminosas tienen una mayor capacidad de realizar sus
funciones sin tener que competir con los microorganismos por el suministro de
nitrogeno disponible en el suelo contaminado (San Gabriel et al., 2006), y
ademas, mejoran las caracteristicas deseables de los suelos para su correcto

funcionamiento.

Un ejemplo es el de Phaseolus coccineus que tiene potencial de uso en la
fitorremediacion al reducir el efecto negativo del combustéleo en el desarrollo
de la planta (Ferrera et al., 2007). Por su parte Njoku et al. (2009) encontraron
gue el crecimiento de soya (Glicine max) reduce la acidez del suelo

contaminado con petréoleo crudo. Este estudio también evidencié que a menos
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de 110 dias, el crecimiento de soya reduce la toxicidad de petrdleo crudo en el

suelo.

Las plantas, pueden servir multiples funciones que influyen en el destino de los
contaminantes organicos del suelo, al mismo tiempo promueven la degradacion
de las fracciones disponibles por estimulacion de la actividad microbiana. Estos
organismo aumentan el numero de sitios de la matriz organica disponible para
los hidrocarburos aromaticos policiclicos, influyendo en la adsorcion y union
eventual (Parrish et al., 2005).

El propédsito de la fitorremediacion es reconocido como una tecnhologia
prometedora para la recuperacion de suelos contaminados por hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP). Sin embargo, se sabe poco acerca de como las
especies de plantas y de los patrones de cultivo afectan el proceso de la

eliminacion de los HAP (Meng et al., 2011).

Por otra parte, se sabe que las plantas tienen la capacidad de degradar a los
hidrocarburos, gracias a que algunos compuestos hidrofilos, tales como butil
éter methil eter- y 1,4-dioxano, pueden ser absorbidos por las éstas a través de

enlaces de hidrégeno con el agua de la transpiracion (Dietz y Schnoor, 2001)

7.2.1. Mucuna purines

Mucuna pruriens (Lineo) D.C. conocida como frijol terciopelo y pica pica
manso, es una especie de la familia de las Fabaceas (leguminosas), que
requiere un clima calido hiumedo para su maximo crecimiento, y se utilizan
generalmente como cultivo de cobertura, en lugares con larga temporada sin
heladas. Esta leguminosa crece desde el nivel del mar hasta los 2 100 m de
altitud. El rango de precipitacion para su desarrollo va de 650 a 2 500
mm. Tolera un amplio rango de suelos, desde arenas a arcillas, y crece en

suelos con alta acidez (Skerman et al., 1991).
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Como muchas otras leguminosas, M. prurienstiene la capacidad de formar
asociaciones simbidticas con bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico. Al
respecto Bruner et al. (2011) mencionan que mucuna se usa principalmente
como un cultivo de cobertura o abono verde, aporta materia organica y
nitrégeno (N) al suelo. Se informan rendimientos de biomasa fresca de 5.5 a 21
tha™ y de N de hasta 331 kg ha™.

Otro uso para la mucuna es como un forraje de alta calidad. Se puede pastorear
el ganado, las ovejas y las cabras en campos de frijol terciopelo cuando las
vainas estan maduras. Los bejucos también se pueden usar como un heno o
ensilaje de alta proteina. El follaje con las vainas tiene un contenido proteico de
15.7%, las vainas solas de 16.4%, el heno 17.9% y las semillas secas de 20 a

35% de proteina.

Mucuna pruriens produce compuestos nematicidas y puede reducir las
poblaciones de nematodos en rotaciones con otros cultivos. También tiene

efectos alelopaticos que suprime el crecimiento de malezas.

7.2.2. Leucaena leucocephala

Leucaena leucocephala (Lamarck) de Wit, pertenece a la familia Fabaceae,
tiene habito de crecimiento arbustivo que va desde 1 a 20 m de altura, y su ciclo
de vida es perenne. Actualmente, se le ha atribuido especial importancia en el
ambito agroforestal, por tratarse de una especie de amplio valor forrajero, facil
crecimiento y manejo, y por mejorar las condiciones de suelo, ya que tiene la
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico al suelo, al estar en simbiosis con

bacterias del género Rhizobium.

Es una leguminosa nativa de México que se encuentra distribuida en todo el
pais. Zarate (1994) menciona que el género se encuentra distribuido a lo largo
de la costa del Pacifico, desde Sonora hasta Chiapas; también en Veracruz.

Habita en vegetacion de selva baja caducifolia, bosque espinoso, bosque
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tropical sonorense, encinar, orilla de manglar, y bosque secundario de
Brosimum sp. Leucaena prospera a altitudes de 0-750 m, en suelo derivado de

rocas igneas o igneo metamorficas.

Leucaena leucocephala representa una opcion para enfrentar los problemas de
escasez de forraje, al tener buenas propiedades nutricionales en rumiantes.
Ademas, los arboles forrajeros proporcionan beneficios adicionales por
conservar los recursos naturales, controlar la erosion del suelo y promover la

diversidad de plantas y animales (Hernandez, 2011).

8. DEGRADACION POR MICROORGANISMOS

La eficiencia de la fitorremediacion en suelos contaminados con hidrocarburos
se basa en que la planta forma asociaciones raiz-microorganismos
degradadores de hidrocarburo, y esto favorece que se lleve a cabo la
degradacion con mayor facilidad a que se dejara solo el suelo a la accién de la
microfauna. Escalante et al.(2004), reportan que la rizodegradacion es la accién
gue las raices de las plantas llevan a cabo en asociacion con la microflora y/o
productos excretados que transforman el contaminate en la zona de la
rizosfera. Al respecto, Contreras (2005) menciona que el recuento de bacterias
siempre suele ser mayor en la rizosfera que en zona del suelo donde no se
encuentran raices. Esto se debe a que las raices secretan cantidades
considerables de azucares, aminoacidos, hormonas y vitaminas estimulando el
crecimiento intenso de bacterias y hongos. Se sabe que tanto la abundancia
como la diversidad de microorganismos en el suelo, depende directamente del

horizonte del suelo bajo estudio.

Por su parte, Solanas (2009) menciona que cuando se habla de biodegradacion
microbiana de hidrocarburos, nos referimos al hecho de que los

microorganismos pueden crecer a expensas de la utilizacibn de estos
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compuestos quimicos, que aunque parezca dificil de creer, se alimentan de
benceno, naftaleno o pireno. Debido a que existen diferentes compuestos de
hidrocarburos, Gonzales (2009) explica, que varian en la habilidad de ser
degradados, ya que en los derrames, la fraccion de hidrocarburo mas volatil es
evaporada con facilidad, dejando a los compuestos arométicos y alifaticos para
ser oxidados por diversos grupos de microorganismos. Otras fracciones como
los hidrocarburos de cadena ramificada, y los policiclicos permanecen mucho

mas tiempo en el ambiente, principalmente si llegan a zonas anaerobias.
9. COMETABOLISMO

El término cometabolismo se utiliza con una doble definicion: 1) proceso
desarrollado fortuitamente por enzimas que son inducidas por una molécula
diferente de aquella que se metaboliza y 2) procesos en los que los miembros
de una comunidad microbiana metabolizan los subproductos metabdlicos de
otros. En condiciones naturales, no siempre es posible atribuir la

biodegradacion de una molécula a un grupo de microorganismos concretos.
10. MINERALIZACION

Mineralizacion es la degradacibn completa de un compuesto a sus
constituyentes minerales, en donde el carbono organico es oxidado hasta CO..
Dado que la descomposicion de un sustrato organico por medio del proceso de
respiracion aerébica tiene como productos principales CO, y H,0, la evolucién
de CO, puede utilizarse como un indicador bastante preciso de la actividad
respiratoria de comunidades en agua y suelo. Dicho objetivo se cumple en la
medida que el ensayo de mineralizacidon se realiza bajo condiciones aerdbicas.
Al respecto, Pascual-S y Venegas (2008) plantean, que se puede medir la
actividad metabdlica de microorganismos heterotréficos estudiando la

mineralizacion de sustratos organicos.
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11. TOXICIDAD DE LOS HIDROCARBUROS

Fernandez et al. (2006) mencionan, que la toxicidad es el grado de efectividad
de una sustancia tdxica en humanos, animales, plantas o microorganismos.
Este efecto adverso puede tomar varias formas, como enfermedad, deformidad,
modificaciones del comportamiento, cambios en la reproduccion, dafio genético
0 muerte. La toxicidad se evalla mediante ensayos que consisten en exponer
organismos vivos (algas, bacterias, vegetales y fauna en general) a sustancias

toxicas a diferentes concentraciones, y registrar los efectos sobre los mismos.

Existen distintas pruebas para determinar el grado de toxicidad del
hidrocarburo. Sin embargo, en este tipo de pruebas no se puede establecer con
precision la mortalidad de una plantula, por lo que se utilizan otros parametros
que indiquen otros efectos toxicos (Cuevas et al.,, 2012), entre los que se
encuentran indicadores como: germinacion, produccion de biomasa y
elongacion de raiz y tallo. Para estandarizar los datos, la germinacion promedio
de los tratamientos se establece como porcentaje en relacion al control, el cual

se asume como 100 %.

11.1. Toxicidad en funcién de la concentracién

De los parametros de toxicidad mas usados se encuentran: la CLsg
(concentracion letal media), la CEsy (concentracion efectiva media),
concentracion inhibitoria (concentracion de toxico que inhibe un proceso
bioldgico), NOEC (Maxima concentracion de téxico para la cual no se observan
efectos sobre los organismos ensayado), LOEC (Minima concentracion de
toxico en la cual se observan efectos sobre los organismos). Se puede decir
gue una sustancia es mas toxica si requiere de una menor concentracion para
producir la letalidad o algun otro dafio que aunque no cause la muerte del
espécimen, cause manifestaciones de toxicidad que limiten su desarrollo,
reproduccion y sobrevivencia. Para tal efecto se ha establecido una clasificacion

para asignar categorias de toxicidad en funcion de la concentracién (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Clasificacion de la toxicidad en funcién de la concentracion.

Categorias de toxicidad en funcion de

la concentracién de contaminate. valor
Extremadamente toxico <1 mg kg™
Altamente toxico 1-50 mg kg™

Moderadamente toxico
Ligeramente toxico
Practicamente atoéxico

Relativamente inocuo

50-500 mg kg™
0.5-5g kg™
5-15 g kg™

Més de 15 g kg™
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MATERIALES Y METODOS

1. LUGAR DE TOMA DE MUESTRA DEL SUELO

El suelo se recolectd en la comunidad Moctezuma del municipio Francisco Z.
Mena, Puebla, localizado en la zona de produccion de petrdleo nombrada
Activo Aceite Terciario del Golfo, a responsabilidad de PEMEX. Se ubic6 una
parcela agroforestal adyacente a un pozo petrolero, por la cual pasan bajo
tierra, ductos que transportan petréleo crudo proveniente de los pozos
aledafios, condicion en la que se encuentran un gran namero de parcelas de
citricos con manejo agroforestal en la zona y que estan en alto riesgo de sufrir
impactos ambientales por los derrames de hidrocarburos. En la Figura 4, se
presenta la ubicacion de la zona de toma de muestra de suelo; empezando por
el estado, municipio y la superficie de la parcela con sus respectivos sitios de

muestreo.

SITIO DE MUESTREO

Francisco Z. Mena

Parcela agroforestal

Estado de Puebla

Figura 4. Localizacion de la parcela agroforestal naranja- maiz-frijol ubicando los puntos de
muestreo en el area de estudio en el municipio Francisco Z. Mena.
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2. CARACTERISTICAS GENERALES DEL LUGAR DE
MUESTREO

La parcela consta de un sistema agroforestal en el que se tiene naranja como
cultivo perenne y maiz, y frijol como cultivos anuales alternados en el afio,
donde se cultiva maiz en una temporada y frijol en la siguiente, o bien dos
ciclos de maiz durante el afio. El sistema es de temporal y de bajos insumos. La
siembra de los cultivos anuales se realiza en invierno y verano en los callejones

del cultivo perenne.

El suelo que se utilizé en la mayor parte de las muestras fue vertisol pélico con
textura fina. Algunos puntos de muestreo fueron tomados en suelo regosol
calcarico con textura media, ambos con uso de suelo de pastizal cultivado
(Figura 5). La parcela esta localizada entre las coordenadas 20°43'47"°'N y
95°50°50""0O a una altura de 256 m en el punto mas alto de muestreo y 193 en
el mas bajo. El clima del sitio es calido sub-himedo con abundantes lluvias en
verano, precipitacion media anual de 1500 a 2000 mm y temperatura media

anual superior a 24°C.

Figura 5. Edafologia del sitio muestreado segin INEGI (2012)
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3. TOMA DE MUESTRA DE SUELO

El dia 3 de abril de 2014 se tomaron 18 muestras de suelo a una profundidad
de 20 cm, de 9 kg cada una, las cuales estaban distribuidas a lo largo y ancho
de la parcela, que se encontraba dividida por un arroyo (en la parte baja). Se

tomaron tres muestras de la parte alta, tres de la parte media y tres de la parte

baja del terreno, por ambos lados del terreno, como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Muestreo de suelo en la parcela agroforestal (maiz y/o frijol- citrico) en el municipio|
Francisco Z. Mena.

4. MANEJO DE SUELO

El suelo recolectado (aproximadamente 162 kg), se extendid sobre plastico y
se secO al aire durante tres dias. Posteriormente se rompieron terrones, y se
hicieron particulas pequefias para homogenizarlo. De este suelo triturado y
homogenizado, se pesaron especimenes de 900 g y se clocaron en botellas de
vidrio color ambar previamente cortadas, limadas y lavadas, como lo sugiere la
NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, para continuar con el establecimiento del

experimento en invernadero.
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5. PREPARACION DEL SUSTRATO

Las macetas de color ambar que contenian al suelo seco (900 g), se vaciaron
en una cacerola de peltre para incorporar petrdleo crudo a diferentes
concentraciones: (10,000; 25,000; 35,000 y 50,000 mg) de petréleo crudo por
kilogramo de suelo. Para lograr las concentraciones mencionadas, se pesaron
las siguientes cantidades de petréleo crudo: 9, 225, 315 y 45 g,

respectivamente.

Se mezclé el petroleo crudo con el suelo muestreado, para lograr una mejor
homogenizacion, se colocé el suelo en cacerolas de peltre (recomendadas por
no retener al hidrocarburo en la superficie) y se adicion6 el hidrocarburo diluido
en hexano a concentracion 1:2 (para poder lograr una mejor homogenizacion
del petréleo crudo). El suelo humedecido se mezclé con ayuda de una cuchara
de peltre (Herndndez, 2002), y se pasdé a las macetas de vidrio
correspondientes, debidamente identificadas con etiquetas (Figura 7).

o

_

Figura 7. Preparacion de sustrato, incorporacién de petréleo crudo.
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6. UNIDADES EXPERIMENTALES

Las unidades experimentales fueron las botellas de vidrio color ambar cortadas
y lijadas en los bordes, sin orificios para drenaje, para evitar la pérdida de agua.
Las dimensiones de las unidades experimentales fueron de 10 cm de diametro
por 18 de altura, a las cuales se les adicion6 900 g de suelo y sus
correspondientes concentraciones de petroleo crudo. Los tratamientos
establecidos en el disefio experimental se presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Disefio de tratamientos para cada tiempo de muestreo.

Tratamiento Concentracion (mg de Especie Total de Unidades
hidrocarburo por kg de suelo) Experimentales
T1 0 Sin Planta 8
T2 0 Mucuna 8
T3 0 Leucaena 8
T4 10000 Sin Planta 8
T5 10000 Mucuna 8
T6 10000 Leucaena 8
T7 25000 Sin Planta 8
T8 25000 Mucuna 8
T9 25000 Leucaena 8
T10 35000 Sin Planta 8
T11 35000 Mucuna 8
T12 35000 Leucaena 8
T13 50000 Sin Planta 8
T14 50000 Mucuna 8
T15 50000 Leucaena 8
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Se establecié un disefio experimental completamente al azar con disefio de
tratamientos en factorial de tres factores: concentracion de hidrocarburo,
especie de planta y dias después de siembra; con 5, 3 y 2 niveles
respectivamente, con cuatro repeticiones cada tratamiento. Presentando el

siguiente modelo:
Modelo:
Y cpse=H+Hc+HEp+Fti+ (HE)cp+(HF )it (EF)prt (HEF)cprt Ecpre
Donde:
Ycpse= Variable respuesta.
pu= Media general de la variable respuesta.
c=1,2,3,4,5 (0; 10,000; 25,000; 35,000 y 50,000 mg kg™
p=1,2,3 (sin planta, mucuna y leucaena)

t=1,2 (60 y 120 dias después de siembra)

8. PREINSTALACION AL EXPERIMENTO

Una vez que se prepard el suelo con las diferentes concentraciones de
hidrocarburo, las macetas se dejaron al aire libre (sin planta) durante siete dias,
para garantizar que todo el solvente que se utilizd para hacer la mezcla
(petréleo crudo-hexano), se volatilizara del suelo y quedara unicamente petroleo

crudo en el sustrato preparado (Figura 8a).
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Por otra parte, nueve dias antes de instalar el experimento, se pusieron a
germinar las semillas de leucaena, y cinco dias después se prepararon las de
mucuna, esto con base a las pruebas preliminares de germinacién. Para
realizar la germinacion, las semillas se colocaron en toallas de papel humedas,

cubiertas por una bolsa de plastico transparente (Figura 8b).

Figura 8. Preinstalacién: evaporacion del solvente a) y germinacién de semillas b).

9. INSTALACION DEL EXPERIMENTO

El experimento se manejé bajo condiciones controladas de invernadero, en el
invernadero del Departamento de Suelos ubicado en la UACh. El propésito de
manejar a las plantas en invernadero, fue para tener condiciones cercanas a las
del clima tropical (especies que se desarrollan en éstas condiciones).

El dia 30 de abril de 2014, se procedi6 a colocar dos plantulas (de las semillas
previamente germinadas) de cada especie en el recipiente del tratamiento
correspondiente (Figura 9), esto para garantizar que la sobrevivencia al
trasplante; al transcurrir siete dias de plantadas, se quitd6 una de ellas,
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seleccionando la de mejor vigor, mejor desarrollo o mejor situada en la maceta.
Instalado el experimento, el manejo de las plantas fue basico ya que se aplic
riego una o dos veces al dia, segun las condiciones ambientales dentro del
invernadero, con la precaucion de agregar muy poca agua al suelo, suficiente
para la planta, evitando saturar el suelo, debido a que los recipientes no
contaban con drenaje (para evitar lixiviacion de hidrocarburos). Otros cuidados
gue se dieron a las plantas fueron: evitar la presencia de plagas de manera
manual, también se coloco rafia para tutoreo, para que mucuna condujera su
desarrollo en forma vertical y después horizontal, evitando que se enredaran

unas con otras.

Figura 9. Trasplante de plantulas pregerminadas en laboratorio.
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10. VARIABLES A EVALUAR ANTES, DURANTE Y AL
FINALIZAR EL EXPERIMENTO

10.1. Prueba de germinacion

La toxicidad del petréleo crudo sobre las dos especies estudiadas se determiné
de la siguiente forma: se lavaron las semillas con solucion de hipoclorito de
sodio al 5%. Posteriormente se colocaron 20 semillas de cada especie en cajas
Petri con algoddén con tres repeticiones para cada tratamiento. Los
tratamientos fueron: 100, 1 000, 10 000, 100 000 mg.I* de petréleo crudo por
litro de hexano, también se instal6 un testigo positivo (solo con hexano), y el
testigo negativo (solo con agua destilada). Para esto se hicieron las diluciones a
las concentraciones mencionadas usando hexano como solvente, por lo que
para eliminar el solvente de los tratamientos se metieron a la campana de
extraccion durante tres horas antes de colocar las semillas sobre el algodén con
la caja Petri (Figura 10). Después las cajas se metieron a la camara de
germinacion a 30 °C, y diariamente se reviso que las semillas tuvieran suficiente
humedad para embibirse, de lo contrario, se adicionaba 1-2 ml de solucién de
agua con dimetil sulféxido al 0.05%. Las semillas permanecieron en la camara
de germinacion hasta que el 65% de las semillas del testigo negativo habian
germinado. El criterio de semilla germinada, fue el de la radicula con longitud

superior a 5 mm.

Figura 10. Prueba de germinacién a diferentes concentraciones de petréleo crudo sobre papel
filtro.
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10.2. Alturade planta

Después de 60 y 120 dias de experimento (dos tiempos de muestreo) se
procedié a medir las variables respuesta, empezando con la determinacion de
altura de planta.- Para esto se cort6 la planta al ras de suelo, y se coloco sobre
una superficie plana en papel de estraza y se midi6 desde la base hasta el

apice con cinta métrica.
10.1. Area foliar

El area foliar se midié con el aparato Portable area meter LI-COR, modelo LI-
3000. Las hojas fueron desprendidas del pedicelo y se hicieron pasar

individualmente por la banda, y se tom6 la lectura que reportaba el equipo.
10.2. Longitud de raiz

Para medir la longitud de raiz se hizo lo siguiente: se quebrdé la maceta de
vidrio, para que al retirar el suelo se pudiera extraer la raiz de la manera mas
integra posible. Con una espatula se quito el suelo adherido a la maceta, para
posteriormente medir la raiz con cinta métrica, desde la base del tallo hasta la
punta de la raiz.

10.3. Volumen radicular

Para evaluar el volumen radicular, fue necesario que la raiz se encontrara
limpia y libre de particulas de suelo. Se utilizaron probetas de 10, 50 y 100 ml,
segun el tamafio de la raiz en cuestion; para esto se llend la probeta a un
volumen conocido y seguido a esto se metio la raiz limpia dentro de la probeta,
de esta manera se tomo la lectura del volumen de agua desplazado en la

probeta.
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10.4. Presencia o ausencia de nédulos rizosféricos

Una vez que se tuvo la raiz fuera del suelo por completo, se lavd y reviso si

existia presencia o ausencia de nodulacion.
10.5. Peso seco de parte aéreay raiz

Una vez tomadas las medidas en fresco, se colocaron las muestras en bolsas
de papel debidamente identificadas; después se metieron a la estufa a una
temperatura constante de 80°C durante 24 horas y posteriormente se verifico
cada seis horas hasta obtener un peso contante. Se pesé en balanza semi-

analitica de la marca Precisa modelo BJ 410 C.

11. VARIABLES DEL SUELO

Todas las variables medidas en suelo fueron por los métodos descritos en la
NOM-021-RECNAT-2000, mediante las técnicas presentadas en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Técnicas utilizadas para la determinaciéon de variables medidas en suelo.

VARIABLE DE SUELO TECNICA USADA PARA SU DETERMINACION
Textura Por el método de Bouyoucos
Potencial de hidrogeno (pH) Se mididé con potenciometro en una relacion suelo-agua destilada 1:2
Conductividad eléctrica (CE) En pasta de saturacion y determinado con puente de conductividad.
Carbono orgéanico (MO) Método de Walkey y Black.
Nitrégeno inorgénico Por el procedimiento de micro-Kjeldalh
Fosforo Soluble Por el método Bray-l, extraido con mezcla de NHisF + HCl y el

desarrollo de color con acido ascorbico cuantificado colorimétricamente
por Espectrometria Visible.

Potasio Extractable Extraido con acetato de amonio (CH3COONH,) 1.0 N ajustado a pH=
7.0 en relacién 1:20 y determinados por Espectrofotometria de Emisién
Atémica.

Capacidad de intercambio Por saturacién con acetato de amonio (CHsCOONH,4) 1.0 N ajustada a
catiénico (CIC) pH 7.0 vy cuantificado por arrastre de vapor y titulado con acido
sulfdrico.
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12. CUANTIFICACION DE HIDROCARBUROS TOTALES
DEL PETROLEO (HTP’S)

La cuantificacion de los hidrocarburos presentes en petréleo crudo, se realizé
mediante el método gravimétrico, usando como técnica de extraccion al
Soxhlet.

12.1. Extraccion con Soxhlet

En el Cuadro 5 se muestran los materiales y reactivos utilizados para la

extraccion.

Cuadro 5. Material, equipo y reactivos para la extraccion con soxhlet.

Material y Equipo Reactivos

Equipo de reflujo Soxhlet de 250 ml. Sulfato de sodio anhidro (Na,SOy).

Sistema de refrigeracion y circulacion de Diclorometano (cloruro de metileno,
agua. CH,Cl,) grado HPLC.

Perlas de ebullicidn.
Cartuchos de celulosa.
Balanza analitica.
Viales de 40 ml

Espatula

12.1.1. Procedimiento

Se colocaron 10 g de suelo seco (finamente molido en mortero), después se
adicionaron 10 g de sulfato de sodio anhidro (relacién suelo:sulfato 1:1) y se
mezcl6é con la espatula, sobre un pedazo de papel aluminio, posteriormente la

muestra preparada se paso a un cartucho de celulosa (Figura 11).
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Figura 11. Adicion de sulfato de sodio anhidro al suelo seco a) y vaciado al cartucho de celulosa
b).

El cartucho de celulosa se coloc6 dentro del Soxhlet y en el matraz de bola con
tres perlas de ebullicion. Se agregaron al matraz 125 ml de cloruro de metileno,
para después colocarlo sobre el mantillo que sirvi6 de base para realizar la
extraccion, utilizando 20 reflujos por hora, dejandolo a temperatura constante
durante 6 horas (Figura 12). Durante las seis horas que duré la extraccion se
tuvo cuidado de evitar la pérdida del solvente por evaporacion, por lo que se

mantuvo la temperatura de los condensadores a 5 °C.

Figura 12. Montaje del equipo de extraccion Soxhlet de 250 ml.
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12.2. Determinacion de humedad del suelo

El material y equipo que se utilizaron para secar el suelo y determinar la
cantidad de agua que contenia en el muestreo fueron: muestras de suelo,

balanza analitica, espatula, papel aluminio y estufa.

12.2.1. Procedimiento

Se pesaron 10 g de muestra de suelo sobre un papel de aluminio (10x10 cm),
después se colocd la muestra dentro de la estufa a 80°C de 12 a 24 horas
(hasta tener peso constante). Luego se sacé la muestra de la estufa y se coloco
dentro de un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente. Por dltimo se
pesd la muestra con todo y papel (Figura 13) y se realizaron los siguientes

céalculos.

% Humedad del suelo = (Peso humedo — Peso seco)*100/ 10

Figura 13. Pesado de suelo seco en balanza analitica.
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12.3. Método gravimétrico

El método gravimétrico consiste en conocer el peso del compuesto extraido del
suelo, para lo que antes se requiere tener conocimiento del peso exacto del
suelo (peso seco) y de los recipientes que contendran el petrdleo. Los
materiales empleados fueron: matraces de bola de 250 ml, rotoevaporador,

viales de 40 ml, balanza analitica, pinzas y papel aluminio.

12.3.1. Procedimiento

Se metieron a la estufa los viales de 40 ml (sin tapa) a una temperatura de 120
°C durante 4 horas, se colocaron en un desecador para enfriar y se repitio el
paso hasta tener peso constante (Figura 14), y se anoto el peso del recipiente
(RA).

Terminada la extraccion, se pasoO el solvente con el extracto contenido en el
matraz de bola a un rotoevaporador y se evapord el solvente, hasta dejar
aproximadamente unos 10-15 ml, de ahi el extracto se paso al vial (previamente
pesado) y se enjuagl el matraz tres veces. El residuo del lavado se depositd
dentro del mismo vial, después se evaporé el solvente en el rotoevaporador

hasta sequedad (Figura 14), y se tomo el peso del vial con hidrocarburo (RB).

Figura 14. Extraccién de solvente mediante evaporacion.
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12.3.2. Calculos

HTP’s (mg kg-1 de s.s.) = (RB — RA) * (FC) / (P * FH).

Donde:

HTP’s (mg kg de s.s.) = hidrocarburos totales del petréleo en mg kg™ de suelo
seco.

RA= peso (mg) del recipiente vacio a peso constante.

RB = peso (mg) del recipiente con el extracto organico concentrado.

P = cantidad de suelo extraido (Q).

FH = factor de correccion de humedad (1-(%humedad/100)).

FC = factor de correccion para transformar a kg de s.s. =1 000.

Por otra parte se determiné la eficiencia de extraccion, para esto se tomo6 una
muestra de suelo con petréleo crudo a las concentraciones conocidas y
después se extrajo el hidrocarburo con el solvente (en las mismas condiciones
gue todas las demas muestras). La eficiencia de extraccion fue del 86%, valor
con el que se ajustd el valor de los HTP’s, y se conocid la cantidad real de

hidrocarburo contenido en la muestra de suelo.

13. DETERMINACION DEL ESTADO NUTRIMENTAL DE
LAS PLANTAS

En las plantas se determinaron los tres macronutrimentos mas comunes (N, P y
K). Después de determinar las variables descritas en los parrafos 10.2 a 10.7
(variables morfolégicas), se metieron las plantas en bolsas de papel, y se
secaron a temperatura de 70°C durante 48 horas. Posteriormente se molieron
las muestras (en un molino eléctrico), se pesaron en balanza analitica
alcanzando un peso de 0.5 g de muestra, y se pasaron a tubos de digestion,

para realizar la digestion con acido sulftrico (H2SO4 + H205).
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La cuantificacion del nitrégeno se determind por micro Kjeldal mediante
destilacion por arrastre de vapor (Bremer, 1965), el fosforo mediante el método

de vanadato molibdato y el potasio por espectofotometro de absorcion atémica.

La interpretacion de los resultados del andlisis nutrimental de las especies en
cuestion, se realizé a través de indices de balance Kenworthy y Desviacion
Optima porcentual (DOP) para los tres nutrimentos. Se consultaron
investigaciones previas sobre el contenido nutrimental de las especies y bajo
los estandares reportados por Adebowale et al.(2005); Shelton y Brewbaker
(2004); Kambashi et al. (2014); Chicagwa et al. (2009); Garcia et al.(1996), se
realizaron los calculos correspondientes y se grafico el nivel de presencia del

macroelemento en cuestion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. TOXICIDAD

Los resultados obtenidos en las pruebas de germinacion, presentan
homogeneidad de varianza, y valor de 0.625 en la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk.

Los resultados mostraron que la germinacién tuvo diferencias significativas con
una p<0.001 entre el factor concentracion de hidrocarburo. Se observé que el
testigo positivo tuvo el valor mas alto de germinacion al presentar diferencias
significativas con todos los demas tratamientos. También se observé que
conforme aumenté la concentracion de hidrocarburo en suelo, la germinacion
tendioé a disminuir. En el factor especie de planta, se observé que leucaena fue
la especie con el valor mas alto de germinacién (44.98%), y presento diferencia
significativa con  mucuna (38.10%). En la interacciébn concentracion de
hidrocarburo*especie de planta (IHP) se observé el mismo comportamiento que

lo explicado con anterioridad (Cuadro 6).

Del Cuadro 6 desprende que, la presencia del solvente, caus6 aumento en la
geminacion. La presencia de petroleo crudo disminuyé la geminacion de las
semillas. Leucaena present6 el valor mas alto de germinacioén y tuvo diferencias

significativas con respecto a mucuna.

Merkl et al., (2004) encontraron que la germinacion de semillas de leguminosas
(Brachiaria brizantha, Panicum maximun, Calopogonium mucunoides,
Centrosema brasilianum, Mimosa orthocarpa, Mimosa carporum, Stylosanthes
capitata) se vio afectada por la presencia de petréleo crudo en 0, 3y 5% (0, 30
000 y 50 000 mg “9Y) pero no significativamente, la Gnica especie que presentd
diferencia significativa fue Desmodium glabrum en la emergencia de la semilla,

al disminuir la emergencia de 89% en concentracién del 300 000 mg kg™ y 88%

41



de germinacién a concentraciones de 50 000 mg kg™ de petréleo crudo. Para la
presente investigacion se observa que contrario a las especies evaluadas por
Merkl et al., (2004), mucuna y leucaena presentaron diferencias significativas
entre el testigo negativo y concentraciones superiores al 1%. Esto se debe a
que las especies estudiadas por dichos autores son de porte bajo y consistencia
semilefiosa (diferentes a mucuna y leucaena). Sin embargo, son similares a D.

glabrum, que muestra similitud en la germinacion.

Por otra parte Diaz (2012) observo que la germinacién en la especie Casuarina
equisetifolia present6 una germinacion mas alta en concentraciones mayores de
hidrocarburo, mientras que las concentraciones bajas mostraron un atraso de
cinco dias en la germinacion. Lo anterior contrasta con lo que se encontré en
esta investigacion, donde se manifestd que a concentraciones mas altas de
petréleo crudo, la germinacion disminuye significativamente. Esto se debid a
gue la semilla presentd mayor dificultad para imbibirse al estar cubiertas total o

parcialmente por el hidrocarburo.

La técnica para determinar toxicidad de hidrocarburos (EPA, 1996), especifica
gue para calculos de toxicidad, se toma como estandar del total de germinacion
al resultado obtenido del testigo negativo (sin hidrocarburo y sin solvente), se
observo que leucaena tiene una germinacién del 100%, mientras que mucuna
tiene el 42% de germinacién. A pesar de las diferencias en germinacion, el
resultado expresa que la CLso (concentracidn letal media) de leucaena y
mucuna se encuentra en concentraciones superiores a 10 000 mg kg™. (Figura
15).
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Figura 15. Germinacion de semillas a concentraciones logaritmicas de petréleo crudo.

Al respecto Labud et al. (2007) mostraron que conforme aumenta la
concentracion de hidrocarburo, se incrementa la toxicidad sobre las semillas de
raygras, siendo el diesel el que mostré mayor toxicidad, el petroleo crudo una
toxicidad media y la gasolina la menor toxicidad. Lo que explica el

comportamiento en la germinacién de mucuna y leucaena.

Los resultados obtenidos revelaron que para mucuna y leucaena, el petroleo
crudo que se utilizd es practicamente atoxico, ya que la concentracion a la que
se presenta el 50% de la falta de germinacién, esta a los 10 000 mg kg™, segun
la clasificacién de toxicidad en funcion de la concentracién, que se presentd en
el Cuadro 2.

2. VARIABLES MORFOLOGICAS EN PLANTA
2.1. Alturade planta

Los resultados obtenidos en la variable altura de planta, presentan
homogeneidad de varianza, y valor de 0.347 en la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk.

En los efectos simples de factores, presentados en el Cuadro 6, se observo que

conforme aumenté la concentracion de petréleo crudo, se reduce
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significativamente la altura de planta hasta un 78% a 50 000 mg kg™ con
respecto al testigo. El efecto de la especie de planta present6 diferencias
significativas, con aumento de mas de cuatro veces en la especie mucuna con
respecto a leucaena. En el tiempo de muestreo, se observo que a los 120 dias

aumentd 17% la altura con respecto a los 60 dias.

Para los efectos de las interacciones dobles en el Cuadro 6, se muestra que la
interaccion especie de planta*tiempo de muestreo, el valor mas alto (41.5 cm) lo
obtuvo mucuna a los 120 dias, siendo cinco veces mas alta que
leucaenaleucaena a los 60 dias que present6 el valor méas bajo (8.15 cm). En la
interaccidn concentracion de petroleo crudo*tiempo de muestreo se observé
gue conforme aumenta la concentracion de hidrocarburo, disminuye la altura
para las dos especies estudiadas. También se mostr6 que en ausencia de
petroleo crudo a los 120 dias, se presento el valor mas alto (59.6 cm) y el valor
menos favorecido (9.4 cm) estuvo a los 35 000 mg kg™ de hidrocarburo a los 60
dias, inferior en un 84% con respecto al valor mas alto. En la interaccion
concentracion de petréleo crudo*especie de planta, se observé que el valor méas
alto de altura lo present6 el tratamiento sin hidrocarburo sembrado con mucuna
(73.1 cm), siendo superior casi 17 veces que el tratamiento menos desarrollado

(4.35 cm) que se presenté en la concentracién de 50 000 mg kg™ con leucaena.

Al respecto Rivera et al. (2005) demostraron que la planta de guaje (Leucaena
sp.) fue menos sensible que las leguminosas zarsa y dormilona a la exposicion
de petréleo crudo a concentracién de 150 000 mg kg™, ya que sobrevivié a su
efecto y crecid un poco al pasar de 8 a 13cm después de 120 dias de
exposicion. Resultados similares fueron observados en la presente
investigaciéon, en donde se encontr6 que la planta sobrevivio a las
concentraciones de petrdleo crudo empleadas, y ademas aumenté poco mas
del 50% al pasar de 60 a 120 dias.
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Cuadro 6. Medias de altura (cm) de L. leucocephala y M. pruriens (PTA) a diferentes
concentraciones de petréleo crudo (HB), tiempo de muestreo (TPO), y las interacciones especie
de planta*tiempo de muestreo (IPT), interaccién concentracion de hidrocarburo*tiempo de
muestreo (IHT), interaccién concentracion de hidrocarburo*especie de planta (IHP).||||l|

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™  Media® PTA” Media®> TPO" Media®> IPT" Media® IHT" Media® IHP”  Media”
0 47.82a MU 384la 60D 21.19b MU60 3567b 060D  40.47b OLE 18.35¢
10000 37.39b LE 9.09b 120D 24.89a MU120 41.48a 01200 59.58a OMU 73.09 a
25000 11.37c LE6O  8.15c 1060D 31.6c¢ 10LE  11.71de
35000 10.32¢ LE120 10.14c 10120D 44b 10MU  66.72b
50000 10.27 ¢ 2560D 11.27d 25LE  7.72ef

25120D 11.49d 25MU 15.54 cd
3560D 9.37d 35LE 5.66 ef
351200 11.27d 35MU 16.53 cd
5060D 10.41d 50LE 4.35f
50120D 10.15d 50MU 17.04 cd

* ¥ »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son
estadisticamente diferentes. MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Ferrera et al. (2007) encontraron que la presencia de 50 000 mg kg™ de
combustéleo en planta redujo significativamente la altura de la planta de
Phaseolus coccineus. Resultados similares se obtuvieron para mucuna, que
redujo un 40%, y para leucaena, con reduccion del 84%. Condicién debida a
qgue la planta no obtiene suficiente agua y nutrimentos del suelo, lo que hace
que se perjudique su desarrollo. Resultados similares aporté Diaz (2012) en
Casuarina equisetifolia y Zavala et al. (2005), quienes en cultivo de pastos
encontraron diferencias significativas en la altura de planta cuando el suelo

presentd una concentracion alta de petroleo.

Sin embargo se mostro discrepancia con los resultados obtenidos por Nie et al.
(2011), quienes presentaron correlaciones positivas entre el crecimiento de
planta y la concentracion de hidrocarburo, la discrepancia, probablemente se
deba a que el tiempo de evaluacion fue reducido y la planta se beneficio por el
carbono presente en los hidrocarburos, mientras no tuvo problemas de nutricién

ni drenaje.
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En este trabajo se observa que la especie con mayor altura de planta fue
mucuna ya que en todos los tratamientos fue superior a lo mostrado por
leucaena. Contrario a lo que sucedié en la raiz, la altura de planta siguié
aumentando conforme paso el tiempo, sin embargo si se vio afectada, por tener
menor incremento en el tamafio, presentd diferencias significativas en la
reduccién de altura a partir de la concentracion de 25 000 mg kg™ y ademaés
tuvo el mismo comportamiento en las dos concentraciones superiores (35 000 y
50 000 mg kg?). Leucaena también presenté diferencias significativas con
respecto al testigo a la concentracién de 25 000 mg kg™ de petréleo crudo
(Figura 16).

kd 60 DDT k4120 DDT

OLE 0MU 10000 LE 10000 25000LE 25000 35000LE 35000 50000 LE 50000
MU MU MU MU

Figura 16. Altura de planta expresada (cm) por las especies mucuna y leucaena a distintas
concentraciones de petrdleo crudo a los 60 y 120 dias.

2.2. Areafoliar

Los resultados obtenidos en la variable area foliar, presentan homogeneidad de

varianza, y valor de 0.162 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

En términos generales y estadisticos, se observd que conforme aumentod la
concentracion de hidrocarburo en el suelo, el area foliar (AF) en planta
disminuy6 hasta casi un 50% en la concentracion mas alta comparado con el

testigo. En el efecto especie de planta, se observd que mucuna produjo siete
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veces mas area foliar que leucaena, debido a que la primera tiene un desarrollo
mas rapido por ser de consistencia herbacea. En el factor tiempo de muestreo
se observo que a los 60 dias hubo mayor desarrollo de area foliar, lo que
produjo diferencia significativa en comparacion con los 120 dias. Dicho
comportamiento se debié a que, para el segundo tiempo de muestreo, mucuna
habia sufrido defoliacion debido al estrés que le causo la inundacién de las

raices (antes mencionado).

En la interaccién especie de planta*tiempo de muestreo, mucuna a los 60 dias
fue la especie que presento el valor més alto (367.09 cm?), superior siete veces
que el valor mas bajo que fue con leucaena a los 60 dias (33.77 cm?). En la
interaccidn concentracion de petréleo crudo*tiempo de muestreo, se tuvo que el
més alto valor (271.53 cm?) de AF lo present6 el suelo sin hidrocarburo a los 60
dias mientras que el valor mas bajo (48.01 cm?) estuvo a 50 000 mg kg™ a los
120 dias, siendo inferior casi seis veces que el valor mas alto presentado. En la
interaccidn concentracion de petréleo crudo*especie de planta, se observé que
el valor méas alto (341.21 cm?) se obtuvo en suelo sin hidrocarburo y mucuna
mientras que el valor mas bajo (7.52 cm?) lo tuvo leucaena en la concentracion

mas alta (Cuadro 7).

El area foliar es un parametro con el que se mide la cobertura en hojas que
tiene la planta y de forma indirecta indica la eficiencia que tiene la planta para

aprovechar la luz solar y por lo tanto realizar fotosintesis.
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Cuadro 7. Medias de area foliar (sz) de leucaena y mucuna (PTA) a diferentes
concentraciones de petréleo crudo (HB), tiempo de muestreo (TPO), y las interacciones especie
de planta*tiempo de muestreo (IPT), interaccién concentracion de hidrocarburo*tiempo de
muestreo (IHT), interaccion concentracion de hidrocarburo*especie de planta (IHP).

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™  Media®> PTA” Media® TPO™ Media® IPT™ Media® IHT™ Media® IHP™ Media®

0 21052a MU 276.38a 60D 186.99a MU60 367.09a 060D 27153 a OLE 101.62d
10000 203.66a LE 38.33b 120D 10457b MU120 17357b 0120D 137.32cd OMU 341.21ab

25000 101.4b LEGO 33.77¢c 1060D 223.92ab  10LE 49.40 de
35000 110.36b LE120 43.69c 10120D 180.51 bc 10MU 379.97 a
50000 129.75b 2560D 114.24de  25LE 27.96e

25120D 88.56 def 25MU 174.85c
3560D 145.91cd 35LE 19.69e
35120D 69.74 ef 35MU 213.98 ¢
5060D 191.06 bc 50LE 7.52e
50120D 48.01f 50MU 292.74 b

¥ ¥* »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comin son
estadisticamente diferentes. MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Bramley et al. (2014) encontraron que no hubo diferencia significativa a los 60
dias entre las diferentes concentraciones de hidrocarburo (0, 1000, 5000, 10
000, 20 000 y 40 000 mg kg™) en Poa foliosa, pero después de los 120 dias el
area foliar presenté decremento con respecto al testigo en concentraciones de
20 000 y 40 000 mg kg™ de hidrocarburo. Este comportamiento fue superior a lo
que presento la especie mucuna, que tuvo diferencias significativas a partir de
10 000 mg kg* de petréleo crudo. Por su parte, leucaena mostré6 un
comportamiento superior, ya que las diferencias significativas se mostraron

hasta la concentracién de 50 000 mg kg™ de petréleo crudo.

Se observdé que los mas altos valores los presenta mucuna, mostrando
diferencias significativas en todas las concentraciones de hidrocarburo
estudiadas con respecto al testigo. También se noté que ésta misma especie a
concentraciones de 25 000, 35 000 y 50 000 mg kg™* no tuvo diferencias
estadisticas significativas. Mientras que leucaena si mostré diferencias

significativas a partir de la concentracion de 25 000 mg kg™*. En mucuna
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nuevamente se reflejé el estrés causado por la falta de drenaje en las macetas
y presentd decrementos en todas las concentraciones estudiadas, mientras que
leucaena solo presenté defoliacién en la concentracién de 50 000 mg kg™
(Figura 17).
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Figura 17. Area foliar (cm2) por las especies M. pruriens y L. leucocephala a distintas
concentraciones de petréleo crudo a los 60 y 120 dias.

2.3. Longitud de raiz

Los resultados obtenidos en la variable longitud de raiz, presentan
homogeneidad de varianza, y valor de 0.610 en la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk.

La longitud de raiz disminuyo significativamente conforme aumentd la
concentracion de hidrocarburo en suelo, mostrando reduccion de casi el 60% en
la concentracién méas alta (50 000 mg kg') con respecto al testigo. Las
diferencias significativas en la reduccion de longitud de raiz se dieron a partir de
25 000 mg kg™. Mucuna tuvo el mayor crecimiento de raiz, y mostré diferencias

significativas con respecto a leucaena.
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En las interacciones especie de planta*tiempo de muestreo (IPT) se observo
que a los 60 dias, mucuna presentd 42% mas desarrollo en comparacion con el
valor minimo que fue el de leucaena a los 60 dias. La interaccion concentracion
de hidrocarburo*tiempo de muestreo (IHT) mostro que a los 60 dias sin petrdleo
crudo hubo un 70% mas crecimiento comparado con el valor mas bajo que fue
a los 120 dias a 50 000 mg kg®. En la interaccién concentracién de
hidrocarburo*especie de planta (IHP), el mayor crecimiento se dio en ausencia
de hidrocarburo con leucaena, con un 69% mas crecimiento de raiz comparado
con el tratamiento mas bajo, que fue a 50 000 mg kg™ a los 60 dias después de
haber establecido el experimento (Cuadro 8).

Cuadro 8. Medias de longitud de raiz de Leucaena y Mucuna (PTA) a diferentes
concentraciones de petroéleo crudo (HB), tiempo de muestreo (TPO), y las interacciones especie
de planta*tiempo de muestreo (IPT), interaccién concentracion de hidrocarburo*tiempo de
muestreo (IHT), interaccion concentracion de hidrocarburo*especie de planta (IHP).

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™  Media® PTA" Media® TPO” Media® IPT"  Media’ IHT™ Media® IHP™  Media®
0 2256a MU 19.05a 60D 17.006a MU60 21.18a 060D  23.063a OLE 23.82a
10000 21.32a LE 14.179b 120D 16.262a MU120 16.81b 0120D 21.88ab OMU 21.61ab
25000 16.95b LE60  12.83c 1060D 20.83ab 10LE 17.17 bc
35000 13.53b LE120 15.68bc 10120D 21.8ab 10MU 25.46a
50000 9.15¢ 2560D 17.03bc 25LE  13.87 cd

25120D 16.88bc 25MU  20.025 ab
3560D 12.94c 35LE  11.12de
35120D 14.14c 35MU  15.95 bed
5060D 11.17cd 50LE 7.31e
50120D 6.83d 50MU  11.24 de

¥ ¥* »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son
estadisticamente diferentes. MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Merkl et al. (2004) encontraron que la presencia de petrdleo crudo en suelo
provoca diferencias significativas en el crecimiento de raiz de B. brizantha, P.
maximun, C. mucunoides, C. brasilianum, M. orthocarpa, M. carporum y S.
capitata. Coincidiendo con lo encontrado en la presente investigacion, que a
concentraciones superiores a los 10 000 mg kg, hubo diferencias significativas

con respecto al testigo sin hidrocarburo. Esto se debe a que la presencia de

50



hidrocarburos en suelo, causa que los suelos se conglomeren en terrones
compactados con hidrocarburo, lo que crea una fuerte resistencia a la ruptura
(Pérez et al., 2006), y limita el crecimiento de las raices. También causa
guemaduras en las zonas de contacto de las raices por el aumento de

temperatura que causa el hidrocarburo.

Al respecto Diaz (2012) demostré que en concentraciones de diesel de 3 000,
5000, 7 500 y 10 000 mg kg™ se redujeron 65, 63 y 78% la longitud de raiz de
C. equisetifolia con respecto al testigo. Diferente a lo que se observé en el
presente trabajo, donde la reduccion de longitud de raiz con respecto al testigo
fue menos marcada, ya que solo se redujo en 5.5% a 10 000 mg kg™. Esto se
debe a que como se cita en la literatura, el diesel es més téxico que el petréleo
crudo, por estar compuesto por un mayor niamero de hidrocarburos arométicos,
condicion que también puede estar relacionada con el hecho de que C.

equisetifolia es mas susceptible a los hidrocarburos que mucuna y leucaena.

Comparado con leucaena, mucuna fue la especie que tuvo los valores mas
altos en longitud de raiz en todas las concentraciones de hidrocarburo
evaluadas. De igual manera se observd que al aumentar la concentracion de

hidrocarburo, el crecimiento de raiz tiende a bajar (Figura 18).
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Figura 18. Longitud de raiz de las especies M. pruriens y L. leucephala a diferenctes
concentraciones de petréleo crudo a los 60 y 120 dias después de trasplante.

La planta mucuna mostré diferencias significativas con respecto al testigo a
partir de los 35 000 mg kg™, mientras que leucaena tuvo dichas diferencias en
concentraciones a partir de 10 000 mg kg™, lo que mostré6 que mucuna fue
superior en crecimiento de raiz, mostrando una reduccion del 35% en la
concentracién mas alta evaluada (50000 mg kg™) con respecto al testigo,
mientras que a esa misma concentracion, leucaena redujo el crecimiento de

raiz en casi 72% con respecto al testigo.

En la Figura 18 se aprecia que leucaena aumentd su crecimiento de raiz
conforme transcurre el tiempo (de 60 a 120 dias) en cada una de las
concentraciones de petréleo crudo empleadas. En contraste con mucuna que
disminuyo el crecimiento de raiz conforme paso el tiempo, debido a que durante
los primeros 60 dias la raiz de mucuna, crecid vigorosamente, mientras que la
de leucaena crecid6 mas lento. Al paso del tiempo hubo problema por el uso de
macetas sin drenaje, porque el agua se acumulé en el fondo y saturo el suelo,
lo que causO que las raices de mucuna sufrieran asfixia y se pudrieran,
mientras que las de leucaena al no haber explorado la zona de saturacién, no

presentaron este problema.

52



En relacion a esta situacion, Njoku et al. (2009) afirman que la contaminacion
por petréleo crudo en el suelo provoca entre otras cosas baja permeabilidad y
baja infiltraciébn de agua (Hutchinson et al., 2001; Andrade et al., 2004). Estas
condiciones pueden provocar la acumulacién de agua sobre la superficie del
suelo y sequia artificial en la capa subsuperficial. Esto puede relacionarse con
la dificultad que tiene las raices para absorber agua y nutrientes de los suelos
contaminados con petroleo crudo. El crecimiento de las raices de las plantas,
ayuda a que se formen poros en la capa subsuperficial del suelo y que de esta
manera se pueda aumentar la infiltracion del agua en los suelos contaminados
con petroleo crudo. También aumenta la aireacion del suelo, lo que hace
posible que se puedan llevar a cabo procesos bacterianos en presencia de

oxigeno, y esto reduce la cantidad de petréleo crudo en el suelo.
2.4. Volumen radicular

Los resultados obtenidos en la variable volumen radicular, presentan
homogeneidad de varianza, y valor de 0.140 en la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk.

Se observdO que el volumen radicular disminuyé conforme aumento la
concentracion de petroleo crudo, y se presentaron diferencias significativas
absolutas a partir de la concentracién de 25 000 mg kg™ con reduccién de 45%
a 50 000 mg kg™ con respecto al testigo. Mucuna presenté el mayor volumen
radicular. En el tiempo de muestreo, se mostré que contrario a lo que se debia
presentar, el volumen radicular disminuyé en casi un 50% a los 120 con
respecto a los 60 dias después de haber establecido el experimento. Esto se
debié a que las raices de mucuna estuvieron expuestas a condiciones de

saturacién de agua.

En la interaccion especie de planta*tiempo de muestreo, se observé que el valor
mas alto se tuvo con mucuna a los 60 dias, superior en un 89% con respecto a

leucaena a los 60 dias (menor valor). En la interaccion concentracion de
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petréleo crudo*tiempo de muestreo, la mayor acumulacion de volumen
radicular, se dio en suelo sin hidrocarburo a los 60 dias, 78% superior al
tratamiento con 50 000 mg kg™ a los 120 dias. En la interaccién concentracion
de petroleo crudo*planta, el valor mas alto de volumen radicular se presenté a
10 000 mg kg™ con mucuna, siendo superior que leucaena a 50 000 mg kg™ en
94%. En la interaccion concentracion de hidrocarburo*especie de planta, se
mostré que el valor mas bajo estuvo a 50 000 mg kg™ con leucaena, mientras

que el valor mas alto estuvo en 10 000 mg kg™ con mucuna (Cuadro 9).

Cuadro 9. Medias de volumen radicular de Leucaena y Mucuna (PTA) a diferentes
concentraciones de petroleo crudo (HB), tiempo de muestreo (TPO), y las interacciones especie
de planta*tiempo de muestreo (IPT), interaccidon concentracentracion de hidrocarburo*tiempo de
muestreo (IHT), interaccion concentracion de hidrocarburo*especie de planta (IHP).

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™ Media® PTA” Media> TPO™ Media®> IPT~  Media® IHT Media® IHP™  Media*

0 684a MU 8.57a 60D 6.60a MUG6O 12.39a 060D 7.97 a OLE 36¢c

10000 6.15ab LE 1.64b 120D 3.47b MU120 4.93b 0120D 5.02de OMU 9.6l1la
25000 5.10b LEGO 1.38c 1060D 7.3ab 10LE 2.53cd
35000 3.82c LE120 1.92c 10120D 5.15cde 10MU 10.3a
50000 3.8¢ 2560D 6.92abc 25LE 1.024de

25120D 3.44 ef 25MU 9.69a
3560D 5.07cde 35LE 0.99 de
35120D 2.568 f 35MU  6.73Db
5060D 5.84bcd 50LE 0.6le
50120D 1.76f 50MU 6.99b

* ** »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son
estadisticamente diferentes. MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Los resultados obtenidos son muy parecidos a los que se muestran en el
apartado anterior. Se observo que mucuna tuvo el mejor comportamiento en
volumen radicular, a pesar de que tuvo el problema derivado de la saturacién
del suelo con el agua de riego. En el Cuadro 9, se presentan valores mas altos
en el volumen radicular a los 60 dias, debido a la influencia de mucuna sobre

esta variable, sin embargo leucaena aumento a los 120 dias.
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Al respecto Peng et al. (2009) encontraron que el volumen radicular se redujo
significativamente conforme aument6 la concentracion de petroleo crudo en
suelo (hasta 5 000 mg kg™') evaluado en especies ornamentales (Dianthus
chinensis, Rudbeckia hybrida, Coriopsis grandifora, Lavatera arborea,
Orychophragmus violase y Portulaca oleracea). Dichos resultados son similares
a los de la presente investigacion, donde se encontré que la concentracion de
petréleo crudo reduce significativamente la variable evaluada. Sin embargo,
esta reduccion fue significativa a concentraciones superiores a 10 000 mg kg™,
lo que demostr6 que mucuna y leucaena tienen mejores atributos para
adaptarse a la presencia de hidrocarburo en el suelo, superior que D. chinensis,
R. hybrida, C. grandifora, L. arborea, O. violase y P. oleracea. Esto se debe a
qgue las raices en presencia de hidrocarburo, suelen sufrir alteraciones en su
desarrollo, que involucra la quemadura de las mismas debido al aumento de la
temperatura del suelo en el que se desarrollan, y a la dificultad para penetrar en
los terrones compactados por la presencia del petrdleo (Pérez et al., 2006).

Se observa en la Figura 19 que la presencia de petréleo crudo en el suelo,
disminuy6 el volumen radicular en las dos especies evaluadas, se observo que
para leucaena no hay diferencias significativas en la reduccién a los 10 000 mg
kg™ de petréleo crudo, mientras que en mucuna las diferencias se presentan a
partir de 35 000 mg kg*. Lo anterior indica que mucuna tiene el mejor
comportamiento, debido sobre todo a que la especie que tiene un crecimiento
mas rapido y agresivo que leucaena, que al ser una especie arbustiva, lefiosa y

perenne tiene un crecimiento mas lento.
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Figura 19. Volumen radicular (cm3) expresado por las especies mucuna y leucaena a distintas
concentraciones de petréleo crudo a los 60 y 120 dias.

2.5. Nodulacién

Los ndédulos rizosféricos, son las estructuras en las cuales se encuentran las
bacterias fijadoras de nitrégeno del género Rhizobium para poder llevar a cabo

la fijacion de dicho nutrimento.

En la presente investigacion, se observd que a los 60 dias mucuna solo
present6 nédulos hasta la concentracion de 10 000 mg kg™, pero no presenté a
concentraciones superiores. Por su parte, leucaena presenté nodulos en todas
las concentraciones de petrdleo crudo evaluadas. En el segundo muestreo, se
observé que la presencia de nédulos en mucuna ocurrié hasta la concentracion
de 35 000 mg kg™ de hidrocarburo, mientras leucaena presenté nuevamente

noédulos en todas las concentraciones de hidrocarburo probadas (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Presencia (P) o ausencia (A) de nodulos rizosféricos en diferentes concentraciones
de petréleo crudo (HIDRO) con las plantas Mucuna y Leucaena (PTA) a los tiempos de
muestreo (TPO) 60 y 120 dias.

HIDRO PTA TPO NODULOS HIDRO PTA TPO NODULOS

0 MU 60 P 0 MU 120 P
10000 MU 60 P 10000 MU 120 P
25000 MU 60 A 25000 MU 120 P
35000 MU 60 A 35000 MU 120 A
50000 MU 60 A 50000 MU 120 A

0 LE 60 P 0 LE 120 P
10000 LE 60 P 10000 LE 120 P
25000 LE 60 P 25000 LE 120 P
35000 LE 60 P 35000 LE 120 P
50000 LE 60 P 50000 LE 120 P

Al respecto Rivera et al. (2005), encontraron que la nodulacion fue la variable
mas afectada por el petrdleo crudo para cuatro leguminosas tras la exposicion
durante 120 y 150 dias después de siembra. Los indices relativos de
fitotoxicidad de chipilin silvestre, dormilona y zarza fueron mayores en los tres
suelos mas contaminados con petroleo nuevo (50 000, 100 000 y 1500 00
mg-kg? HTP), mientras que en el suelo con petrdleo intemperizado (79
457mg-kg™® HTP), la nodulacién fue completamente inhibida. Estos resultados
son acordes a lo observado en la presente investigacion por parte de leucaena,
ya gue hasta la concentracion mas alta de hidrocarburo evaluada (50 000 mg
kg'), hubo presencia de nodulacién a los 120 dias de exposicion al
contaminante, mientras que mucuna no logr6 formar nodulos en
concentraciones de 35 000 y 50 000 mg kg™. Esto sugiere que mucuna puede
ser utilizada para indicar presencia de hidrocarburos en concentraciones
superiores a los 35 000 mg kg™ de petréleo crudo, ya que la formacién de
nodulos puede ser un indicador confiable utilizado en la evaluacion

ecotoxicoldgica de suelos contaminados (Rivera et al., 2005).

Lo anterior refleja que leucaena es menos susceptible a la presencia de

petréleo crudo a los 60 dias, mientras que a los 120 dias tiene el mismo
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comportamiento que mucuna, probablemente debido a que la reduccién del

hidrocarburo en suelo al segundo muestreo permitié la formacién de nédulos.
2.6. Biomasa aérea

Los resultados obtenidos en la variable biomasa aérea, presentan
homogeneidad de varianza, y valor de 0.190 en la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk.

Se observo una tendencia a disminuir la biomasa aérea conforme se aumento
la concentracién de petréleo crudo (Cuadroll). Se encontré un decremento del
60% a 35 000 mg kg™ con respecto al testigo, aunque no existié diferencia
estadistica significativa con la de 50 000 mg kg™*. También se observé que
mucuna produjo (1.26 g) mas de cuatro veces lo que produjo leucaena (0.29 g).
El tiempo de muestreo en el que se produjo la mayor cantidad de biomasa fue a

los 120 dias fue 2.3 veces superior a lo que se produjo a los 60 dias.

En la interaccion especie de planta*tiempo de muestreo, se observé que el
mayor valor (1.76 g) lo presenté mucuna a los 120 dias y el valor mas bajo
(0.145) lo mostro leucaena a los 60 dias. En la interaccién concentracion de
petroleo crudo*tiempo de muestreo, el valor més alto (2.10 g) fue en ausencia
de petréleo crudo a los 120 dias de muestreo, mientras que los valores mas
bajos (0.3 y 0.36 g) se presentaron en las concentraciones de 35 000 y 50 000
mg kg™ a los 60 dias, lo que mostré disminucién del 86% con respecto al testigo
a los 120 dias. En la interaccién concentracion de petréleo crudo*especie de
planta, el valor mas alto de biomasa aérea (1.71 g) se dio con mucuna a 10 000
mg kg, mientras que la menor acumulacién de biomasa aérea (0.14 g) se dio
en la concentracion de 35 000 mg kg™* con leucaena que mostré una

disminucién del 92% con respecto al valor mas alto registrado.
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Cuadro 11. Medias de biomasa aérea (g) de Leucaena y Mucuna (PTA) a diferentes
concentraciones de petréleo crudo (HB), tiempo de muestreo (TPO), y las interacciones especie
de planta*tiempo de muestreo (IPT), interaccion concentracién de hidrocarburo*tiempo de
muestreo (IHT) y concentracion de hidrocarburo*especie de planta (IHP).

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™ Media> PTA” Media> TPO~ Media> IPT Media> IHT  Media> IHP™ Media*
0 1.21a MU 1.26a 60 D 0.465b MU6O 0.821b 060D 0.651c OLE 0.748 d

10000 1.03b LE 0.29b 120D 1.07a MU120 1.76a 0120D 2.10a OMU 1.60a
25000 0.57¢c LE6O 0.145d 1060D 0.616c 10LE 0.442 e
35000 0.48d LE120 0.454c 101200 1.40b 10MU 1.71a
50000 0.51cd 2560D 0.403d 25LE 0.171f

25120D 0.73c¢  25MU  1.09b
3560D 0.300d 35LE 0.14f
351200 0.713c 35MU 0.93c
5060D 0.365d 50LE 0.687 f
501200 0.654c 50MU 0.95c

* ¥ »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son
estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Zavala et al. (2005) observaron que a concentraciones inferiores a los 15 000
mg kg™ de petréleo crudo en suelo se nota un efecto positivo en la adaptacion
de los pastos Aleman y Egipto: ambas especies mostraron adaptacién a los
suelos con moderada concentracion de petroleo crudo incrementando la
cantidad de biomasa de 3.74 a 5.86 g en pasto Egipto (sin hidrocarburo y con
concentracion moderada respectivamente) y de 0.83 a 2.33 g en pasto Aleman.,
Este comportamiento es parecido al observado en las especies mucuna y
leucaena, ya que ambas especies no presentan diferencias significativas en la
concentracién de 10 000 mg kg™ con respecto a tratamiento sin hidrocarburo. El
comportamiento anterior muestra que las especies tienen un buen desempefio
para adaptarse a concentraciones de petrdleo crudo moderadas, situandolas al
mismo nivel que las gramineas. Resultado superior a lo que reportaron Meng et
al. (2011), quienes encontraron al trébol blanco (leguminosa) por debajo de ray
gras y apio, que por cuestiones adaptativas, se conoce que raygras presenta
mayores aptitudes ante la presencia de hidrocarburo en suelo.
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Al respecto, Sanchez et al. (2004) encontraron que la mayor produccion de
biomasa vegetal ocurri6 en el testigo, lo que mostré6 que la presencia de
hidrocarburo disminuia la cantidad de biomasa formada durante el periodo del
experimento, comportamiento similar a lo encontrado en la presente

investigacién a concentraciones menores a 25 000 mg kg™.

Se not6é que mucuna fue la especie que concentrd6 mayor cantidad de biomasa
aérea en todas las concentraciones de petroleo crudo y en los dos tiempos de
muestreo, presentando diferencias significativas desde los 10 000 mg kg™. De
igual manera, leucaena mostré el mismo comportamiento, pero fue inferior a

mucuna (Figura 20).
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Figura 20. Biomasa seca de parte aérea (g) por las especies mucuna y leucaena a distintas
concentraciones de petréleo crudo a los 60 y 120 dias.

2.7. Biomasade raiz
Los resultados obtenidos en la variable biomasa de raiz, presentan

homogeneidad de varianza, y valor de 0.184 en la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk.

Los resultados mostraron que al aumentar la concentracion de petrdleo crudo

en suelo, disminuyé la biomasa de raiz. A 50 000 mg kg™ de petréleo crudo, el
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peso seco de la raiz se redujo 73% con respecto al testigo. De igual manera los
resultados mostraron diferencias significativas entre la especie de planta
utilizada: mucuna tuvo la mayor acumulacién de biomasa de raiz, superior 3.5
veces a leucaena. El tiempo al que se present6 el valor més alto de biomasa de
raiz fue a los 60 dias (0.85 g), mostrando diferencias significativas con los 120
dias (0.55 Q).

En la interaccion especie de planta*tiempo de muestreo se observé que el valor
mas alto lo tuvo mucuna a los 60 dias (1.47 g), mientras que el mas bajo lo tuvo
leucaena a los 60 dias (0.23 g), valor casi seis veces inferior con respecto al
mas alto. En la interaccion concentracion de petréleo crudo*tiempo de
muestreo, el valor mas alto lo tuvo el tratamiento en ausencia de hidrocarburo a
los 60 dias (1.56 @), casi siete veces superior al tratamiento con menor
acumulacion de biomasa de raiz que se presentd en la concentracién de 50 000
mg kg™ de petréleo crudo a los 120 dias (0.23 g). La interaccién concentracion
de petréleo crudo*planta mostré el valor mas alto en ausencia de hidrocarburo
en suelo con mucuna, (1.67 g), mientras que el valor mas bajo fue a 50 000 mg
kg™ con de leucaena (0.07 g) con reduccién en la biomasa de raiz de casi 24

veces con respecto al valor mas alto (Cuadro 12).

Al respecto Zavala et al. (2005) encontraron que a concentraciones inferiores a
los 15 000 mg kg™ de petréleo en suelo, hubo efecto positivo en la adaptacién
de los pastos Aleman y Egipto, incrementando la cantidad de biomasa de 0.83 a
2.23 g en pasto Egipto (sin hidrocarburo y a 15 000 mg kg™ respectivamente) y
de 30.13 a 5.86 g en pasto Aleman. Estos resultados difieren a los de la
presente investigacion, ya que a partir de la concentracion de hidrocarburo mas
baja (10 000 mg kg™') se observaron diferencias significativas en las dos
especies evaluadas. Lo anterior puede atribuirse a que las especies de
legumiosas generalmente tienen mayor sensibilidad a la presencia de

hidrocarburo en suelo (Rivera et al., 2005).

61



Cuadro 12. Medias de biomasa de raiz (g) de Leucaena y Mucuna (PTA) a diferentes
concentraciones de petréleo crudo (HB), tiempo de muestreo (TPO), y las interacciones especie
de planta*tiempo de muestreo (IPT), interaccion concentracién de hidrocarburo*tiempo de
muestreo (IHT) y concentracion de hidrocarburo*especie de planta (IHP).

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™ Media> PTA” Media> TPO~ Media> IPT Media> IHT  Media® IHP™ Media®
0 1.34a MU 1.08 a 60 D 0.849a MU60 1.472a 060D 1.564 a OLE 0.898 ¢

10000 0.882b LE 0.31b 120D 0.549b MU120 0.710b 0120D 1.042b OMU 1.6715a
25000 0.487c LE6O 0.259c 1060D 0.926b 10LE  0.468d
35000 0.491c LE120 0.373c 10120D 0.838bc 10MU 1.296b
50000 0.368c 2560D 0.551de 25LE 0.169e

25120D 0.422 def 25MU 0.805c
3560D 0.643cd 35LE 0.108e
35120D 0.339ef 35MU 0.874c
5060D 0.524de 50LE 0.07e

50120D 0.231f 50MU 0.709c

¥ ¥* »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son
estadisticamente diferentes. MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Se observa en la Figura 21 que conforme aumenta el tiempo de cultivo,
incrementa la biomasa de raiz en todas las concentraciones de hidrocarburo
estudiadas en leucaena, mientras que para mucuna se presentd el caso
contrario, ya que conforme se pas6 de los 60 a los 120 dias, se redujo la
cantidad de biomasa de raiz. Esto se debi6 a que la raiz de la planta de mucuna
estuvo expuesta a condiciones de saturacion en suelo, lo que provoco hipoxia

de raiz y su posterior muerte.

Con respecto al tiempo de exposicion de la planta al hidrocarburo Huang et al.
(2003) reportaron que de los 90 a 120 dias es cuando se recomienda
fitorremediacion, ya que es cuando las raices de Festuca arundinacia acumula
la suficiente biomasa en la raiz para poderla llevar a cabo. Los resultados
obtenidos sobre las especies estudiadas en la presente investigacion mostraron
que para leucaena el aumento en la biomasa de raiz no fue significativo al
pasar de 60 a 120 dias, lo que sugiere que la fitorremediacion se recomienda

hasta los 60 dias, sin poder sugerir lo mismo de mucuna, ya que el
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comportamiento estuvo afectado por condiciones ambientales adversas al
desarrollo de raiz.
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Figura 21. Biomasa de raiz (g) por las especies mucuna y leucaena a distintas concentraciones
de petrdleo crudo a los 60 y 120 dias.

2.8. Biomasa total

Los resultados obtenidos en la variable biomasa total, presentan homogeneidad

de varianza, y valor de 0.113 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Los datos obtenidos muestran que al aumentar la concentracién de petréleo
crudo en el suelo, disminuye la biomasa total de las especies, con esto se
muestra un decremento del 66% en la concentracion mas alta con respecto al
testigo sin hidrocarburo. Para el factor planta, se observdé que mucuna obtuvo
un valor superior (2.35 g) casi cuatro veces que leucaena (0.595). En el tiempo
de muestreo, se observo que la mejor biomasa total fue para mucuna a los 120
dias (1.66 g) y mostr6 diferencias significativas con la biomasa total a los 60
dias (1.34 g).

En la interaccion especie de planta*tiempo de muestreo el valor superior lo

expres6 mucuna a los 120 dias (2.42 g), seis veces superior que el menor valor
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con la especie leucaena (0.39 g) a los 60 dias. En la interaccion concentracion
de petroleo crudo*tiempo de muestreo se observé que el valor mas alto estuvo
en ausencia de petroleo crudo a los 120 dias (3.25 g), mientras que el valor
mas bajo fue en 50 000 mg kg™ a los 120 dias (0.765 g) con leucaena. En la
interaccién concentracion de petroleo crudo*especie de planta el valor mas alto
(3.45 g) estuvo en ausencia de hidrocarburo para mucuna, y fue 26 veces
superior con respecto al valor mas bajo (0.13 g), mostrado a 50 000 mg kg™ a

los 60 dias de establecido el experimento (Cuadro 13).

Cuadro 13. Medias de biomasa total de Leucaena y Mucuna (PTA) a diferentes concentraciones
de petroleo crudo (HB), tiempo de muestreo (TPO), y las interacciones especie de
planta*tiempo de muestreo (IPT), interaccién concentracion de hidrocarburo*tiempo de
muestreo (IHT) y concentracion de hidrocarburo*especie de planta (IHP).

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™ Media> PTA™ Media> TPO™ Media> IPT Media® IHT  Media® IHP™ Media®
0 264a MU 235a 60D 1.34b MU60 2.30a 060D 2.19b  OLE  1.56b

10000 1.96b LE 0.595b 120D 166a MU120 241a 01200 3.25a OMU 345a
25000 1.13 ¢ LE6O 0.39c 1060D 1.57c 10LE 093¢
35000 0.987c LE120 0.829b 10120D 2.36b 10MU 2.99a
50000 0.901c 2560D 0.973de 25LE 0.371d

25120D 1.292cd 25MU 1.89b
35600 0.94de 35LE 0.22d
351200 1.03de 35MU 1.75b
5060D 1.04de 50LE 0.131d
50120D 0.765e 50MU 1.67b

* ¥* »**=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comin son
estadisticamente diferentes. MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Al respecto Zavala et al. (2005) encontraron que a concentraciones inferiores a
los 15 000 mg kg* de petréleo en suelo se nota un efecto positivo en la
adaptacion de los pastos Aleman y Egipto, mostrando adaptacion a los suelos
con moderada concentracion de hidrocarburo. Mientras que se incrementd la
cantidad de biomasa en pasto Humidicola de 1.34 g (sin hidrocarburo) a 2.38 g
en concentracién moderada de hidrocarburo (15 000 mg kg™), mientras que en

pasto Aleman fue de 4.76 g a 7.93 g, y en pasto Egipto de 1.43 g a 4.38 g. Los
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resultados anteriores fueron similares a la presente investigacion; en la Figura
22 se observa que a 10 000 mg kg™t de petréleo crudo, no presentaron
diferencias significativas en ninguna de las dos especies estudiadas, por lo que
se puede decir que a concentraciones bajas de hidrocarburo en suelo éstas dos
especies se adaptan a la presencia de hidrocarburo en cuanto a la cantidad de
biomasa total formada.
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Figura 22. Biomasa total (g) por las especies mucuna y leucaena a distintas concentraciones de
petréleo crudo a los 60 y 120 dias.

Sanchez et al. (2004) mostraron que la mayor cantidad de materia seca en
pasto Aleman (Echinochloa polystachya) se presentd en el tratamiento testigo,
mientras que se redujo en 51% en la concentracién de 50 000 mg kg™ y 53% en
concentraciéon de 10 0000 mg kg™. Para el caso de mucuna se observa que la
reduccién de materia seca fue de 62% en la concentracién de 50 000 mg kg™
con respecto al testigo, mientras que para leucaena fue de 53%, lo que nos
hace ver que esta Ultima se comporta de forma muy similar a lo que tiene el

pasto Aleman en biomasa total acumulada.

Peng et al. (2009) encontraron que Mirabilis jalapa, no mostré reduccion

significativa en la biomasa con respecto al testigo a concentraciones de 5 000
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mg kg* de hidrocarburo, mientras que las especies Dianthus chinesnsis,
Rudbeckia hibrida, Coreopsis grandifolia, Lavatera arborea, Orychophiagmus
violacea y Portulaca grandiflora presentaron diferencias significativas cuando la
concentracién de hidrocarburo fue superior a 5 000 mg kg™. Este resultado fue
diferente a lo que se obtuvo en la presente investigacion, ya que en la presente
se observan reducciones significativas a partir de la concentracion de 25 000
mg kg de petréleo crudo, lo que indica que las especies mucuna y leucaena
presentan aptitudes de adaptacion a la presencia de petréleo crudo superior a

lo que expresaron las especies evaluadas por Peng et al. (2009).

Merkl et al. (2004) encontraron que la presencia de hidrocarburo en suelo
causaron una reduccién significativa en la biomasa total de las leguminosas
Calopogonium mucunoides, Centrosema brasilianum, Mimosa orthocarpa, M.
camporum, Estylosanthes capitata y Desmonium glabrum. Calopogonium
mucunoides presentd la produccion mas alta de biomasa total, con una
reduccién de solo el 19% en una concentracién de 30 000 kg™ (2.9 g) y de 27%
en una concentracién de 50 000 mg kg™ (2.7 g), con respecto al testigo (3.8 g),
a concentraciones de hidrocarburo de 30 000 y 50 000 mg kg™
respectivamente. Resultados similares a estos fueron reportados en la presente
investigacién, ya que como se muestra en la Figura 22, la biomasa total
presenta reducciones significativas conforme aumenta la concentracion de

petréleo crudo en el suelo.

Diaz (2012), mostrdé que la biomasa total de Casuarina equisetifolia se redujo
72% en concentracion de diesel de 1 000, 76% en 1 500, 71% en 5 000, 77%
en 7 500 y 83% en 10 000 mg kg™, informacién que mostré que las especies
estudiadas en presencia de petroleo crudo son superiores que C. equisetifolia,
ya que a concentraciones de 10 000 mg kg™ de hidrocarburo, se observé una
reduccion de 12% para mucuna y de 38% para leucaena. Esto muy

probablemente se deba a que el diesel por tener mayor cantidad de
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hidrocarburos arométicos es més toxico que el petréleo crudo (Hemalatha and
Veeramanikandan, 2011).

3. SUELO

3.1. Caracterizacion del suelo agroforestal empleado en la

investigacion.

El suelo empleado tuvo una textura arcillosa con estructura en bloques, su pH
(7.58) esta clasificado como medianamente alcalino, poco salino (conductividad
eléctrica de 2.71 dS m™), medio en materia organica (3.20 %), muy bajo en
nitrégeno inorganico (8.75 mg kg™), medio en fésforo (7.87 mg kg?), alto
contenido de potasio (294.25 mg kg™), y con alta fertilidad por la CIC reportada
(25.73 cmol(+) kg™ ). Segun la NOM-021-RECNAT-2000.

Con respecto a las caracteristicas presentadas del suelo, la que tiene la mayor
influencia sobre el comportamiento de los hidrocarburos en suelo es la arcilla
(63%), que se encuentra en altas cantidades en el suelo estudiado. Ortinez et
al. (2003) mencionan que el componente mas importante del suelo en relacién
con la persistencia de sustancias toxicas es la arcilla. La persistencia aumenta
cuanto mas pequefias son las particulas, debido a que aportan un area
superficial mayor para la adsorcion de los productos quimicos. Cuestién que
hace suponer que el suelo empleado tiene una alta tendencia a retener los

hidrocarburos.
3.2. Potencial de hidrégeno (pH)

Los resultados obtenidos para la variable pH, presentan homogeneidad de

varianza, y con un valor de 0.325 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Los resultados estadisticos obtenidos para la variable pH del suelo, muestran
qgue en el factor hidrocarburo, el tratamiento con mas alto valor (7.95) fue a 25

000 mg kg™, mientras que el tratamiento que no se adicioné hidrocarburo, tuvo
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el valor mas bajo mostrado (7.83) de pH. En el factor planta se observé que el
tratamiento sin planta fue el que presentd el valor mas bajo de pH (7.84),
mientras que en los tratamientos con presencia de planta aument6 hasta 7.93
para la especie leucaena. Con respecto al factor tiempo la variable aumenta de
7.86 (alos 60 dias) a 7.94 (a los 120 dias).

En la interaccion planta*tiempo de muestreo se observé el valor mas alto de pH
(7.97) fue con leucaena a los 120 dias y el menor valor (7.77) fue en ausencia
de especie vegetal a los 60 dias. En la interaccién hidrocarburo*tiempo de
muestreo, se observé que el valor méas alto de pH fue a 25 000 mg kg™ a los
120 dias (8.02) y el menor valor se present6 a la concentracion de 50 000 mg
kg' a los 60 dias (7.85). Por dltimo la interaccion doble de los factores
hidrocarburo*planta el valor mas alto estuvo en la concentracion de 25 000 mg
kg™ con leucaena, y el valor mas bajo se observé en la concentracién de 10 000
mg kg™ de hidrocarburo con leucaena (Cuadro 14).

Cuadro 14. Efectos de petréleo crudo mg kg-1 de suelo (HB), especie vegetal (PTA), tiempo de
muestreo (TPO), interaccion plata*tiempo de muestreo (IPT), interaccion hidrocarburo*tiempo
de muestreo (IHT) e interaccion hidrocarburo*planta (IHP) para la variable pH.

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HB™ Media®> PTA™ Media®> TPO™ Media® IPT" Media®> IHT ™ Media® IHP™ Media*

0 783c S/P 784b 60D 7.86b S/P60 7.78c 060D 7.79c OLE 7.98 ab
10000 7.90b MU 792a 120D 7.94a S/P120 791b 0120 7.87c OMU 7.96 abc

25000 7.95a LE 7.94 a MU60 790b 1060D 7.88c 0OS/P 7.58e
35000 7.94a MU120 7.94ab 10120D 7.91bc 10LE 7.87d
50000 7.89b LE6O 791b 2560D 7.88c 10MU 7.93 bcd

LE120 7.97a 25120D 8.02a 10S/P 7.89cd
3560D 7.92bc 25LE 8.03a

35120D 7.96ab 25MU 7.93 bcd

50120D 7.91bc 35LE 7.95 bcd
35MU  7.94 bed
35S/P  7.93 bed
50LE 7.88cd
50MU 7.86d
50S/P_ 7.92 bcd

¥ ¥* »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comdn son
estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.
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De acuerdo a los resultados presentados en el Cuadro 14, se sabe que la
existencia o introduccion de hidrocarburos en el suelo genera cambios
significativos en el pH del suelo. Los suelos con hidrocarburos, tienden a la
acidez, lo que se explica por la presencia de azufre en los hidrocarburos
incorporados al suelo. Sin embargo, en la presente investigacion se encontro la
condicién contraria, ya que el pH tendid6 a aumentar conforme aumentaba la

concentracion de hidrocarburo.

Es importante sefialar que el suelo que se utilizd en el presente trabajo, tuvo un
pH inicial de 7.58, valor menor a todos los tratamientos en los que se evaluo
dicha variable al final del experimento, es decir, que el suelo inicialmente tenia
un pH medianamente alcalino (NOM-021-RECNAT, 2000), no acido, como se

supone en los suelos que presentan hidrocarburo.

En el Cuadro 14, se observa que el valor final para ésta variable fue de 7.83 en
el suelo al que no se le incorporé petroleo crudo. Asi que el incremento al valor
del pH se debe al agua utilizada para el riego de las plantas, ya que incorporé
sales al suelo y esto hizo que el pH aumentara conforme pasaba el tiempo. Lo
anterior genero diferencias significativa entre el primer y segundo muestreo (60
y 120 dias), debido a que el tiempo de exposicion al agua de riego fue mayor
conforme se pasé de uno a otro tiempo de muestreo. También se observé que
la presencia de planta en suelo contaminado causa un cambio significativo en la

disminucién del pH.

Resultados similares a los presentados en esta investigacion, fueron reportados
por Njoku et al. (2009), quienes encontraron que la presencia de petréleo crudo
en suelo hace que se incremente el pH de los suelos presentando aumento de
5.0 a 5.97 en tratamiento sin hidrocarburo y 75,000 mg kg™ de petréleo crudo
respectivamente, y que la presencia de Glicine max en suelo con petréleo crudo
lo hizo méas alcalino. Es importante resaltar que la especie G. max es una

leguminosa, y por lo tanto comparte similitudes con las especies en cuestion,
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siendo similar a la fisiologia de la especie mucuna, por ser de crecimiento anual
y consistencia herbacea. Por otra parte, y contrario a lo registrado en la
presente investigacion, Ortinez et al., 2003, mencionan que la presencia de
hidrocarburos en suelo causa disminucién del pH debido a la acumulacién del

carbono organico, y a la acumulacién de acidos grasos orgénicos.

En la triple interaccion, la Figura 23 se muestra a) el comportamiento del factor
especie vegetal a los 60 dias, y en el inciso b) el comportamiento del factor

especie vegetal a los 120 dias.

Trujillo et al. (2012) mostraron que en el suelo testigo el pH es neutro y en el
restaurado (de suelo contaminado con petréleo crudo) es medianamente
alcalino. Comportamiento que se observo en la presente investigacion, donde el

pH tendié a aumentar conforme se traté al suelo con presencia de planta.

Aunque los cambios en la variable utilizada son pequefios (por tratarse de una
escala logaritmica), se presentan diferencias significativas entre los 30
tratamientos evaluados, que el pH menor lo presenta el tratamiento al que no se
le adicion6 hidrocarburo, en los dos tiempos de muestreo. En los tratamientos
en gue se adiciond hidrocarburo el pH aumento6 con respecto al valor del testigo
(7.58), presentando su valor maximo a la concentracién de 25 000 mg kg™ con

leucaena en los dos tiempos de muestreo.
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Figura 23. . Comportamiento del pH a diferentes concentraciones de hidrocarburo y bajo el
efecto de presencia o ausencia de planta a los 60 (a) y 120 (b) dias.

3.3. Conductividad eléctrica (CE)

Los resultados obtenidos para conductividad eléctrica, presentan
homogeneidad de varianza, y con un valor de 0.256 en la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk.

Los resultados obtenidos revelaron que conforme aumenté la concentracion de
petréleo crudo en suelo, la CE disminuyo hasta un 11% con respecto al testigo
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sin hidrocarburo. La presencia de planta disminuyd significativamente la
variable en cuestion, en un 11.5% para mucuna y 11% en leucaena. No hubo

variacion en el tiempo al pasar de 60 a 120 dias.

En la interaccion planta*tiempo de muestreo, se observd que el valor mas alto
estuvo en ausencia de planta a los 60 dias, siendo 21% superior al valor mas
bajo, que se present6 a los 60 dias con leucaena. En la interaccion
hidrocarburo*tiempo de muestreo el valor mas alto se presentd en ausencia de
petréleo crudo a los 60 dias, mientras que el mas bajo fue a concentracion de
35 000 mg kg™ con leucaena. En la interaccién hidrocarburo*planta, se observé
gue el valor superior fue en ausencia de hidrocarburo y planta, mientras que el

menor valor estuvo en ausencia de hidrocarburo con leucaena (Cuadro 15).

Cuadro 15. Efectos de concentracion de petréleo crudo mg kg-1 de suelo (HIDRO), especie
vegetal (PTA), tiempo de muestreo (TPO), interaccion plata*tiempo de muestreo (IPT),
interaccion hidrocarburo*tiempo de muestreo (IHT) e interaccién hidrocarburo*planta (IHP)
sobre la variable conductividad eléctrica (dS m'l)

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HIDRO™ Media® PTA™ Media® TPO™ Media® IPT™  Media® IHT Media® IHP™ Media®

0 267a S/P 262a 60D 242a S/P60 2.76a 060D 2.70 a OLE 211e
10000 2.44ab MU 232b 120D 2.44a S/P120 2.42b 0120D 2.63ab OMU 2.30 bcd

25000 2.32b LE 2.34Db MU60 2.31bc 1060D 2.45abc O0S/P 3.50a
35000 2.33b MU120 2.32bc 10120D 2.43abc 10LE 2.72Db
50000 2.38b LE6O 218c 2560D 2.30bc 10MU 2.21cd

LE120 2.52ab 25120D 2.35abc 10S/P 2.39 bcd
3560D 2.22c 25LE 2.22 bed
35120D 2.45abc 25MU 2.49 bed
5060D 2.42abc 25S/P 2.26 bcd
50120D 2.34abc 35LE 2.17cd

35MU 2.20 cd
35S/P 2.62cb
50LE 2.46 bcd
50MU 2.367 bcd
50S/P 2.31 bed

* k% kkk

Sy NS=p<0.05,0.01,0.001y no significativo, respectivamente. Z=medias sin una letra en
comun son estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.
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La conductividad eléctrica es una propiedad de las soluciones que se encuentra
relacionada con el tipo y valencia de los iones presentes, sus concentraciones
total y relativa, su movilidad, la temperatura del liquido, y su contenido de
sélidos disueltos. Por lo que al observar que la CE disminuye en la solucién del
suelo conforme aumenta la concentracién de hidrocarburo, lo que sugiere que
la presencia de hidrocarburo en suelos hace que las sales se adhieran a las
moléculas de hidrocarburo, y por tanto se vuelvan insolubles en la solucién de
suelo. Sin embargo, en la Figura 24 se observa que el comportamiento de la CE
es irregular, disminuyendo hasta concentraciones de 25 000 mg kg*, y
aumentando conforme se incrementa la concentracién de petréleo crudo a los
60 dias. A los 120 dias se observO que en todas las concentraciones de
hidrocarburo aumenté la CE con respecto al testigo, lo que hace suponer que la

cantidad de sales se incrementé en la solucién del suelo.

Al respecto Martinez y Lépez (2001), encontraron que en suelos arcillosos el
comportamiento de CE fue irregular, sin embargo se encontré6 una ligera
tendencia a aumentar conforme incrementa la concentracion de hidrocarburo en
suelo. Resultados similares se obtuvieron en la presente investigacion a los 120
dias de establecido el experimento. Esto se puede atribuir a que el suelo al
estar sujeto a riego constante y no tener mas medio para la pérdida de agua
que la evapotranspiracion, se fueron quedando las sales en el suelo de las
macetas, lo que contribuyd a que aumentara la salinidad y por lo tanto la CE en

el suelo.

Inicialmente el suelo tuvo una CE de 2.71 dS m™, lo que evidencia que la
mayoria de los tratamientos evaluados estuvieron por debajo del testigo inicial,
a excepcion del tratamiento sin hidrocarburo y sin planta, en el cual se observé
gue estuvo muy por encima del valor reportado inicialmente. Esto confirma que
el agua utilizada para el riego fue el factor que causo los cambios reportados en
la variable respuesta, ya que los riegos se aplicaron a todos los tratamientos y

en diferente cantidad segun el requerimiento de la planta, por lo que estar en
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tratamientos sin planta, las sales no fueron adsorbidas por ningiin medio, lo que

disparo la concentracion de sales en suelo.
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Figura 24. Comportamiento de la conductividad eléctrica a diferentes concentraciones de
hidrocarburo y bajo el efecto de presencia o ausencia de planta a los 60 (a) y 120 (b) dias.

Trujillo et al. (2012), mostraron que la CE en el suelo restaurado se incremento

hasta tres veces posiblemente por la influencia del petréleo y de las sustancias
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aplicadas en la restauracion, pero no origina efectos dafiinos en la planta. Esto
concuerda en parte con la presente investigacion, donde se observa este
comportamiento en las concentraciones mas altas de hidrocarburo estudiadas,
probablemente debido a que a esas altas concentraciones, el hidrocarburo tuvo

influencia en la aportacion de sales al suelo.
3.4. Materia organica (MO)

Los resultados obtenidos para materia organica, presentan homogeneidad de

varianza, y con un valor de 0.141 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Se observaron diferencias significativas absolutas en el contenido de materia
organica en el suelo, conforme se incremento la concentracion de hidrocarburo,
el valor mas alto se presenté a 50 000 mg kg™, siendo tres veces superior a lo
gue se reporta en ausencia de hidrocarburo. El factor planta, mostré que
leucaena tuvo comportamiento superior y diferencias significativas con respecto
a mucuna y sin planta. En el tiempo de muestreo, se observé que hubo mayor
cantidad de materia organica (MO) aumentd 17% a los 120 dias con respecto a

los 60 dias.

En el Cuadro 16, se observo que el valor mas alto de MO (6.84%) fue con
leucaena a los 120 dias, en la interaccién planta*tiempo de muestreo,
mostrando ser superior en 20% que lo que se obtuvo mucuna a los 60 dias
(5.75%) que presento el valor mas bajo. En interaccion hidrocarburo*tiempo de
muestreo, el valor méas alto estuvo a los 50 000 mg kg™ (9.37%) a los 120 dias,
siendo tres veces superior al valor mas bajo (2.87%) que dio en ausencia de
hidrocarburo a los 60 dias. En la interaccidén hidrocarburo*planta se observé que
el valor mas alto de MO lo presenté a los 50 000 mg kg™ en ausencia de planta
(9.31%), siendo tres veces superior al valor mas bajo (2.91%) se dio en

ausencia de hidrocarburo con leucaena.
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Cuadro 16. Comportamiento de porcentaje de materia organica en HIDRO=mg kg™ de petréleo
crudo en suelo, PTA=Planta, TPO= Tiempo de muestreo, IPT=Interaccion plata*tiempo de
muestreo, IHT=Interaccion hidrocarburo*tiempo de muestreo, IHP=Interaccién
hidrocarburo*planta.

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
Media TPO** Media Media
HIDRO  Media® PTA* *? * z IPT Media® [HT ? IHP™ Media®

0 3.00e S/P 6.32b 60D 5.86b S/P60 5.79cd 060D 287g OLE 291g
10000 5.12d MU 6.23b 120D 6.87a S/P120 6.84b 0120D 3.17g OMU 3.06g

25000 6.84c LE 6.59 a MU60 5.75d 1060D 4.71f O0OS/P 3.05¢
35000 8.11b MU120 6.65b 10120D 5.52e 10LE 5.22f
50000 9.00 a LEGO 6.02c 2560D 6.40d 10MU 5.21f

LE120 7.15a 25120D 7.29c 10S/P 4.91f
3560D 7.55c¢ 25LE 7.14d
35120D 8.61b 25MU 6.93de
5060D 8.54b 25S/P 6.46e
50120D 9.37a 35LE 8.61b

35MU 7.84c
35S/P 7.85¢C
50LE 8.82ab
50MU 8.82 ab
50S/P_9.31a

* ¥ »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son
estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.

Se observd que la cantidad de MO en suelo tuvo diferencias significativas al
aumentar la concentracion de hidrocarburo. Sin embargo, no se presentan
diferencias significativas entre el factor planta (sin planta, leucaena, mucuna)
dentro de cada concentracion de hidrocarburo, notandose un ligero aumento en
presencia de planta. El mismo comportamiento se registro tanto a los 60 como a
los 120 dias (Figura 25).
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Figura 25. Comportamiento del porcentaje de materia organica a diferentes concentraciones de
hidrocarburo y bajo el efecto de presencia o ausencia de planta a los 60 (a) y 120 (b) dias.

Diversas investigaciones muestran resultados similares a los obtenidos en este
trabajo, en dénde se incrementa la cantidad de MO conforme se aumenta la
cantidad de hidrocarburo en suelo (Martinez y Lopez, 2001; Zavala et al., 2005;
Pons, 2010). Ortinez et al. (2003), mencionan que la presencia de
hidrocarburos en suelo provoca aumento del carbono organico, ya que el 75%

del petréleo crudo es oxidable. Por otra parte, este comportamiento es en gran
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medida atribuible al hecho de que la técnica de cuantificacion de materia
organica (Walkley-Black), mide el carbono organico en suelo, por lo que el
hidrocarburo al estar constituido en su mayoria por carbono organico, influye
cuantitativamente sobre la cantidad de MO que nos reporta la técnica,

coincidiendo con Martinez y Lopez (2001).

Adams et al. (2002), encontraron que a mayor cantidad de MO, es mayor la
tasa de respiracion de microorganismos, lo que es importante para la
fitorremediacion, ya que son los microorganismos los que favorecen la
degradacion de los hidrocarburos, al alimentarse de la energia que les

proporcionan los carbonos presentes.

Njoku et al. (2009) demostraron que durante las primeras etapas de crecimiento
de Glicine max, se redujo la cantidad de MO en suelo. Después de 63 dias
notaron un incremento, porque la especie empezo a tirar las hojas al suelo y
esto contribuy6 a que la MO aumentara, y/o a la liberacién del carbono organico
del petréleo crudo hacia el suelo. Resultados similares se encontraron en la
presente investigacién, en la cual no por el factor tiempo, pero si en
comparacion con testigo sin planta se present6 un ligero incremento de materia
organica, pero no fue debido a la incorporacién de hojas sobre el suelo (porque
fueron retiradas), sino por la presencia de raices que no se alcanzaron a extraer

para ser cuantificadas.

3.5. Nitrégeno

Los resultados obtenidos para el macroelemento nitrégeno, presentan
homogeneidad de varianza, y con un valor de 0.120 en la prueba de

normalidad de Shapiro-Wilk.

Los resultados muestran que la cantidad de nitrégeno inorganico, tiende a
disminuir conforme aumenta la concentracion de petréleo crudo en suelo, con

un decremento del 39% en la concentracion mas alta con respecto al testigo. En
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el factor planta, se encontré6 que solo existe diferencia significativa entre el
testigo sin planta y leucaena, se encontrd que la presencia de planta en el suelo
contaminado causa la disminucién del nitrdgeno inorganico. También se
observé que la cantidad de nitrégeno, aumentd conforme se paso de 60 a 120
dias (Cuadro 17).

Cuadro 17. Comportamiento de nitrégeno inorganico (mg kg™) en HIDRO=mg kg™ de petréleo
crudo en suelo, TPO= Tiempo de muestreo, IPT=Interaccion plata*tiempo de muestreo,
IHT=Interaccién hidrocarburo*tiempo de muestreo e IHP=Interaccion hidrocarburo*planta.

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HIDRO
Media? PTA™ Media® TPO™ Media® IPT Media® IHT Media®> IHP Media®

0 951a S/P 755a 60D 6.15b S/P60 7.163 ab 060D 10.19a OLE 8.05 abc
10000 7.33b MU 7.09ab 120D 7.96a S/P120 7.93a 0120D 8.75ab OMU 9.33ab

25000 6.38b LE 6.47b MU60 6.02bc 1060D 6.88bc 0S/P 10.90a
35000 6.28b MU120 8.17 a 10120D 7.78ab 10LE  6.53bc
50000 5.85b LEGO 527c 2560D 4.59cd 10MU 7.29bc

LE120 7.75a 25120D 8.167 ab 10S/P 8.17 abc
3560D 4.39d 25LE 5.83c
35120D 8.17ab 25MU 6.88 bc
5060D 4.71cd 25S/P 6.42bc
50120D 7.00bc 35LE 6.07c

35MU 6.36 bc
35S/P  6.42 bc
50LE 6.13 bc
50MU 656¢c
50S/P_ 5.83c

¥ ¥* »*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son
estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.

En la interaccion planta*tiempo de muestreo, se observo que el valor mas alto
(7.93 mg kg™?) lo presenté mucuna a los 120 dias, el valor mas bajo (5.27 mg
kg™) fue con leucaena a los 60 dias. En la interaccién hidrocarburo*tiempo de
muestreo el valor méas alto (10.2 mg kg™) estuvo en ausencia de hidrocarburo a
los 60 dias, siendo superior en 57% al valor con menor nitrégeno (4.39 mg kg™),
que se dio a 35 000 mg kg™ a los 60 dias. En la interaccién hidrocarburo*planta

el valor mas alto (10.90 mg kg™) se presenté en ausencia de hidrocarburo y
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planta, mientras que el valor mas bajo (5.6 mg kg') se present6 en la
concentracién mas alta (50 000 mg kg™) con mucuna (Cuadro 17).

Se encontré6 que conforme aumenté la concentracion de hidrocarburo, se
disminuye la cantidad de nitrégeno en todas las concentraciones evaluadas a
los 60 dias. También se observd que la concentracion de nitrdgeno en suelo, no
tuvo diferencias significativas entre presencia y ausencia de planta; pero la
ausencia de planta, en todos los casos mantuvo mayor concentracion de
nitrégeno en suelo, lo que sugiere que las plantas aunque son leguminosas
fijadoras de nitrdgeno, no cumplieron esa funcidén, observandose que las

plantas extrajeron el nitrdgeno disponible en el suelo (Figura 26).
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Figura 26. Comportamiento del contenido de nitrégeno inorganico (mg kg-1) a diferentes
concentraciones de hidrocarburo y bajo el efecto de presencia o0 ausencia de planta a los 60 (a)
y 120 (b) dias.
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Por otro lado, a los 120 dias se observdé que no hubo diferencias entre la
cantidad de nitrégeno inorganico en el suelo expuesto a diferentes
concentraciones de petréleo crudo, se vio que tanto en presencia como en
ausencia de planta, no se presentaron diferencias significativas a las diferentes

concentraciones de hidrocarburo.

Al respecto de los resultados obtenidos a los 120 dias de experimento, Ferrera
et al. (2007) encontraron que la simbiosis que realizan las leguminosas con
fijadores de nitrégeno del género Rhizobium, las libera de la necesidad de
absorber nitrégeno, por lo que son mas competitivas en suelos con baja
fertilidad. Esta caracteristica es importante para el proceso de fitorremediacion,
ya que con la contaminacion del suelo con hidrocarburos se aumenta la relacion

C/N, afectando la disponibilidad de nitrogeno.

Sanclemente (2009) encontré que la presencia de Mucuna pruriens en suelo de
tipo Typic haplustalfs no presentd diferencias significativas en la cantidad de
nitrégeno inorganico en suelo, después de 220 dias con la presencia de la
planta (170% de incremento con respecto al testigo y no fue estadisticamente
significativo). Este resultado es similar a lo presentado en ésta investigacion, en
donde bajo condiciones de ausencia de hidrocarburo, la especie no fij6
nitrégeno y mostré que a los 60 dias estuvo por debajo del testigo sin planta; a
los 120 dias se comportd de igual forma que el tratamiento sin planta. Esto se
debié probablemente a las condiciones en las que se llevd a cabo la
investigacién, que aunque se manej6 bajo invernadero y las temperaturas eran
altas, los cambios de temperatura entre el dia y la noche, son mas marcados
gue en climas tropicales. Por otra parte, subsistid el problema que la raiz
ademas de estar expuesta a condiciones de saturacién por agua, los recipientes
utilizados como macetas por ser de vidrio y color ambar, incrementd la
temperatura del suelo y sometié a la especie a mayor estrés, lo que provoco

gue los nédulos se desarrollaran escasamente.
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Zavala et al. (2005) observaron que a concentraciones que van de los 7 000 a
15 000 mg kg™ no existen diferencias significativas en la variacién de nitrégeno,
presentando correlacion positiva con la concentracion de hidrocarburo.
Comportamiento contrario a lo que se observa en la presente investigacion en
10 000 mg kg, en la cual no hay diferencias absolutas significativas; de igual
forma, se registr6 que la cantidad de nitrégeno tendié a disminuir conforme

aumento la concentracion de petroleo crudo en suelo.

Nie et al. (2011) encontraron que existe una correlacion positiva entre la
concentracion de hidrocarburo y la cantidad de nitrégeno inorganico en suelo,
cuestidon que se pudo deber a que la planta tenia mayor capacidad de fijar
nitrdgeno en condiciones de presencia de hidrocarburo o que el hidrocarburo

utilizado aportaba nitrégeno al suelo.

Xiao et al. (2015) encontraron que la presencia de hidrocarburo en suelo, puede
afectar la absorcibn de nitrégeno por Medicago sativa. Similar a ésta
investigacion, que en presencia de hidrocarburo se disminuy6 la cantidad de
nitrégeno inorganico en suelo tanto a los 60 como a los 120 dias. Sin embargo,
a los 120 dias empez6 a ver que la concentracion de nitrdgeno en suelo
empezd a aumentar en todas las concentraciones evaluadas, lo que sugiere
gue mucuna Yy leucaena tienen mayor capacidad de fijar nitrogeno que M.

sativa.
3.6. Fosforo

Los resultados obtenidos, presentan homogeneidad de varianza, y con un valor

de 0.180 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

El Cuadro 19 muestra que el fosforo tendié a disminuir conforme se aumenta la
concentracién de hidrocarburo en suelo. El valor mas bajo (4.23 mg kg™),
estuvo a la concentraciéon de 10 000 mg kg™, estando un 32% mas bajo que el

tratamiento sin hidrocarburo. En el factor tiempo se observo que conforme éste
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aumenta, se incrementa la cantidad de fosforo en el suelo, correspondiendo

dicho aumento a un 200% al pasar de 60 a 120 dias.

En la interaccion planta*tiempo de muestreo el valor mas bajo se present6 en
ausencia de planta a los 60 dias (3.35 mg kg™), mientras que el valor méas alto
(8.52 mg kg™) se presenté en ausencia de planta a los 120 dias. En la
interaccion hidrocarburo*tiempo de muestreo el valor mas alto (9.78 mg kg™)
fue en ausencia de hidrocarburo a los 120 dias, mientras que los valores mas
bajos estuvieron a los 25 000, 35 000 y 50 000 mg kg™*. En la interaccién
hidrocarburo*planta se observé que el valor méas alto (7.39 mg kg™) estuvo en
ausencia de hidrocarburo y presencia de leucaena, mientras que el valor mas
bajo (3.35 mg kg™') se presentd en concentracion de 25 000 mg kg* de

hidrocarburo en ausencia de planta (Cuadro 19).

Cuadro 18. . Comportamiento de fésforo soluble en HIDRO=mg kg-1 de petréleo crudo en
suelo, PTA=Planta, TPO= Tiempo de muestreo, IPT=Interaccion plata*tiempo de muestreo,
IHT=Interaccién hidrocarburo*tiempo de muestreo, IHP=Interaccion hidrocarburo*planta.

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES

HIDRO™ Media® PTAY Media® TPO™ Media® IPT~  Media® IHT"  Media® IHP” Media’
0 714a S/P 585a 60D 359b S/P60 335b 060D 508a OLE 7.39ab
10000 4.23b MU 5.08a 120D 7.66a S/P120 852a 0120D 9.78ab OMU 6.83ab
25000 4.49b LE 532a MU0  3.650b 1060D 3.60de O0S/P 7.19ab
35000 4.88b MU120 6.87a 10120D 5.08cde 10LE 4.83bc
50000 6.40 a LE60 377b 2560D 3.08e 10MU 3.40c
LE120 7.42a 25120D 6.07cd 10S/P 4.42bc
3560D 3.00e  25LE 5.26 abc
35120D 7.30bc  25MU 4.67 bc
5060D 3.19e  25S/P 3.35¢c
50120D 10.00a 35LE 4.67 bc
35MU  4.48 bc
35S/P  5.40 abc
50LE  4.46 bc
50MU 5.93 abc
50S/P 8.46a

¥ ***=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son

estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.
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El comportamiento de fésforo a los 60 dias tendié a disminuir en presencia de
hidrocarburo en suelo (Figura 27), sin presentar diferencias significativas entre
tratamientos. A los 120 dias se observdO un comportamiento similar hasta la
concentracién de 35 000 mg kg™. En general, la cantidad de fésforo en suelo
aumentd conforme se pasa de los 60 a los 120 dias. Esto puede deberse a que
al degradarse los hidrocarburos, quedan mejores condiciones para que el
fosforo se solubilice en la solucion del suelo (Truijillo et al., 2012).
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Figura 27. Comportamiento del contenido de nitrogeno fdésforo soluble (mg kg-1) a diferentes
concentraciones de hidrocarburo y bajo el efecto de presencia o ausencia de planta a los 60 (a)
y 120 (b) dias.
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Ortinez et al. (2003) indican que la presencia de hidrocarburo en suelo causa el
incremento del fésforo disponible, comportamiento contrario a lo observado en
la presente investigacion. Por su parte, Zavala et al. (2005) mostraron que a
concentraciones que van de los 7 000 a 15 000 mg kg™t no se encuentran
diferencias significativas en la concentracion de fosforo. Esto coincide con la
presente investigacion al pasar de 0 a 10 000 mg kg y no se encontraron

diferencias absolutas.

Xiao et al. (2015) observaron que a los 60 dias, el fosforo baja
significativamente en Medicago sativa y testigo sin planta, mientras que Fire
phoenix y Callistephus chinensis aumentaron la cantidad de fésforo en el suelo.
En tanto que a los 120 dias, todas las especies de planta mostraron incremento
en la cantidad de fésforo en suelo excepto el testigo sin planta. Una tendencia
similar se dio en la presente investigacion, donde mucuna y leucaena
incrementaron la cantidad fosforo en suelo, pero el incremento no fue
estadisticamente significativo, lo que sugiere que necesitan mas tiempo para

alcanzar lo reportado por Xiao y colaboradores en 2015.

Liang et al. (2012) encontraron que en suelos a 1 000 mg kg™ de petréleo
crudo, la cantidad de fosforo en suelo disminuyd en 19% con respecto al
testigo, mientras que en la presente investigacion la disminucion fue en 23%

para leucaena a los 120 dias, mientras que para mucuna fue del 64%.
3.7. Potasio

Los resultados obtenidos para potasio, presentan homogeneidad de varianza, y

con un valor de 0.524 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

No se encontré6 comportamiento definido conforme aumenté la concentracion de
petréleo crudo en suelo, aunque se puedo observar que en presencia de
hidrocarburo, la cantidad de potasio en suelo disminuyé. En el factor planta

existe una diferencia significativa sin planta y con presencia de planta, pero no
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se observa ninguna diferencia entre las dos especies en cuestion. A los 120
dias aumenta significativamente en un 12% la cantidad de potasio en suelo con

respecto al primer muestreo.

En la interaccién planta*tiempo de muestreo el valor mas alto (411.8 mg kg™) se
presenta en condiciones de ausencia de planta a los 120 dias, superior en un
140% con respecto al valor mas bajo (284.3 mg kg™), para mucuna a los 60
dias. En la interaccion hidrocarburo*tiempo de muestreo se observé el valor
més alto (461.1 mg kg™) en ausencia de hidrocarburo a los 120 dias, siendo
superior en un 160% al valor mas bajo (285.7 mg kg™), que fue conseguido a
los 25 000 mg kg™, a los 60 dias. En la interaccién hidrocarburo*planta el valor
mas alto (377.8 mg kg™) a 10 000 mg kg™ en ausencia de planta, mientras que
el valor mas bajo (312.6 mg kg™) estuvo en la concentracién de 25 000 mg kg™
de petréleo crudo con mucuna, sin registrarse una tendencia clara (Cuadro 20).
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Cuadro 19. Comportamiento de potasio intercambiable en HIDRO=mg kg™ de petréleo crudo en
suelo, TPO= Tiempo de muestreo, IPT=Interaccion plata*tiempo de muestreo, IHT=Interaccion
hidrocarburo*tiempo de muestreo, IHP=Interaccion hidrocarburo*planta.

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HIDRO™ Media®> PTA” Media®> TPO~  Media> IPT Media® IHT™ Media® IHP™  Media®

0 369a S/IP 3554a 60D 297.6a S/P60 302.7cd 060D 287 de OLE  357.36 abc
10000 358.2ab MU 341.8b 120D 398.2b S/P120 411.8a 0120D 46l1.1a OMU  370.02 ab

25000 328.44c LE 339.2b MU60  284.3d 1060D 293.4de O0S/P 377.56 a

35000 341.6 bc MU120 399.3ab 10120D 43l.1a 10LE 355.59 abc

50000 331c LEGO 305.8¢ 2560D 285.7e 10MU 344.44 abcd
LE120 381D 25120D 376.5b 10S/P 377.8a

3560D 305.2de 25LE 320.4 cd
35120D 382.7b 25MU 312.6d
5060D 316.6cd 25S/P 351 abcd
50120D 346.3c 35LE  343.2 abcd
35MU 347.4 abcd
35S/P 334.6 bed
50LE 320.2 cd
50MU 334.6 bed
50S/P_ 339.5 abcd

* o ***=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comun son

estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.

La Figura 28 muestra que el potasio en suelo no presentd diferencias
significativas entre presencia o ausencia de planta en cada una de las
concentraciones de hidrocarburo evaluadas. Tampoco se encontraron
diferencias significativas entre las distintas concentraciones de hidrocarburo
contra el testigo sin planta. En el segundo muestreo se observo que en todas
las concentraciones de hidrocarburo hubo un ligero incremento con respecto al
muestreo realizado a los 60 dias, y disminuyé conforme aumenta la

concentracion de hidrocarburo.

Zavala et al. (2005) observé que a concentraciones de 7 000 a 15 000 mg kg™
no se encuentran diferencias absolutas en la variacion de los valores de
potasio, pero hay diferencias significativas con correlacion positiva conforme

aumenta la concentracion de hidrocarburo. Esto fue diferente a lo encontrado
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en la presente investigacion, ya que la cantidad de K en suelo no cambio
significativamente conforme aumenté la concentracion de petrleo crudo,
debido a que el hidrocarburo no proporcioné K y la planta utilizdO muy baja

cantidad del disponible en la solucion del suelo.

Trujillo et al. (2012) encontraron que en presencia de petrdleo crudo, el K se
redujo 4.5 veces respecto al suelo testigo, mientras que en la presente
investigacion a los 60 dias la reduccion en promedio fue menor al 10%, lo que
no causo diferencias significativas, y a los 120 dias el potasio intercambiable se
redujo 1.5 veces con respecto al testigo.
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Figura 28. Comportamiento del potasio intercambiable (mg kg-1) a diferentes concentraciones
de hidrocarburo y bajo el efecto de presencia o ausencia de planta a los 60 (a) y 120 (b) dias.
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3.8. Capacidad de intercambio cationico

Los resultados obtenidos para CIC, presentan homogeneidad de varianza, y

con un valor de 0.404 en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Se observd que conforme aumento la concentracion de hidrocarburo en suelo
disminuyo la CIC, teniendo un decremento del 13% en la concentracion mas
alta de hidrocarburo (50 000 mg kg™) con respecto al testigo sin hidrocarburo.
La presencia de planta en suelo caus6 que la CIC bajara de forma significativa,
pero no se encontraron diferencias entre las especies de plantas evaluadas. A

los 120 dias la CIC aument6 casi dos veces con respecto al primer muestreo.

En la interaccion planta*tiempo de muestreo, se observd que el valor mas alto
(39.8 cmol kg?) fue en ausencia de planta a los 120 dias, mientras que el
menor valor (19.7 cmol kg™) estuvo en presencia de leucaena a los 60 dias. La
interaccion hidrocarburo*tiempo de muestreo mostré que el valor mas alto (41.4
cmol kg™) de CIC, se presenté a 50 000 mg kg™ a los 120 dias, superando por
tres veces al valor mas bajo (13.34 cmol kg*), que se dio en la misma
concentracion a los 60 dias. En la interaccion hidrocarburo*planta el valor mas
alto (34.7 cmol kg™) se dio en ausencia de hidrocarburo con mucuna, mientras
que valor mas bajo (28.4 cmol kg™), se dio a 35 000 mg kg™ con la misma

especie (Cuadro 21).
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Cuadro 20. Comportamiento de capacidad de intercambio catiénico (cmol kg™) en HIDRO=mg
kg'l de petroleo crudo en suelo, PTA=Planta, TPO= Tiempo de muestreo, IPT=Interaccion
plata*tiempo de muestreo, IHT=Interaccién hidrocarburo*tiempo de muestreo, IHP=Interaccion
hidrocarburo*planta.

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES
HIDRO™ Media> PTA” Media> TPO™ Media® IPT~  Media® IHT™ Media> IHP™  Media®

0 3225a S/IP 30.524a 60D 20.08b S/P60 20.585c 060D 25.72¢c OLE 29.7 de
10000 30.70b MU 29.239b 120D 38.98a S/P120 39.8a 0120D 38.76 b OMU 34.7a

25000 29.73b LE 28.831b MU60  20.043c 1060D 229d O0S/P 32.33bc
35000 26.87d MU120 38.435b 10120D 3851b 10LE 30.82cd
50000 28.19c¢c LEGO 19.66c 2560D 21.84d 10MU 30.98 bcd

LE120 38.65ab 25120D 37.62b 10S/P 30.32cde
3560D 16.51e 25LE 29.31de
35120D 38.52b 25MU 29.56 de
5060D 13.34f 25S/P 30.32 cde
50120D 41.4a 35LE 28.4ef

35MU  24.9g
35S/P  26.98 fg
50LE  26.06 g
50MU  26.23 fg
50S/P 33.1ab

* *x #%*=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comdn son
estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.

En la Figura 29, se puede observar que a los 60 dias la CIC disminuyé
conforme aumenta la concentracibn de petroleo crudo. Dicha disminucion
correspondié a un 22% a los 50 000 mg kg™ con respecto al testigo sin
hidrocarburo. La presencia de planta tuvo comportamiento irregular dentro de
cada una de las concentraciones de hidrocarburo. Sin embargo, los cambios
gue se dieron en la CIC no fueron significativos con respecto al tratamiento sin
planta dentro de cada concentracibn de hidrocarburo. A los 120 dias, se
observdé un aumento significativo en todos los tratamientos con respecto al
primer muestreo. También se registrd0 que en presencia de hidrocarburo hubo
diferencia significativa con respecto a la ausencia del mismo, pero no hubo
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de hidrocarburo

evaluadas. Similarmente, las diferencias encontradas por presencia o ausencia
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de planta dentro de las diferentes concentraciones de hidrocarburo tuvieron un
comportamiento irregular sin diferencias estadisticas significativas a los 60 dias.
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<
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0 10000 25000 35000 50000
b) Concentracion de Petréleo Crudo en Suelo mg kg-1

Figura 29. Comportamiento la capacidad de intercambio catiénico (cmol(+) kg-1) a diferentes
concentraciones de hidrocarburo y bajo el efecto de presencia 0 ausencia de planta a los 60 (a)
y 120 (b) dias.

Trujillo et al. (2012) encontraron que los contenidos de las bases
intercambiables disminuyeron en el suelo restaurado, comportamiento que se
dio en las concentraciones de petréleo crudo mas altas a los 60 dias, sin

presentar diferencias significativas, y atribuyeron éste fenobmeno a que al
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disminuir la cantidad de hidrocarburo, se abre espacio para que suceda el

intercambio de cationes.

Por otra parte Zavala et al. (2005) reportaron que a concentraciones que van de
los 7 000 a 15 000 mg kg™ no hubo diferencias absolutas en la variacién de la
CIC en suelos arenosos. También encontraron diferencias significativas con
correlacion positiva en CIC conforme aumenta la concentracién de hidrocarburo
en suelo. Estos resultados no fueron similares a lo encontrado en la presente
investigacion, probablemente debido a que el tipo de hidrocarburo empleado es
mas pesado y tiene mayor polaridad, lo que provocé que se adhiera con mayor
fuerza a las particulas de arcilla, caso contrario a lo ocurrido en las arenas

donde la CIC disminuyé.

Xiao et al. (2015) mostraron que la CIC se increment6 de los 60 a los 120 dias
en 3.16 cmol kg*, mientras que en ausencia de planta el incremento fue de 0.54
cmol kg a los 60 dias a 0.75 cmol kg™ a los 120 dias. En la presente
investigacion hubo resultados similares; sin embargo el aumento fue de méas de
18.38 cmol kg™ para mucuna y 19 cmol kg™ para leucaena al pasar de 60 a 120
dias, lo que indica que la planta y/o el suelo fueron mas eficientes en dejar
espacios disponibles para el intercambio de cationes. Mientras que en ausencia
de planta, el cambio fue de 19.21 cmol kg, lo que confirma que el suelo tiene
una mayor capacidad de intercambio cationico comparado con lo presentado
por Xiao y colaboradores en 2015. Nuestros resultados también concuerdan
con Gutiérrez y Zavala (2002), quienes mostraron que las caracteristicas
mineralogicas, el drenaje deficiente y las condiciones oxido-reduccion en las
arcillas permiten definir correctamente el proceso de fijacion de los
hidrocarburos al suelo, por presentarse mas superficies activas que inactivas y

escaso movimiento de las particulas.

Por otra parte, Martinez y Lépez (2001), encontraron una variacion irregular en

ésta variable, ya que la CIC aumenta y disminuye independientemente de la
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variacibn en la concentracion del hidrocarburo en suelo, resultado
practicamente idéntico al que se obtuvo en ésta investigacion, que puede estar
relacionado con el efecto de adsorcidon que tienen las arcillas (en su superficie)
por los hidrocarburos, provocando interferencia en los sitios de intercambio de

cationes.

Pons et al. (2010), encontraron que la CIC estd altamente relacionada con la
concentracion de hidrocarburo en suelo, asumiendo que a mayores sedes de
intercambio en el suelo, se favorece la adsorcién de los hidrocarburos, ya que
los compuestos solubles en metanol (diclorometano para la presente
investigacién) son polares. Sin embargo, el comportamiento de la CIC fue
contrario para la presente investigacion, ya que a los 60 dias se observo que la
presencia de hidrocarburo disminuy6 la CIC, comportamiento que puede estar
relacionado con la interrupcion que causan los hidrocarburos entre las
interacciones electrostaticas de los nutrientes cationicos (K*, Ca™, NH4") con

las particulas del suelo cargadas positivamente (arcillas).
4. ANALISIS DE TEJIDO VEGETAL

En mucuna, se observé que el N sufrié disminuyo en el tejido vegetal conforme
se aumentod la concentracion de petréleo crudo en el suelo, reduciendo el valor
52% a 50 000 mg kg™ con respecto al testigo. EI P mostré un comportamiento
irregular, tendiendo a aumentar conforme aumentd la concentracion de
hidrocarburo en suelo hasta la concentracién media (25 000 mg kg™) vy
después bajo6 en las concentraciones altas (35 000 y 50 000 mg kg™). Por Gltimo
el K aumentd al estar presente el hidrocarburo en el suelo, pero dicho aumento

no tuvo un comportamiento uniforme (Cuadro 22).

En el tejido de leucaena, el N disminuyd hasta la concentracién de 35 000 mg
kg™, sin embargo repuntd en la concentracién mas alta de hidrocarburo, lo que

lo situ6é por encima del testigo. Mientras que el P y K no tuvieron diferencias

93



marcadas en su comportamiento a través de las concentraciones del petroleo

crudo en suelo (Cuadro 22).

Cuadro 21. Contenido nutrimental en porcentaje de N, P, K, de las especies Mucuna y L.
leucocepha a diferente concentracion de petréleo crudo (HB).

HB ESPECIE N % % P %K
0 MU 5.08 0.28 1.88

0 LE 6.48 0.298 4.82
10000 MU 4.73 0.36 3.58
10000 LE 6.48 0.384 4.72
25000 MU 3.68 0.41 4.5
25000 LE 4.73 0.298 5.02
35000 MU 2.98 0.33 4.38
35000 LE 4.73 0.356 4.96
50000 MU 2.8 0.31 3.04
50000 LE 7.56 0.30 4.50

MU= Mucuna, LE= Leucaena, N= Nitrégeno, P= Fésforo y K= Potasio

Al respecto Chicagwa et al. (2009) encontraron que mucuna tuvo
concentraciones de 2.8% para N, 0.21% para P y 1.97% para K, resultados
inferiores para N y P y superior para K en el testigo sin hidrocarburo en el
presente trabajo. Mientras que Garcia et al. (1996) encontraron que leucaena
tiene una concentracion de 3.52% para N, 0.26 para P y 1.45% para K,
resultados inferiores en los tres elementos a lo presentado por el testigo en la
presente investigacion. Los resultados obtenidos en la presente investigacion,
pueden atribuirse a que las plantas, al encontrarse bajo constante estrés (sobre
todo hidrico), y presentar un crecimiento menor al que tiene en condiciones
normales de clima y altura, tendieron a acumular nutrimentos en sus tejidos en
una cantidad mas alta a lo que acumularia en condiciones normales de

desarrollo.

En presencia de hidrocarburo, Diaz (2012) reportd que la cantidad de nitrogeno
en el tejido vegetal de Casuarina equisetifolia no presentd diferencias

significativas entre el testigo y la planta que se desarroll6 a 5 000 mg kg™ de
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diesel en suelo, condicién que concuerda con lo que expresado por mucuna y
leucaena a 10 000 mg kg™ en el presente trabajo, ya que los valores de N para
mucuna Yy leucaena, disminuyeron pero no significativamente con respecto al

testigo.

En la Figura 30 se muestra el balance de nutrimentos para la especie mucuna.
El N se mueve del rango arriba de lo normal (en testigo sin hidrocarburo) a
debajo de lo normal en 50 000 mg kg™. El P tuvo una ligera tendencia a
aumentar conforme se incrementé la concentracidon de hidrocarburo; sin
embargo, esta tendencia no tiene influencia sobre el rango de competencia, ya
que lo sita en lo normal para todas las concentraciones de hidrocarburo
estudiadas. El potasio aumenté conforme se incrementd la concentracién de
petréleo crudo en el suelo, moviéndose en rangos que van de debajo de lo
normal en testigo, a normal en la concentracién de 50 000 mg kg™.
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Deficiente Debajo de normal Normal Arriba de normal Exceso

0 mg kg*

10000 mg kg™’
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{ 35000 mg kg

| 50000 mg kg-'

Figura 30. Andlisis vegetal de la especie Mucuna pruriens en las cinco concentraciones de
petréleo crudo evaluadas.

En la figura 31, se muestra el comportamiento de los macroelementos N, P, K
en el tejido vegetal de leucaena. EI N tuvo un comportamiento irregular en
presencia de distintas dosis de petrdleo crudo en suelo, ya que inicialmente
disminuyé0 al aumentar la concentracion de hidrocarburo, pero en la
concentracién de 50 000 mg kg™, se observé un repunte que lo sitda en el
mismo rango del testigo (exceso). Por su parte, el P no presenté grandes
diferencias conforme se aumentd la concentracion de hidrocarburo en suelo,
manteniéndose en el rango de lo normal, y presenta un repunte en la

concentraciéon de 10 000 mg kg'. El K no presentd diferencias entre
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concentraciones de hidrocarburo, ya que en todos los tratamientos se mantuvo

en el rango de exceso.

Deficiente Debajo de normal Normal Arriba de normal Exceso

|
—ﬁ 10000 mg kg'!

I #

N
_——r* 25000 mg kg™
F

| [ —

N
_—# 35000 mg kg’
P

| | |

F——# 50000 mg kg™
1

[ #

Figura 31. Andlisis vegetal de la especie Leucaena leucocephala en las cinco concentraciones
de petréleo crudo evaluadas.
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5. REMOCION DE HIDROCARBUROS

Los resultados obtenidos para el porcentaje de remocion de hidrocarburos,
presentan homogeneidad de varianza, y con un valor de 0.801 en la prueba de

normalidad de Shapiro-Wilk.

Los resultados revelan que el grado de contaminacién en suelo influye sobre la
cantidad de petréleo crudo removido, ya que la mayor remocién ocurrié en la
concentracién mas baja del hidrocarburo (10 000 mg kg™), teniendo un valor
superior a 33% con respecto al porcentaje de remocién mas bajo reportado. La
presencia de planta en suelo, tuvo diferencias significativas en la remocion de
hidrocarburo comparado con el tratamiento sin planta. El tiempo de muestreo
presento diferencias estadisticas significativas, observandose que en general a
los 120 dias se aumentd en un 67% la remocidn con respecto a lo ocurrido a los
60 dias.

En la interaccion planta*tiempo de muestreo, se observé que la mas alta
remocién se dio en el tratamiento con leucaena a los 120 dias, siendo superior
en 55% al tratamiento mas bajo que fue en ausencia de planta en el primer
muestreo. En la interaccion hidrocarburo*tiempo de muestreo se encontré que
la mayor reduccion de los hidrocarburos, ocurrié en la concentracion de 10 000
mg kg™ a los 60 dias. Dicho valor fue superior en 61% con respecto al valor
mas bajo que se dio cuando la concentracion de hidrocarburo fue de 35 000 mg
kgt a los 60 dias. En la interaccién hidrocarburo*tiempo de muestreo, el
porcentaje mas alto se presentd cuando la concentracién de hidrocarburo fue
de 10 000 mg kg™ con leucaena, 56% superior comparado con el valor mas bajo

que se presentd a 35 000 mg kg™ en ausencia de planta (Cuadro 23).
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Cuadro 22. Porcentaje de remocién de petréleo crudo en HIDRO=mg kg™ de petréleo crudo en
suelo, PTA=Planta, TPO= Tiempo de muestreo, IPT=Interaccién plata*tiempo de muestreo,
IHT=Interaccién hidrocarburo*tiempo de muestreo, IHP=Interaccién hidrocarburo*planta.

EFECTOS SIMPLES INTERACCIONES DOBLES

HDRO™ Media*> PTA” Media TPO™ Media> IPT"  Media® IHT ™ Media® IHP™  Media®
10000 31.84a S/P 18.77b 60D 20.23b MU60 25.79b 1060D  31.59a 10S/P 22.02cd
25000 24.81b MU 29.74a 120D 30.02a MU120 32.95a 101200 32.08a 10LE 3856a
35000 21.26c¢ LE 28.24 a LEG0O  20.20c 2560D  20.61b 10MU 35.78a
50000 23.41bc LE120 35.27a 25120D 29.02a 25S/P 18.42d

S/P60  15.72d 3560D 1251c 25LE 27.36 bc
S/P120 21.83c 35120D 28.54a 25MU 28.66 b
5060D 14.98c 35S/P 17.10d

501200 30.43a 35LE 21.39cd

35MU  26.63 bc
50S/P  17.56 d

50LE  26.76 bc

50MU  26.75 bc

* xx ***=p<0.05,0.01,0.001 respectivamente. Z=medias sin una letra en comdn son
estadisticamente diferentes. S/P=Sin Planta, MU=Mucuna, LE= Leucaena.

En la Figura 32 se observé que a los 60 dias el porcentaje de HTP’s removidos,
esta influenciado por la cantidad de petréleo crudo en suelo, ya que conforme
aumenta la concentracién disminuye el porcentaje de remocién. El porcentaje
de petréleo removido del suelo en promedio es de 31.6% para la concentracion
de 10 000 mg kg™, 20.6% para 25 000 mg kg™, 12.9% para 35 000 mg kg™ y
15.22% para 50 000 mg kg™, sin presentar diferencias significativas en las
tltimas dos concentraciones. A los 120 dias, se observo que la cantidad de
HTP’s removidos es muy similar en todas las concentraciones evaluadas, sin
presentar diferencias significativas entre ellas. En promedio, el porcentaje de
reduccién fue de: 32% para 10 000 mg kg™, 29% para 25 000 mg kg™ 28.5%
para 35 000 mg kg™ y 30.4 % para 50 000 mg kg™. También se puedé observar
qgue al pasar de los 60 a los 120 dias la remocién de HTP’s para mucuna
aument6 en 18% a 10 000 mg kg™, 28.5% a 25 000 mg kg™, 45% a 35 000 mg
kg™, y 48.8% a 50 000 mg kg™. Para leucaena la reduccién fue de 25.3, 32.3,
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61.8 y 51%, mientras que la reduccién para el tratamiento sin planta fue de 10,

24.5, 45y 51.3% a las mismas concentraciones.

H LE 60 ddt B MU 60 ddt & S/P 60 ddt

a) 10000 25000 35000 50000
Concentracion de hidrocarburo en mg kg-1 de suelo
60 -
M LE 120 ddt MU 120 ddt k4 S/P 120 ddt
50

w
o

% de Remocion
N
o

10
0
b) 10000 25000 35000 50000
Concentracion de hidrocarburo en mg kg-1 de suelo

Figura 32. Porcentaje de remocién de petréleo crudo a las distintas concentraciones de
hidrocarburo evaluadas y bajo el efecto de presencia o ausencia de planta (Mucuna pruriens y
Leucaena leucocephala) a los 60 (a) y 120 (b) dias.

La reduccion de hidrocarburos a los 60 dias fue superior para la especie
mucuna con respecto a el testigo sin planta en 16.21% para la concentracion de
10 000 mg kg™, 8.04% para 25 000 mg kg™, 3% para 35 000 mg kg, y 6.2 %
para 50 000 mg kg’ (Figura 32). En leucaena la reduccién con respecto al
testigo fue de 9.1, 6.25, 0.2 y 5.35 % a las mismas concentraciones. A los 120

dias el comportamiento con respecto al tratamiento sin planta presenté para
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mucuna una reduccién de 11.3% en 10 000 mg kg™, 12.43% en 25 000 mg kg™,
10.51% en 35 000 mg kg™, y 10.25 % en 50 000 mg kg™; mientras que para
leucaena la reduccion de los HTP’s con respecto al testigo sin planta fue de

22.4,11.6, 8.9y 10.9% en las mismas concentraciones.

Xiao et al. (2015) encontraron que Medicago sativa es una especie que logro
remover hasta un 43% de los hidrocarburos aromaticos policiclicos en suelo a
los 60 dias y un 87% a los 120 dias. La diferencia se debe a que en la presente
investigacion, se cuantificaron los hidrocarburos totales, y no solo a los
aromaticos, o bien puede ser a causa del tipo de suelo en el que se
desarrollaron las especies. Ortinez et al. (2003) mencionan que el componente
mas importante del suelo en relacion con la persistencia de sustancias toxicas
es la arcilla. La persistencia aumenta cuanto mas pequefas son las particulas,
debido a que aportan un &rea superficial mayor para la adsorcion de los
productos quimicos. Y la presente investigacion esta hecha en un suelo con
cantidad de arcilla (63%).

Afzal et al. (2013) publicaron que el suelo plantado con raygras presentd 14%
mas degradacion que el suelo que no tuvo planta, valor similar a lo que se

reporta en esta investigacion.

Bramley et al. (2014) mostraron que a los 60 dias, la concentracion de
hidrocarburo en suelo se redujo en 35% a 1 000 mg kg™, 39% en 5 000 mg kg™
y 41% en 10 000 mg kg™ con la influencia de Poa foliosa, mientras que a los
120 dias la remocion fue de 41, 45 y 48% a las mismas concentraciones. Los
resultados en la presente investigacién, mostraron que a 10 000 mg kg*,
mucuna redujo 39.4 % y leucaena redujo 33.3 %, remocién menor a lo que
redujo P. foliosa. Esto probablemente se debe a que P. foliosa es una
graminea, y estéa clasificada como mas competente para remover hidrocarburos
del suelo (Hernandez y Mager, 2003; San Gabriel et al., 2006; Petenello y

Feldman, 2012). Sin embargo las especies empleadas en la presente
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investigacibn mostraron un excelente comportamiento comparado con otras

especies de su familia.

Peng et al. (2009), encontraron que Mirabilis jalapa redujo de 41.6 a 63.2% del
hidrocarburo en suelo a diferentes concentraciones estudiadas, mientras que en
el testigo sin planta, la reduccion fue de 19.1 a 39.9% a los 60 y 120 dias que
duré el experimento. En la presente investigacion la disminucién en el

tratamiento sin planta fue de 15.6% a los 60 dias y 21.8 % a los 120 dias.

Meng et al. (2011) observaron que el porcentaje de remediacién con cultivo de
raygras fue de 45%, mientras que en el testigo se redujo 30% a
concentraciones inferiores a los 20 000 mg kg™ de hidrocarburo. En la presente
investigacién a 10 000 mg kg™ de hidrocarburo, se encontré que mucuna redujo
32%, leucaena el 43% del hidrocarburo en suelo, y 20% en el testigo. Los
resultados presentados fueron muy parecidos, lo que prueba que las especies
en estudio son altamente competentes, ya que tienen casi la misma capacidad
para remover hidrocarburos que lo que presentd raygras, que es una de las
especies mas estudiadas y usadas en la fitorremediacion de suelos

contaminados con hidrocarburos.

En un estudio similar al presente, Maldonado et al. (2010) encontraron que
después de 158 dias de permanecer el suelo sin planta, se degrado el 16% del
petréleo crudo presente en suelo, mientras que con fitorremediacion con pasto
Egipto, el 37% y con leucaena el 20%. En la presente investigacion se encontro
que leucaena redujo 43% a los 120 dias. Por otra parte, Morales (2007),
encontré que Oriza sativa degradd solo un 13% a concentracion de petroleo
crudo de 30 000 mg kg™. Encontrando diferencias sin significancia a distintas

concentraciones de hidrocarburo en suelos con presencia y ausencia de planta.

Parrish et al. (2005) encontraron que se redujeron significativamente los
hidrocarburos recalcitrantes en suelos con presencia de planta en comparaciéon

a sin planta en un experimento evaluado hasta los doce meses. Esto se puede
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observar también en la presente investigacion, en donde a los 120 dias se
redujeron los hidrocarburos més recalcitrantes, que no se lograron remover a
los 60 dias. Nuestras observaciones son el resultado del efecto simple de la
fitorremediacion, pero si se quisiera aumentar la cantidad de HTP s removidos,
se puede remover el suelo antes de sembrar las especies en cuestion (land
farming), fertilizar (bioestimulacién), y/o incluso inocular las semillas o los suelos
con bacterias identificadas como degradadoras de hidrocarburos
(bioaumentacion). Al respecto Huang et al. (2005), encontraron que el uso
combinado de varios procesos de remediaciébn de suelos contaminados con
hidrocarburos es mas eficiente que utilizar una sola técnica, ya que al usar land
farming mas fitorremediacion, se redujo de un 80 a 90% del hidrocarburo,

mientras que con la sola fitorremediacioén, la reduccién fue del 40%.

Zavala et al. (2005) mencionan que se redujeron en un 48% los HTP’s después
de cultivar por 3.5 meses a los pastos Humidicola (Brachiaria humidicula),
Aleman (Echinochloa polystachya) y Egipto (Brachiaria mutica), a
concentraciones de hidrocarburo de 7 500 a 15 000 mg kg™. Los resultados son
superiores a los que se encontraron en la presente investigacién, donde
mucuna redujo 44% de los hidrocarburos en concentracién de 10 000 mg kg™ y
leucaena 33% a la misma concentracion de petroleo crudo a los 120 dias de

establecido el experimento.
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CONCLUSIONES

Las pruebas de germinacion clasifican al petroleo crudo utilizado en la
investigaciébn como: practicamente atoxico para mucuna y leucaena. La especie
qgue mostro los valores mas altos en altura de planta, area foliar, biomasa aérea,
biomasa total, biomasa de raiz, longitud de raiz y volumen radicular fue
mucuna. La especie que presenté nddulos rizosféricos a concentraciones mas

altas de hidrocarburo fue leucaena.

La presencia de planta en suelo, aumenté el pH y CE. La MO en suelo,
aumenté con la especie leucaena. El N y P no presentaron diferencias
absolutas con la presencia de las plantas en suelo. El Ky CIC disminuyeron con

la presencia de ambas especies.

La capacidad de mucuna y Leucena para remover los hidrocarburos totales del
petréleo (HTP’s) en suelo disminuye conforme se aumenta la concentracién de
petréleo crudo. En promedio a los 60 dias después de trasplante, mucuna
degrada 26% de los HTP’s en suelo y leucaena 20%, mientras que a los 120

dias mucuna remueve 33% Yy leucaena 35% de los HTP’s en suelo.

Mucuna y leucaena toleran la presencia de petréleo crudo en suelo, ya que se
desarrollan en todas las concentraciones bajo estudio. El crecimiento vegetativo
de las especies, se vio afectado negativamente por la presencia de petroleo
crudo en suelo y no tuvo relacion con la reduccion de hidrocarburos en el suelo.
La reduccion de los HTP’s por parte de las especies fue baja con respecto a lo
qgue se dio por el solo efecto de los factores fisicos y biolégicos en suelo. La
guimica del suelo estuvo relacionada con la de la planta, y se vio afectada por

la presencia de petréleo crudo en suelo.
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