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ABSTRACT. Laguncularia racemosa (Combretaceae) and associated ground bacteria half a century
after chronic oil pollution. The evaluation of the impact of oil on the soil-root interaction of the white man-
grove plant, Laguncularia racemosa is essential to identify changes in microbial activity and biotechnological
potential for remediation contaminated Histosols. The objective was to evaluate the spatial distribution of total
petroleum hydrocarbons (THP) in organic soil, the population density of plant growth promoting bacteria, also
in microbial respiration in the rhizoplane (RI), rhizosphere (RZ) and in non-rhizospheric soil (NRS) of L. rac-
emosa. An area of 8 000 m? of an affected Histosol was evaluated, during 1967 and 1968, by chronic oil spill
and drilling mud from the La Venta 248 oil well. Fifteen trees of this species were selected to obtain samples of
the RI, RZ and NRS. The TPH were extracted in soxhlet with dichloromethane for eight hours and quantified
by gravimetry. The average amount extracted from TPH allowed the differentiation of four soils (S) from the
evaluated area, the average values were for S1: 1 797 mg kg™ (not contaminated for Mexican regulations) and
three contaminated soils, the values are S2: 3 294, S3: 5 249, and S4: 10 389 mg kg™!. The results show statisti-
cal differences (Duncan, p < 0.05) between means of the evaluated variables. The greatest accumulation of TPH
was 22 962 mg kg™, it was extracted from the NRS in S4. The highest densities of N-fixing bacteria (NFB), P
solubilizers, Azospirillum and Azotobacter were biostimulated by the presence of high levels of THP in the soil,
however microbial respiration was inhibited. The results suggest that L. racemosa is sustainable in soils with
weathering oil, and is a biostimulator of microbial activity for natural attenuation.
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Los manglares son bosques tropicales
localizados en la transicion entre la plataforma
continental y el mar, representan ecosistemas
productivos (Kathiresan & Qasim, 2005; Qui-
ros-Rodriguez, Medrano-Mangones, & Santa-
fé-Patifio, 2017) que aportan abundante materia
organica en el suelo y en zona rizoférica. Este
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ecosistema natural es sensible a los cambios
de la calidad del agua en regiones costeras, asi
se ha demostrado por los efectos de derrames
de petréleo (Duke & Watkinson, 2002; Zhang,
Cai, Yuan, & Chen, 2004). Al respecto, reportes
cientificos encontraron acumulacion de hidro-
carburos del petroleo en suelos con bosques
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de mangle en China, Australia, Japon, Kenia,
Nigeria, Estados Unidos, region del Mar Cari-
be, Brasil, Colombia y México (Burns & Codi,
1998; Proffitt & Devlin, 1998; Duke & Watkin-
son, 2002; Zhang et al., 2004; Ke, Yu, Wong,
& Tam, 2005; Tam, Wong, & Wong, 2005;
Gundlach, 2018).

El contacto de la planta de mangle con la
pelicula o sobrenadante del petrdleo dispersada
por el agua, impregna la raiz, el tallo, ramas y
las hojas. El efecto del petrdleo es variado en la
planta. En el caso de la raiz diferentes estudios
explican que exuda moléculas de bajo peso
molecular facilmente disponibles para la nutri-
cion de los microorganismos del suelo (Demo-
ling, Figueroa, & Baath, 2007; Marschner,
2012). EI RI es la zona inmediata exterior a la
epidermis radical en la region de la corteza, es
colonizado por bacterias diazotroficas (Mars-
chner, 2012; Neumann & Rombheld; 2012), la
RZ es el suelo adherido a la raiz, su extension
varia de un pm a varios centimetros (Hinsinger,
Gobran, Gregory, & Wenzel, 2009).

En el Rl y en la RZ ocurre la interaccion
entre la planta y los microorganismos fun-
damentales en el proceso de la nutricién, en
la salud de la planta y en la estructura de las
comunidades microbianas (Berg & Smalla,
2009). Las extensiones del RI y de la RZ
varian segun los tipos de planta y del suelo.
El mangle blanco se caracteriza porque posee
sistema radical fulcreo en forma de zanca o
clavija arriba y debajo de la superficie, de la
base del fuste se originan raices primarias con
crecimiento horizontal y lateral, de ellas se
forman raices verticales enterradas en el suelo.
La raiz tiene estructura intrincada, posee teji-
dos de ventilacion (lenticelas), crece en suelos
organicos y anegados con altos contenidos
de materia organica (Purnobasuky & Suzuki,
2005; Duenas & Nieto, 2010). Estas carac-
teristicas forman un microbioma con intensa
actividad microbiana que es importante en la
transformacion de la materia organica, también
contribuye en el suministro de nutrimentos a
los organismos asociados con el ecosistema del
manglar (Kathiresan, 2011; Saravanakumar,
Anburaj, Gomathi, & Kathiseran, 2016).

El RI y la RZ del mangle hospedan bacte-
rias promotoras de crecimiento vegetal BPCV
que intervienen en los ciclos del carbono, azu-
fre, nitrégeno y del fosforo (Rojas, Holguin,
Glick, & Bashan, 2001). Los grupos y géneros
incluyen bacterias diazotroficas fijadoras de N
de vida libre (Azotobacter spp y Azospirillum
spp) y bacterias solubilizadoras de fosfato BSP
involucradas en el reciclado de carbono bajo
condiciones Oxicas y anoxicas del manglar
(Das et al., 2012; Garcia, 2015). La respiracion
microbiana, evaluada a través del CO, liberado
a la atmosfera, ha sido estudiada como indica-
dor del metabolismo de las poblaciones micro-
bianas en el suelo (Pepper & Gerba, 2015).
Resultados de investigaciones indican que la
actividad microbiana y las densidades pobla-
cionales de BFN de vida libre y BSP en el RI
y en la RZ, sostienen el equilibrio del ecosis-
tema de pantano, a través de la disponibilidad
de nutrimentos para los organismos vivos y la
degradacion de los hidrocarburos del petréleo
(Rivera-Cruz, Trujillo-Narcia, Trujillo-Rive-
ra, Arias-Trinidad, & Mendoza-Lépez, 2016;
Rodriguez-Rodriguez, Rivera-Cruz, Trujillo-
Narcia, Almaraz-Suarez, & Salgado-Garcia,
2016; Morales-Guzméan et al., 2017). Consi-
derando que existe mayor actividad micro-
biana en ¢l RI y en la RZ por la presencia de
exudados radicales, esta investigacion busca
responder si en el RI y en la RZ de la planta
de mangle blanco se acumula el petroleo, si
ahi ocurre intensa respiracion microbiana, y
si existen BPCV en presencia de niveles que
rebasen los 3 000 mg de HTP.

Los objetivos fueron, primero, evaluar la
distribucion espacial de los hidrocarburos tota-
les del petréleo (HTP) en el RI y en la RZ de la
planta de mangle blanco y en el SNR; segundo,
estudiar la capacidad de L. racemosa para el
alojamiento de rizobacterias y bioestimulacion
de la respiracion microbiana en diferentes espa-
cios de la interaccion suelo-raiz de un Histosol
contaminado con petrdleo intemperizado desde
1967. Se proponen dos hipdtesis, primero, la
concentracion de HTP es mayor en Rl y en la
RZ que en el SNR; segundo, sélo las concentra-
ciones de 10 389 mg kg'! HTP intemperizado
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inducen diferencias en las densidades poblacio-
nales de BFN de vida libre, BSP, Azospirillum
y Azotobacter; y en la respiracion microbiana.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y condiciones ambienta-
les: El area de estudio esta ubicada en la cuen-
ca baja del Rio Tonala en el sureste de México
(Fig. 1), a 1.2 km al oeste del Complejo Proce-
sador de Gas La Venta. Las coordenadas UTM
del poligono son 388170 a 388300 y 2000320
a 2000380 en Zona 15. El area evaluada abarca
8000 m? de un Histosol impactado desde 1967
por derrames cronicos de petroleo y de lodos
de perforacion del pozo petrolero La Venta 248
(Orocio, 2014). En términos taxondémicos el
suelo es un Histosol con horizonte superficial
fibrico (10-0 cm de profundidad), otro hémico
(0-32 cm), uno saprico (32-45 cm) y a mayor
profundidad (> 45 cm) existe suelo mineral,
aparentemente relacionado con el relleno de la
construccion del terraplén del pozo petrolero.
El Histosol permanece inundado la mayor
parte del aflo, recibe la influencia diaria de la
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marea desde el Golfo de México, a través del
Rio Tonala (Fig. 1). El bosque de mangle es de
origen natural, tiene 15 + 5.8 m de altura, el
diametro del tallo a 1.5 m de altura es 44.6 +
19.75 cm. El clima es tropical humedo con 1lu-
vias en verano, la precipitacion anual acumula-
daes 2 024.1 mm, 1 169.1 mm de evaporacion
y la temperatura alcanza un promedio anual de
26.4 °C (Diaz, Ruiz, Medina, Cano, & Serrano,
2000).

Muestreos de rizésfera, rizoplano y
suelo no rizosférico: El muestreo fue dirigido
y estratificado en funcién de la cantidad visi-
ble de petréleo acumulado en el suelo y de la
ubicacién de la raiz de la planta de mangle. La
cantidad visible de petroleo en el suelo se com-
plement6é con la intensidad de la iridiscencia
observable sobre la superficie de la columna
del agua, ambos criterios se conjuntaron para
la clasificacion de tres zonas de interés del
area estudiada: baja, media y alta cantidad de
petroleo en el suelo organico. Se seleccionaron
15 arboles distribuidos en 8 000 m? del Histosol
(Fig. 1), en seguida se ubicaron dos puntos de
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Fig. 1. Bosque de mangle blanco (Laguncularia racemosa) en el ejido José Narciso Rovirosa,
Huimanguillo, Tabasco, México.
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muestreo a 50 cm de distancia al norte y al sur
del tallo de cada arbol, después se definieron
tres zonas de muestreo en la profundidad 0-30
cm: RZ, constituida por el suelo adherido a la
raiz a una distancia maxima de cinco mm de
la misma; RI, es la raiz pero sin suelo, sepa-
rado en forma manual; por ultimo, el SNR,
correspondid al suelo sin raiz. Se colectaron,
por separado, muestras compuestas a partir de
tres submuestras, de la RI y del RZ, el suelo
organico se extrajo con pala recta y la raiz se
cortd con cuchillo esterilizado. Las muestras
del SNR se extrajeron con nucleador cerrado
de acero inoxidable, también se conformaron
con tres repeticiones. El total de muestras
fueron 90: 30 de RI, 30 de RZ y 30 de SNR,
cada muestra se introdujo en un frasco de
vidrio esterilizado, de 0.25 kg de capacidad,
con tapa de teflon, se etiquetd y se preservo en
campo dentro de hielera con hielo. El mismo
dia de la colecta se transportaron al laboratorio
y se preservo a 4 °C. Las variables evaluadas
fueron HTP, densidad de BPCYV, respiracion
microbiana y variables fisicas y quimicas del
suelo. Las caracteristicas fisicas clase textural,
humedad del suelo, y las quimicas pH, conduc-
tividad eléctrica, materia organica, nitrogeno
total y fosforo disponible fueron determinadas
segun las rutinas analiticas especificadas en
la NOM-021-RECNAT-2000 (SEMARNAT,
2002). Los resultados analiticos de los cuatro
suelos (Fig. 1) tienen las siguientes caracteris-
ticas: textura franco-arcillosa (hidrometria),
humedad 59 a 65 % (gravimetria), 4.5 a 5 de
pH (potenciometria), conductividad eléctri-
ca varié de 4625 a 5373 ps/cm (extracto de
saturacion), 9.31 a 18.6 % de materia organica
(combustion seca), 0.29 a 0.38 % nitrogeno
total (micro-Kjeldhal) y 387 a 526 mg kg'! de
fosforo disponible.

Hidrocarburos totales del petréleo:
Se utiliz6 10 g de suelo para la extraccion
del petroleo intemperizado en equipo soxhlet
mediante el método 3540B (USEPA, 1996).
La muestra compuesta contiene una mezcla
desconocida de tipo de petroleo derramado
en el suelo desde el inicio de operacion del

pozo petrolero La Venta 248 a partir de 1967
(Orocio, 2014). La muestra se acidifico con
HCI, después se sec6é con MgSO,. El solven-
te diclorometano grado analitico se evaporo
durante ocho horas y el peso seco del extracto
se cuantifico por gravimetria.

Clasificacion y delimitacion del suelo
segiin hidrocarburos totales del petroéleo: Se
realizd el mapeo de los 8000 m? en funcion
de la cantidad de HTP extraido del suelo. El
criterio basico fue el limite maximo permisible
establecido en la normativa mexicana para
suelo con uso forestal (SEMARNAT, 2013), el
valor méaximo permitido es 3000 mg kg!. Las
areas definidas fueron el suelo 1 (S1) con 0 a
3000 mg kg! de HTP, este es el suelo clasifi-
cado como no contaminado. Los contaminados
son el S2 con 3001 a 4000 mg, el S3 con 4001
a 6000 mg y, por ultimo, el S4 varié de 6001 a
18000 mg (Fig. 1). La delimitacion de las cua-
tro areas se definio con el valor promedio de las
muestras analizadas. Los valores fueron 1797
+ 103 mg HTP para S1, el S2 fue 3294 + 271
mg, el valor del S3 fue 5249 + 432 mg, y para
el S4 aument6 a 10389 + 1019 mg de HTP.

Densidades poblaciones y aislados de
bacterias: Las densidades poblacionales de
las BPCV se contaron de las muestras de RI,
RZ y SNR de los cuatro suelos ya especifi-
cados. Este estudio se realiz6 con el método
de dilucién seriada y determinacion de cuenta
viable en cajas Petri (Madigan, Martinko,
Dunlap, & Clark, 2015). Se utiliz6 el medio de
cultivo carbén combinado para BFN de vida
libre (Rennie, 1981), rojo congo para el grupo
Azospirillum (Reinhold et al., 1987), el medio
Ashby para el grupo Azotobacter (Dobereiner,
Marriel, & Nery, 1976) y el denominado Piko-
vskaya para BSP (Pikovskaya, 1948). Los
efectos RI y RZ se determinaron dividiendo
las densidades bacterianas del RI y de RZ entre
la densidad del SNR de cada suelo (Atlas &
Bartha, 2002).

Actividad microbiana: La actividad
microbiana se evalu6 durante 63 d para la
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cuantificacion de la respiracion microbiana
(mg CO, g d!) liberada de L. racemosa, de la
RZ y del SNR. El experimento fue un factorial
3x4x5, el factor 1 fue el tipo de suelo (RI, RZ
y SNR), el factor 2 fue la cantidad promedio
de HTP en cuatro suelos (1797, 3294, 5249 y
10389 mg kg™ y el factor 3 el tiempo de incu-
bacion (7, 14, 21, 42 y 63 d). Cada tratamiento
se evalud con seis repeticiones. La unidad
experimental fue un frasco estéril de vidrio, con
tapa, de 1.0 kg de capacidad, se introdujo 100 g
de muestra fresca y se evaluo6 con el método de
incubacion por fumigacion (Jenkinson, 1976),
la incubacion fue a 28 °C. La humedad se man-
tuvo a 60 % para simular las condiciones in sifu
del Histosol. Se introdujo en el frasco un vial
con 15 mL de NaOH 1 M, el CO, liberado de
la muestra quedé atrapado en el NaOH, el vial
se extrajo el dia 7, el NaOH se tituld6 con HCI
1 M en presencia de BaCl, y fenolftaleina. Este
procedimiento se repitid, con nuevos viales,
los dias 14, 21, 42 y 63. Se cuantifico el CO,
acumulado en cada tiempo de incubacion.

Analisis estadistico: El andlisis de varian-
za (ANOVA) de cada variable fue realizado
con el programa Statistical Analysis System
version 8.01 (SAS, 2005). La determinacion de
diferencias de medias de HTP en muestras de
RI, RZ y SNR en los cuatro tipos de suelo fue
con la prueba de Duncan (p < 0.05). Se utilizé
el mismo criterio para el calculo de las medias
de las poblaciones de BFN de vida libre,
poblaciones de BSP, Azospirillum y Azoto-
bacter, ademas para la respiracion microbiana
(CO, liberado).

RESULTADOS

Hidrocarburos totales del petroleo: Las
medias de las cantidades de los HTP extraidos
del suelo tienen diferencias estadisticas (Dun-
can, p < 0.05), ademas la cantidad de petréleo
excedio el limite maximo permisible de 3 000
mg en suelo con uso forestal (SEMARNAT,
2013). Por otro lado, las medias de las canti-
dades de HTP tienen diferencias estadisticas
entre el RI, RZ y en el SNR (Fig. 2). Los

mayores contenidos de petréleo en el RI se
encontraron en S2 y S3, en la RZ se extrajo
de los suelos S3 y S4, y en SNR se localizé en
el suelo S4. El nivel de contaminacion en el
RI fue 2.5, 1.5 veces mayor y 0.6 y 0.1 veces
menor que el SNR de los suelos S1, S2, S3 y
S4, respectivamente. En RZ los contenidos de
HTP fueron 1.8, 1.0 y 1.5 mayor y, 0.3 veces
menor que en el SNR de los suelos S1,S2,S3y
S4, respectivamente. Los indices de HTP entre
RI y SNR fueron mayores en el S1; el indice
fue 2.5, y en S2, disminuy6 a 1.5. En el S2 el
mayor contenido fue encontrado en el RI (4
158 mg kg!), en el S3 la mayor concentracion
se encontrd en RZ con 7513 mg. Los resulta-
dos promedios correspondientes al RI, RZ y al
SNR en el S4 fueron 2305, 5900 y 22962 mg
kg'!, respectivamente. Estas concentraciones
de petroleo estan relacionadas con el derrame
crénico proveniente de la perforacion y opera-
cion del pozo petrolero La Venta 248 (Fig. 1y
Fig. 2). Otra probable fuente es por el arrastre
de petréleo derramado en sitios aledafios al Rio
Tonald (Fig. 1), mismo que se comunica con
una darsena, y que llega hasta el sitio evaluado
por el efecto de la marea cada 12 h desde el
Golfo de México.

Densidad poblacional y aislados de bac-
terias: Las poblaciones de BFN, BSP, 4Azofo-
bacter spp y de Azospirillum spp mostraron
diferencias estadisticas significativas en cada
uno de los cuatro suelos. Las poblaciones de
tres grupos de rizobacterias (BFN, BSP y Azo-
tobacter) fueron mayores en el RI respecto al
RZ y SNR en dos suelos (S1 y S4) (Tabla 1).
Las mayores densidades poblacionales de BFN
(84x10° UFC) y de BSP (105x10° UFC) crecid
en el RI del suelo con mayor contaminacion
(S4), la del grupo Azotobacter (25 y 24x103
UFC) en el RI de los S1 y S2. La densidad de
Azospirillum (71 y 67x10° UFC) fue mayor
solo en la RZ de los suelos S2 y S3 (Tabla
1). Respecto al grupo de BFN en RI, RZ y
SNR (con valores promedios 55, 50 y 23x103
UFC, respectivamente), BSP (65, 58 y 20x10%),
Azospirillum (42, 57 y 27x103) fueron mayores
en suelo contaminado con petroleo (Fig. 3B),
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Fig. 2. Distribucion espacial de hidrocarburos totales del petroleo, en la profundidad 0-30 cm, en cuatro suelos del bosque
de mangle blanco (Laguncularia racemosa). Letras diferentes en cada suelo indican diferencias estadisticas (Duncan, p <

0.05,n = 12).

pero Azotobacter con 25, 12 y 14x10° fueron
mayores en suelo sin contaminacion (Fig. 3A).
El incremento de la densidad poblacional
en los cuatro suelos vari6 de 1.9 a 3.1 veces de
BFNenRIy1.3a2.6enlaRZrespectoal SNR
(Tabla 1). Similares incrementos se constataron
en las densidades de las BSP en RI y RZ, los
valores fluctuaron de 1.8 a 8.1 y de 1.7 a 5.1
veces, respectivamente; de la misma manera la
densidad de Azospirillum fue estimulada en el
RI, los valores fluctuaron entre 1.4 a 1.5, en RZ
fue de 1.2 a 3.2 veces (Tabla 2) mayor densidad
poblacional respecto a los valores en el SNR.
Sin embargo, la densidad poblacional de A4zo-
tobacter aument6 de 1.3 a 2.4 veces en el RI.
En el suelo sin contaminacion los cuatro grupos
de bacterias fueron mayores en el RI (Fig. 3).
El efecto del RI en la diversidad de aislados
de Azospirillum y Azotobacter fue observado al

incrementarse 1.1 y 1.2 veces (Tabla 2) respec-
to al SNR en el S4. Se distingue el efecto RZ
en suelo contaminado en la diversidad de Azo-
tobacter con una relacion de 1.2 veces mayor
respecto al SNR (Tabla 2).

Actividad microbiana: La respiracion
microbiana fue mayor en el Rl a los 7, 14, 21,
42 y 63 dias después de la incubacion. En los
cinco tiempos la respiracion basal microbiana
fue menor en la RZ y fue mayor en el SNR. La
respiracion basal en S1 (sin petréleo), S2, S3 y
S4 (con petroleo) en los tres espacios muestra
una curva sigmoidea (Fig. 4). Al principio de
la incubacién (dia 7) la respiracion fue menor o
igual a 17 mg de CO, g suelo™ d! en el RI, RZ
y en el SNR para todos los suelos, aumento en
forma paulatina hasta alcanzar el valor maximo
el dia 21 entre 32 a 67 mg de CO,, y disminuy6
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Fig. 3. Densidad poblacional de rizobacterias en rizosplano, rizosfera y en suelo no rizosférico en suelo sin petroleo (A) y
con petroleo intemperizado (B), en el bosque de Laguncularia racemosa. Letras minusculas diferentes dentro de cada grupo
bacteriano indica diferencias estadisticas (Duncan, P < 0.05, n = 12).
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Fig. 5. Produccion diaria de CO, en muestras de rizoplano, rizosfera y suelo no rizosférico sin petréleo (A) y contaminado

con petroleo intemperizado (B), durante cinco momentos (dias).

hasta 4-23 mg de CO, en la cuantificacion rea-
lizada el dia 63.

El RI, y menor grado la RZ, estimul6 la
respiracion microbiana con respecto al SNR
en los cuatro suelos. Los de la respiraciéon en
el RI registr6 valores maximos al dia 21 con
62 mg CO, fueron 62 en S1 sin contaminacion,
aumento a 67, 65y 54 en los suelos S2, S3y S4,
respectivamente. La RI el dia 21 alcanzé 53, 47,
54y 48 mg CO, en los cuatro suelos evaluados
con una relacion entre el Rl ylaRZ de 1.2, 1.4,
1.2 y 1.1. La menor respiracion basal con 39,
32, 40 y 34 mg CO, fue en el SNR de los S1,
S2, S3 y S4, respectivamente (Fig. 4).

La curva-respuesta de la emision de CO,,
en el RI, RZ y en el SNR, en suelo contamina-
do registrd a través del tiempo una forma sig-
moidea con valores maximos el dia 21 de 60,
49.6 y 32 mg CO, (Fig. 5A), respectivamente.
Esto es una disminucién de 3.2, 6.4, 17.9 %
respecto a los espacios similares en suelo no
contaminado (Fig. 5B).

DISCUSION

Efecto de la contaminacién por petroéleo
crudo en el contenido de petroleo: Esta inves-
tigacion es uno de los primeros estudios que
muestra la importancia del bosque de mangle
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blanco (L. racemosa) para el establecimiento
de rizobacterias y el metabolismo microbiano
en el RI, RZ en suelos con petrdleo intemperi-
zado en una region tropical. Los HTP derivados
del petroleo estan presentes en el Rl y en la RZ
de L. racemosa y en SNR espesor de 0-30 cm
en los cuatro suelos evaluados. Se han reporta-
do resultados similares en tierras subyacentes a
instalaciones petroleras: entre 4947 a 14250 y
65890 a 118789 mg kg'! de HTP (Rivera-Cruz
et al., 2016; Rodriguez-Rodriguez et al., 2016;
Trujillo-Narcia, Rivera-Cruz, Trujillo-Rivera,
& Roldan-Garrigos, 2018). Little, Holtzmann,
Gundlach y Galperin (2018) estudiaron un
suelo de bosque de manglar contaminado con
petroleo crudo crénico, encontraron que en el
espesor de 0-15 cm fue mayor el contenido de
hidrocarburos (43 208 mg kg'') y en la capa
subyacente entre 15-30 cm disminuy6 a 14601
mg kg™! HTP. Similares resultados encontraron
Rivera-Cruz, Ferrera-Cerrato, Volke, Rodri-
guez y Fernandez (2002) en Gleysol histi-
eutri-sédico con derrame cronico de petroleo
con 9110 a 322841 mg kg'! acumulados en el
horizonte subsuperficial (profundidad, 17-25
y 25-34 cm). Estos autores mencionan que la
retencion de petroleo se debe al alto contenido
de la materia organica, cantidad de raices en
Gleysol y los poros mas pequefios en hori-
zontes subyacentes, ya que el movimiento del
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petroleo depende de poros del suelo. La canti-
dad mayor de HTPenel Rly RZenel S2,S3 y
S4 sugiere que el RI y RZ de L. racemosa retie-
ne petréleo que el agua mueve en el bosque de
manglar. La fuente del petréleo suspendido en
el agua puede proceder de capas subyacentes
de S3y S4 con 7515, 5108, 5900 y 22962 mg
kg™! HTP localizados en espesor entre 10 a 30
cm. Los hidrocarburos se liberan por el flujo
constante del agua y por densidades diferentes
emerge en la superficie reteniéndose en el RI
y en la RZ. El flujo del agua en el bosque del
manglar, segiin Orihuela, Tovilla, Franciscus y
Alvarez (2004), es derivado de la marea diaria,
la cual arrastra materiales organicos de menor
densidad que el agua.

La acumulacién de petréleo en suelo del
manglar ha sido reportado en diferentes pro-
fundidades (Burns & Codi, 1998) a 40 cm,
también a 20 cm (Little et al., 2018). Estos
autores explican que los hidrocarburos son
lavados de manera periddica de los sedimen-
tos, depositados en los materiales organicos
del suelo y en los sedimentos de los arroyos
aledafios. L. racemosa forma un sistema denso
de raices secundarias y terciarias que inducen
la acumulacion de petrdleo. El microecosis-
tema constituido por el RI y la RZ propician
condiciones favorables para el establecimiento
y colonizacién de microorganismos, que a su
vez son los responsables de la mineralizacion
de compuestos organicos como glucosa, poli-
meros como la celulosa, hidrocarburos alcanos
e hidrocarburos policiclicos bajo condiciones
aerdbicas y anaerdbicas (Muratova et al., 2012;
Maier & Gentry, 2015). Bajo estas circunstan-
cias ocurre el proceso de atenuacion de hidro-
carburos a través de la rizodegradacion, que
segun Bjorklof, Salminen, Sainio y Jorgensen
(2008) es un proceso anaerobico y aerdbico
realizado por organismos en el humedal en el
tropico, y es una tecnologia reconocida por
varios autores para remover entre 38.9, 61.6
y 71 % de HTP en 12, 24 y 36 meses (Rivera-
Cruz et al., 2016).

Densidades poblacionales y aislados de
rizobacterias: Segun Walker, Bais, Grotewold

y Vivanco (2003) la colonizaciéon microbiana
en el suelo es mayor en sitios donde ocurre la
liberacién y acumulacion de exudados radi-
cales. Estas moléculas aportan nutrimentos
disponibles para la microbiota, en consecuen-
cia estimulan el incremento de la densidad
poblacional de bacterias y hongos por la exis-
tencia de fuentes nutritivas. Las bacterias dia-
zotroficas fijadoras de N de vida libre, las BSP,
Azotobacter 'y Azospirillum aprovechan los
distintos exudados radicales (azucares, polisa-
caridos, aminoacidos, péptidos y proteinas) que
actian como mensajeros para la interaccion
raiz-microbio en la epidermis de la raiz (Walker
et al., 2003). En este contexto, en el espacio
rizosférico del manglar pueden establecerse
(Berg & Smalla 2009; Drogue, Doré, Borland,
Wisniewski-Dy¢, & Prigent-Combaret, 2012)
aquellos grupos microbianos benéficos para los
servicios ambientales.

El efecto del RI segin Neumann y Rémheld
(2012) es la acumulacion de compuestos de
bajo peso molecular disponibles para las bacte-
rias diazotréficas de vida libre que colonizan la
rizodermis. Otras fuentes energéticas asociadas
con los exudados incluyen el acido poligalac-
turinico, acidos di y tri-carboxilicos tales como
malato, citrato, oxalato y compuestos fenoli-
cos. Se identificd que bajo condiciones de ane-
gamiento en el manglar la colonizacion de BFN
de vida libre, BSP y Azotobacter fue en el RI de
la planta de mangle blanco, en la RZ la mayor
colonizacion fue del grupo Azospirillum. De
acuerdo con Klughest y Haaker (1984) y Deu-
bel y Merbach (2005), el oxigeno es un reque-
rimiento indispensable para las actividades
nitrogenasa y fosfatasa durante la fijacion de N
de vida libre, al igual que para la solubilizacion
bacteriana del fosfato. Segin Marschner (2012)
el suministro de oxigeno a las rizobacterias
adheridas a la rizodermis ocurre a través de la
difusion interna desde las hojas a las raices del
aerénquima, la planta lo bombea a la epidermis
de la raiz y suelo mediante un siféon que cruza
la pared de la célula vegetal (Gobat, Aragno, &
Matthey, 2004). Otra forma de sobrevivencia
de las rizobacterias cuando se produce hipoxia
y anoxia en el suelo es mediante el uso otros
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aceptores de electrones terminales para la res-
piracion (Greenway, Armstrong, & Colemer,
2000).

Nuestros resultados evidencian que en la
planta de mangle blanco la bacteria Azospiri-
llum forma mayor densidad en la RZ que en el
RI. Resultados similares fueron reportados en
la RZ de los pastos Cynodon plechtostachyus,
Echinochloa polystachya y en Paspalum virga-
tum cultivados en suelos con 25 000 a 65 589
mg kg! de HTP intemperizado (Rivera-Cruz,
2011). Otra investigacién encontr6 también
que en la RZ del pasto Leersia hexandra, con-
taminado con 6000 a 180000 mg kg™' de HTP,
las poblaciones alcanzaron de 3 a 24x10> UFC
gramo de suelo (Arias-Trinidad et al., 2017).
La importancia del grupo de bacterias Azospi-
rillum (Bottomley & Myrold, 2015) es porque
provee entre 5 a 30 % del total de N acumulado
por la planta. La mayor proporcion de Azos-
pirillum en RZ se explica porque interactian
tanto con la raiz y suelo, por su alta movilidad
a través de flagelos en medios liquidos y bajo
severas limitaciones de oxigeno. Algunas cepas
utilizan como electrones al NO;, NO, o N,0,
ademas son autotréficos de hidrogeno faculta-
tivos (Holt, Krieg, Sneath, Sraley, & Williams,
1994). Por otro lado, la RZ contiene raices
dispersas que interactuan con el suelo, sitios
con baja presion de oxigeno en el manglar que
proveen un habitat favorable para las bacte-
rias diazotroficas aerdbicas y microerofilicos
(Zuberer, 1990).

Flores-Meireles, Winans y Holguin (2007)
identificaron que la RZ de la planta de mangle
Avicennia germinans es un micro ambiente
favorable y selectivo para el establecimiento
de bacterias diazotroficas, esto fue encontrado
también por Zuberert y Silver (1978) quienes
contaron de 2.9x10° a 5.9x103 UFC/g de bac-
terias heterotrofas fijadoras de N asociadas
con sedimentos de Avicennia. Franco et al.
(2012) reportaron la estructura y diversidad de
grupos de bacterias de vida libre, Azospirillum
spp y Azotobacter spp en sedimentos de man-
glar; por otro lado, Rodriguez-Rodriguez et al.
(2016) contaron poblaciones de 520x10> UFC
fijadoras de N de vida libre en RZ del pasto

L. hexandra en pantano con 7 572 mg kg’!
de HTP, respecto a suelo sin contaminacion
(180x10% UFC).

La colonizacion de las BSP fue mayor en
el RI y en la RZ en suelos con altos contenidos
de carbono organico y con limitada disponibi-
lidad de oxigeno por el anegamiento del suelo
organico. Estudios bajo condiciones similares
ya han sido realizados (Deubel & Merbach,
2005), los resultados también especifican que
las BSP, en ambientes con baja disponibilidad
de oxigeno, incorporan altas cantidades de P en
forma de polifosfatos. Estos autores también
afirman que las BSP se establecen en sustratos
con abundancia de compuestos fosfatados de
bajo peso molecular derivados de los exudados
radicales y bacterianos. El efecto positivo del
petroleo en la poblacion de BSP fue repor-
tado por Rodriguez-Rodriguez et al. (2016),
encontraron 700x103 UFC en la RZ del pasto
tropical L. hexandra en suelo con 5 574 mg
kg! de HTP, respecto a la densidad poblacio-
nal 150x10° UFC en suelo no contaminado.
Otro efecto reportado es el efecto rizosfera del
orden de 10 veces respecto al SNR. El efecto
RZ ha sido reportado por Radwan, Al-Awadhi,
Sorkhoh y EI-Nemr (1998) en el sistema radi-
cal de Vicia faba y también Lupinus albus en
suelo con 1, 5y 10 % de petroleo.

La bioestimulacion inducida por el petro-
leo en las rizobacterias de la planta de L.
racemosa también fue encontrada en estudios
reportados por Amadi, Abbey y Nma (1996)
de acuerdo con Abbasian, Lockington, Megha-
raj y Naidu (2016), Kirk, Klironomos, Lee y
Trevors (2005) y Gaskin y Bentham (2010)
mencionan que la biomasa microbiana incre-
menta en suelos con hidrocarburos del petro-
leo; ellos atribuyen esta positiva correlacion
de microbios degradadores de hidrocarburos
con la distribucion del petrdleo en el ambien-
te. Ademas, tanto las rizobacterias como la
raiz de L. racemosa, expuestas a petroleo
intemperizado, exudan enzimas extracelula-
res esenciales para la degradacion inicial de
sustratos mezclados con alto peso molecular
(Badalucco & Kuikman, 2001), como es el
caso de hidrocarburos del petroleo. Xiao-Dong.
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El-Alawi, Penrose, Glick y Greenberg (2004)
identificaron que las rizobacterias mitigan el
efecto toxico de los contaminantes en la planta
durante el cometabolismo exudando la enzi-
ma 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico.
Las monooxigenasas y dioxigenasas también
podrian estar involucradas (Pothuluri & Cer-
niglia, 1994) mediante la hidrélisis del aceite
degradado en presencia de oxigeno. Esta inves-
tigacion no demostrd la presencia de enzimas,
que debe ser realizado por futuros estudios, sin
embargo, la presencia de rizobacterias asocia-
das con la RZ de L. racemosa puede atribuirse-
le a los exudados enzimaticos.

Las bacterias diazotroficas de vida libre
pertenecientes a los grupos Azotobacter, Azos-
pirillum y BSP, encontradas en el RI y en la
RZ de L. racemosa, indican que en condiciones
de contaminaciéon con petroleo intemperizado
y anegamiento, se establecen cerca de la raiz
de mangle, probablemente por el aprovecha-
miento de los exudados radicales que contie-
nen altos niveles de carbono y energia. Segin
Weiss, Camack y Koropalov (1991) en suelo
del bosque de manglares, con altos conteni-
dos de materia organica, la enterasa hidroliza
la materia organica y produce mondémeros y
oligdbmeros que aprovechan las células bac-
terianas que se oxidan por las deshidrogena-
sas, lo que proporciona la energia necesaria
para su multiplicacion (Meyer-Reil & Koster,
2000; Fenchel, King, & Blackburn, 2012). Las
BFN de vida libre para establecerse requieren
bajas concentraciones de N, y condiciones
macroerofilicas necesarias para la expresion y
regulacion estructural de la nitrogenasa (Glick,
Patten, Holguin, & Penrose, 1999). En cuanto a
las BSP requieren carbonatos de fosfatos y 4ci-
dos glucénico (glucosa dehidrogenasa) (Nehl
& Knox, 2006). Estos grupos de bacterias han
sido reportadas en manglares (Olguin, Hernan-
dez, & Sanchez-Galvan, 2007; Flores-Mireles
et al., 2007; Franco et al., 2012).

El aislamiento de Azotobacter, Azospiri-
llum y de BSP extraidos de la RI, del RZ y del
SNR de L. racemosa bajo condiciones de suelo
contaminado con petréleo intemperizado, indi-
ca que estas bacterias diazotroficas quiza han

desarrollado mecanismos de adaptacion. Estu-
dios anteriores (Leahy & Colwell, 1990) repor-
tan que es probable que estas modificaciones
sean del tipo que induce y/o reduce las enzimas
especificas, posee respuesta selectiva enrique-
cimiento de organismos capaces de transformar
hidrocarburos de interés. Estos mecanismos
permiten a las bacterias utilizar como fuente
carbono y energia a los hidrocarburos, propie-
dad que ha sido reportada en un gran nimero
de aislados colectados en diferentes ambientes
(Leahy & Colwell, 1990; Barrios-San Martin et
al., 2012; Madigan et al., 2015).

Actividad microbiana: EI RI es una zona
de la planta que registra alta actividad micro-
biana por la presencia de exudados organicos
e inorganicos aprovechados por los microorga-
nismos para su nutricion (Brady & Weil, 2008).
En nuestro estudio la actividad microbiana fue
alta en el RI de la planta de mangle L. racemo-
sa comparada con la actividad en el RZ y en
el SNR, tanto en suelos con petréleo (1 797, 3
294,5249 y 10 389 mg kg™') como en aquellos
no contaminados. La respiracion microbiana
fue mayor en el RI (Fig. 4 y Fig. 5) de los cua-
tro suelos evaluados y también la respuesta fue
similar en los cinco tiempos evaluados (dias 7,
14, 21, 42 y 63). Asimismo, se identificaron
dos fases marcadas en la cinética microbiana:
la logaritmica y la de muerte. Esto es atribuible
porque la microflora nativa después de siete
dias sintetiza los metabolitos esenciales y pro-
mueve el crecimiento microbiano exponencial,
proceso que se aprecia por el incremento de la
respiraciéon microbiana (fase exponencial). De
manera muy pronunciada contintia la fase de
muerte a partir del dia 21 en todos los suelos y
tiempos evaluados, aqui es evidente la dismi-
nucién de la liberacion de CO,. Esta tendencia
muestra (Madigan et al., 2015) que el final
del proceso la célula muere, aunque pueden
permanecer algunas células viables durante
meses 0 afno.

El efecto positivo del RI de L. racemosa
en la respiracion microbiana, en los cuatro sue-
los, con y sin contaminacion petroleo, sugiere
que esta relacionado con su composicion, Se
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encontr6 que el RI tiene mayor cantidad de
raices respecto a la RZ, en donde se hospedan
microorganismos diazotroéficos de asociacion
libre y simbioticos (Marschner, 2012). Sin
embargo, el incremento también puede estar
relacionado con la tasa de respiracion de tejidos
inactivos de la raiz de L. racemosa cultivado
bajo condiciones in vitro. Bajo estas condicio-
nes en laboratorio la acumulacion de exudados
radicales puede estimular la formacion de sus-
trato para la respiracion microbiana, de modo
que las condiciones nutritivas nuevamente son
favorables para las siguientes generaciones
microbianas. Al respecto Killham (1994) y
Lynch, Marschner y Rengel (2012) indican
que los microorganismos heterotrofos estimu-
lan la fragmentacion y mineralizacion de la
materia orgénica, y los fragmentos y minerales
son integrados a las particulas del suelo por
microorganismos especializados.

El efecto positivo de la RI de L. racemosa
en la respiracion microbiana fue similar que
los resultados de Rodriguez-Rodriguez et al.
(2016). Estos autores reportaron incremento
de la liberacion de CO, en el RI del pasto
lambedor (Leersia hexandra) en humedales
contaminados con 7552 mg kg! de petréleo
intemperizado en comparacion al suelo sin
planta 63 dias después de la incubacion. Tim-
merman, Fuller y Burton (2003) y Jing, He y
Yang (2008) argumentan que el RI favorece
la actividad microbiana y el contenido de
carbono del suelo. Ambos parametros estan
relacionados con la oxidacién de carbono por
microorganismos en condiciones aerobias. Sin
embargo, en nuestro estudio la presencia de
los HTP inhibi6 la emision de CO, en RI, RZ
y SNR de L. racemosa en comparaciéon con el
suelo sin hidrocarburos (Fig. 4 y Fig. 5). Los
resultados de la incubacion del dia 21muestran
que el aumento de la cantidad de HTP en el RI
inhibi6 la respiracion en el S4 en relacion con
el suelo control (S1). La mayor disminucién de
CO, ocurri6 en el RI'y en la RZ del S4, conta-
minado con 10389 mg de HTP.

Rodriguez-Rodriguez et al. (2016) obtu-
vieron resultados similares el dia 63 después
de la incubacion, encontraron que disminuyo

22.7 % la emision de CO, en la RZ con petro-
leo intemperizado respecto al no contaminado.
Siddiqui & Adams (2002) obtuvieron resul-
tados diferentes el dia 20 después de la incu-
bacion, aumento la emision de CO, derivado
de suelo contaminado con diésel. Ademas,
Riveroll-Larios, Escalante-Espinosa, Focil-
Monterrubio y Diaz-Ramirez (2015) reportaron
aumento de emision de CO, en el suelo con
aceite viejo en humedal.

ElRIy la RZ de L. racemosa bioestimula-
ron la respiracion microbiana porque se liberd
mayor cantidad de CO, que en el SNR en suelo
no contaminado y también en suelo contami-
nado (Fig. 5). La emision de CO, el dia 21 de
incubacion fue 62.3 y 53.3 mg CO, g de suelo’!
d! en Rl y en RZ del suelo testigo, disminuyo
a 58.9y 51.76 mg CO, g suelo™! d"!. La menor
disminucion en RI y en RZ puede atribuirse al
sinergismo y la diversidad de la microflora que
utilizan como fuente de carbono y energia a
los hidrocarburos y exudados radicales (Atlas
& Bartha, 2002). La misma tendencia ocurrid
en SNR pero con mayor disminucion (18.3 %),
esto se atribuye a la persistencia de los hidro-
carburos recalcitrantes (compuestos ciclicos,
aromaticos, asfaltenos, y resinas) derivados
del petroleo intemperizado, que predominan
en los suelos evaluados. La tasa de degrada-
cion de estos hidrocarburos es lenta porque
se adsorben en la matriz del suelo (Maletic,
Dalmacija, Roncevic, Agbaba, & Ugarcina,
2011). Otro factor inhibidor para la vida de la
microflora en el suelo es el potencial toxico,
mutagénico y carcinogeno de los hidrocarburos
recalcintrantes que predominan en el petroleo
intemperizado (policiclicos aromaticos, pola-
res y asfaltenos). Estos hidrocarburos afectan
la sintesis de proteina y limita el crecimiento
microbiano (Pothuluri & Cerniglia, 1994).
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RESUMEN

La evaluacion del impacto del petroleo en la interac-
cion suelo-raiz de la planta de mangle blanco, Laguncula-
ria racemosa, es basica para identificar los cambios en la
actividad microbiana y en el potencial biotecnolégico para
la remediacion de Histosoles contaminados. El objetivo de
la investigacion fue evaluar la distribucion espacial de los
hidrocarburos totales del petroleo (HTP) en el suelo orga-
nico, la densidad poblacional de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, asi como la respiracion microbiana en
el rizoplano (RI) en la rizésfera (RZ) y en suelo no rizos-
férico (SNR) de L. racemosa. Una superficie de 8 000 m?
de un Histosol afectado desde 1967 y 1968 se evalud por
derrame cronico de petroleo y lodos de perforacion prove-
nientes del pozo petrolero La Venta 248. Se seleccionaron
15 arboles de L. racemosa y se extrajeron muestras del
RI, RZ y SNR. Los HTP se extrajeron en equipo soxhlet
con diclorometano durante ocho horas y se cuantificaron
por gravimetria. La cantidad promedio extraida de HTP
permiti6 la diferenciacion de cuatro suelos (S) en el area
evaluada, con valor promedio para el SI de 1 797 mg kg!
(no contaminado para la normativa mexicana) y tres suelos
contaminados: S2 con 3 294, S3: 5 249 y S4: 10 389 mg
kg'l. Los resultados evidencian diferencias estadisticas
(Duncan, p < 0.05) entre medias de las variables evalua-
das. La mayor acumulacién de HTP fue 22 962 mg kg’!,
se extrajo del SNR en el S4. Las mayores densidades de
bacterias fijadoras de N, solubilizadoras de P, Azospirillum
y Azotobacter fueron bioestimuladas por la presencia de
niveles altos de HTP en el suelo, sin embargo la respiracion
microbiana fue inhibida. Los resultados sugieren que L.
racemosa es sostenible en suelos con petroleo intemperiza-
do, y es un bioestimulador de la actividad microbiana para
la atenuacion natural.

Palabras clave: Azospirillum, Azotobacter, bacterias fija-
doras N, bacterias solubilizadoras de fosfatos, mangle
blanco, respiracion.
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