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Resumen.

La contaminacion de suelos por hidrocarburos es un tema complejo que afecta a gran parte del
mundo y conlleva graves y complejas consecuencias en la agricultura, ecosistemas, salud y
economia. La fitorremediacion es de las técnicas de biorremediacion mas estudiadas para la
remocion de contaminantes, en la que se utilizan plantas para remover, transferir, estabilizar,
concentrar y/o destruir los contaminantes. La microbiota del suelo juega un papel muy
importante en el crecimiento y salud de los suelos y plantas, algunos microorganismos
cuentan con capacidades degradativas de hidrocarburos, lo que en simbiosis con ciertas
plantas puede potenciar la eliminacion de contaminantes en un medio. En el presente estudio
se analizo la capacidad de la planta de Cempastchil de fitorremediacion de un suelo
contaminado artificialmente con diésel y los cambios generados en poblaciones de los filos
gammaproteobacteria, firmicutes y bacteroidetes. En el suelo impactado con diésel se mostro
una remocion del diésel de un 42% en un lapso de 4 meses. Los 3 filos de bacterias mostraron
un crecimiento con la presencia del hidrocarburo, bacteroidetes teniendo una poblacion
mucho menor que los otros dos filos pero con el mayor crecimiento en proporcioén con los
demds. La planta de Cempastchil mostré un menor crecimiento al control positivo, sin
embargo sobrevivio a una concentracion de 50,000ppm y mostré capacidades
fitorremediadoras.

Abstract.

Soil contamination by hydrocarbons is a complex issue that has effects all around the world
and entails serious and complex consequences in agriculture, ecosystems, health and
economy. Phytoremediation is one of the most studied bioremediation techniques for the
removal of contaminants, in which plants are used to remove, transfer, stabilize, concentrate
and / or destroy contaminants. Soil microbiota plays a very important role in the growth and
health of soil and plants, some microorganisms have degrading hydrocarbon capacities, which
in symbiosis with certain plants can enhance the elimination of contaminants in a medium. In
the present study, the capability of the Tagetes erecta for phytoremediation of a soil
artificially contaminated with diesel and the changes generated in populations of the
gammaproteobacteria, firmicutes and bacteroidetes phyla were analyzed. In soil impacted
with diesel, there was a 42% diesel removal after a period of 4 months. The 3 phyla of
bacteria showed a growth with the presence of hydrocarbon, bacteroidetes having a
population much smaller than the other two edges but with the highest growth in proportion
with the others. Tagetes erecta showed a lower in comparison
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to the positive control, however it survived a concentration of 50,000ppm and showed

phytoremediation capabilities.
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1.1 Introduccion

El petréleo, a pesar de haber sido de enorme ayuda a las actividades humanas en todas sus
formas de uso, desde plasticos hasta combustibles, también ha traido un sin fin de aspectos
negativos al mundo, siendo la contaminacion de ecosistemas por hidrocarburos una de las
mas importantes. La contaminacién de hidrocarburos conlleva efectos negativos en la
sociedad, economia y ecosistemas, en especifico la contaminaciéon de zonas agricolas
destruye el suelo y lo vuelve infértil, dejando sin trabajo a la sociedad, contamina
productos agricolas que llegan a mesas de los hogares para ser consumidos afectando la
salud de las personas, destruye la flora y fauna en delimitaciones de la zona afectada, se
dispersa y contamina mantos fridticos y zonas alejadas al centro de contaminacion. Existen
muchas técnicas de remediacion de suelos contaminados por hidrocarburos, sin embargo
siempre se pueden mejorar o explorar nuevos campos con el fin de optimizar la
remediacion, por ello que en la presente investigacion se busco remediar suelos
contaminados con diésel con ayuda del cempastchitl, flor caracteristica y tipica de México.
Esta investigacion versa en el comportamiento de la microbiota del suelo y los cambios
que ésta sufre a causa de la contaminacidon, como también a causa de una remediacion. El
objetivo fue analizar los cambios de 3 filos importantes involucrados en el crecimiento de
plantas y en la degradacion de hidrocarburos en suelos, gamma proteobacteria, firmicutes,

bacteroidetes y esto mediante técnicas moleculares y biotecnolédgicas.

1.2. Antecedentes

Diferentes plantas tienen capacidades de fitorremediacion de hidrocarburos, como la
alfalfa, hierbas altas de pradera, trigo, maiz, (Aprill & Sims, 1990; Ferro et al., 1994;
Ayotumo et al., 2006). asi mismo de benzoapireno, metales pesados, colorantes, con
especies de fagetes (cempasuchitl) (Sun et al., 2011; Goswami & Das, 2017; Patil &
Jadhav, 2013).

Pocos estudios preceden sobre la fitorremediacion con Tagetes erecta, conocida
como Cempasuchitl, no obstante, arrojan resultados atractivos para seguir investigando a la
planta su posible aplicacion en campo para la biorremediacion. Con el cempasuchil se ha
comprobado la absorcion de metales pesados como el plomo, cobre y cadmio, asi como la
degradacion de benzoapireno y colorante azul 160 (Sun, ef al., 2011; Patil & Jahdav 2013;
Uraguchi, et al., 2006; Bosiacki, 2008; Malarkodi, et al, 2008). El cempasuchil ha

demostrado sus capacidades de fitorremediacion de metales pesados y Unicamenteseha



probado una sola vez para 1 tipo de hidrocarburo, por ello se pretende estudiar su

capacidad para degradar diésel y analizar sus cambios en la microbiota.

1.3. Planteamiento del problema

La situacion actual del pais por contaminacidon de hidrocarburos en suelos agricolas es un
gran reto que debe abordarse por la sociedad, la academia y el gobierno. Puebla es el
cuarto estado con mayor niimero de derrames de petroleo a nivel nacional, con un total de
6.91 de billones de barriles de petréleo derramados (Comisién Nacional de Hidrocarburos,
2013). En el afio 2017 se transportaron un total de 926,599 miles de barriles de derivados
del petroleo, los ductos son el medio de transporte mas utilizados, transportando
aproximadamente el 76% del total de hidrocarburos., este sistema de transporte es el mas
vulnerable, y 12,581 sufren alguna fuga por accidentes o acciones de robo de combustible
(PEMEX, 2017). Las afectaciones de estos derrames incluyen la salud humana (Cuadras et
al. 2012; Morales, 2008; Tirado, 2004), las afectaciones al medio ambiente (Miranda y

Restrepo, 2005) y afectaciones socioecondémicas (Infante, 1998).

1.4. Justificacion

La microbiota es el conjunto de microorganismos localizados en un habitat especifico. En
el suelo, estos microorganismos realizan diferentes funciones importantes para la dindmica
funcional, tal como la degradacion de sustancias xenobidticas, control biologico de
patdgenos, solubilizacion de minerales y la descomposicion de la materia orgénica que
proporciona nutrientes a las plantas (Schloter ef al., 2003). Existen antecedentes sobre las
afectaciones de la microbiota por la contaminacién del suelo (Miranda y Restrepo, 2005),
no obstante la microbiota también forma parte importante de la restauracion de suelos
(Silva et al.,, 2009). Sin embargo hay pocos estudios de la evaluacion de la microbiota
empleando bioaumentacion en suelos agricolas. En este trabajo se muestra la dindmica de
poblaciones de 5 filos representativos de los taxones microbianos en el suelo
(Bactoriodetesa, Gammaproteobacteria, Firmicutes y bacterias totales). Este estudio
permitird explorar estrategias para la remediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos. El conocimiento del cambio de poblaciones microbianas en los suelos
afectados de la region de Puebla serd una aportacion de esta investigacion. La estrategia de
fitorremediacion con Tagetes erecta podria ser una alternativa de ingresos econdmicos sin

generar posibles riesgos a la salud, siendo esta una planta ornamental.



1.5. Hipotesis

La fitorremediacion de un suelo agricola impactado con diésel empleando Tagetes erecta

tiene un efecto de remocidon y un cambio en la microbiota

1.6. Objetivos

General: Analizar la microbiota presente en suelos agricolas contaminados con diésel de
la region de Tecamachalco, Puebla, en el proceso de fitorremediacion con Tagetes erecta
mediante técnicas moleculares y analiticas de IR, para generar estrategias de

biorremediacion.

Especificos:

- Contaminar artificialmente el suelo agricola con diésel.

- Cuantificar mediante gravimetria la cantidad de diésel presente en muestras
- Determinar mediante IR la presencia de diésel

- Realizar PCR en tiempo real con primers especificos de filos baceteroidetes, firmicutes,
gammaproteobacteria y bacterias totales para cuantificar el microbioma en las muestras

de suelo antes y después de la fitorremediacion.

- Realizar los analisis estadisticos de los resultados.
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2.1 Hidrocarburos
2.1.1 Caracteristicas generales de los hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos organicos, extraidos de combustibles fosiles, formados
por atomos de carbono e hidrégeno (Flores-Puente et al., 2004). La molécula bésica de
hidrocarburo es el metano (-CH4), formandose las demas variedades de hidrocarburos de
petroleo a partir de esta molécula. Los hidrocarburos que tienen hasta 4 atomos de carbono
suelen ser gases; si tienen entre 5 y 19 liquidos, y con 20 o mas son solidos. Los
hidrocarburos del petrdleo consisten en compuestos saturados de cadena lineal (alcanos),
compuestos aciclicos (cicloalcanos) y compuestos aromaticos conteniendo cuando menos
un anillo bencénico en su estructura molecular. (Botello, 2005). El petroleo ademas,
contiene compuestos de azufre, nitrégeno, oxigeno, y trazas de metales y otros elementos

(Witter y Nguyen, 2016).

Los alcanos pueden ser saturados de cadena lineal o isoalcanos de cadena rami-
ficada con la formula general (CnH2n+2) y con 4tomos de carbono desde C1 hasta C40 y
en ocasiones se han reportado cadenas con mas de 60 atomos de carbono. Los alcanos
ciclicos consisten de compuestos en los cuales todos o algunos de los atomos de carbono
estan arreglados molecularmente formando anillos. Los hidrocarburos aromaticos son
usualmente menos abundantes que los saturados y conienen uno o mas anillos bencénicos
intimamente ligados o conectados en su estructura molecular; el grupo de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos lo conforman aquellos compuestos cuya estructura molecular se

origina por la union de 3 o mas anillos bencénicos (Posthuma, 1977).

En la tabla 1 se muestran los principales alcanos y sus propiedades fisicoquimicas,
en la tabla 2 se muestran los principales hidrocarburos aromaticos con sus propiedades

fisicoquimicas (Botello, 2005).



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los principales n-alcanos y cicloalcanos.

Nombre Punto de Punto de

Formula Fusion 0C Ebullicién ©C Densidad g/ml
Alcanos
Metano CHy -183 -162 -
Etano CH3CH3 -172 -88.5 -
Propano CH3CH,CH3 -187 -42 -
CH»(CH»)»CH
n-Butano 3 3(CH2)2 -138 0 -
H H H
n-Pentano 3(‘: 3(CH2)3C -130 36 0.626
CH»(CH»)4CH
n-Hexano 5 3(CH2)4 -95 69 0.659
CH»(CH»):CH
n-Heptano 5 3(CH)s -90.5 98 0.684
CH»(CH»)¢CH
n-Octano 5 3(CH2Js .57 16 0.703
CH»(CH»)~CH
n-Nonano 3 3(CH2)7 -54 151 0.718
H H H
n-Decano g 3(CHECH 4 174 0.730
H
n-Undecano §H3(CH2)9C -26 196 0.740
CH»(CH C
n-Dodecano 3(EH10 -10 216 0.749
Hj
CH»(CH C
n-Tridecano 3(CEHIC 234 0.757
Hj
CH»(CH C
n-Tetradecano Hy 3(CH12 5.5 252 0.764
CH»(CH C
n-Pentadecano 0 3(CH13 10 266 0.769
3
CH»(CH C
n-Hexadecano 3(CH)IC 280 0.775

Hj



CH3(CHp)15C

n-Heptadecano Hy 22 292 -
CH;(CH C

n-Octadecano 3(CH)ie 28 308 -
H3
CH5(CH C

n-Nonadecano 3(CH17 32 320 -
H3
CH;(CH C

n-Eicosano 3(CH)1s 36 - -
H3

Cicloalcanos

Isobutano (CH3),CHCH3  -159 -12 -
(CH3),CHCH,

Isopentano CHj -160 28 0.620

Neopentano (CH3)4C -17 9.5 -
CH»)>CH(CH

Isohexano (CH3),CH( -154 60 0.654
2)2CH3

3-metil (CH3RCHICH 63 0.676

-metilpentano 3)CH,CHj - .

2,2 (CH3)3CCHC

Dimetilbutano ~ Hj 8 30 0649

2,3 (CH3),CHCH(

Dimetilbutano ~ CH3)y 129 o8 0.668

Tabla 2. Principales propiedadades fisicas de algunos compuestos aromaticos.

i Punto de Punto. de Densidad a
Nombre Formula ., Ebullicion
Fusién oC oC 200C (g/ml)
Benceno CeHg 5.5 80 0.874
Tolueno CeH5CH3 -95 111 0.862
Etilbenceno CeH5CHyCH3 -95 136 0.863
Propilbenceno -100 1259 0.858

C6H5CH2CH2CH
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Isopropilbenceno (CH3)pCHCgH5  -96 152 0.858
O-Xileno 0-(CH3)2CeHy -25 144 0.876
m-Xileno m-(CH3)pCgHy -48 139 0.860
p-Xileno p-(CH3)2CeHy 13 138 0.857
1,2,3 19213-0-

Trimetilbenceno (CH3)3CgH3 25 176 0.890
1,2,5 19215-0-

Trimetilbenceno (CH3)3CgH3 44 169 0.872
Estireno CgH5CH-CH» -31 145 0.901
Bifenilo CgHs-CgHjs -69 255 -
Naftaleno CioHg 80 218 0.975
2.1.2 Diésel.

La figura 4.2 muestra una distribucion tipica del nimero de carbonos en diésel. El diésel es
una mezcla compleja de miles de compuestos, la mayoria conteniendo carbonos de entre
10 y 22 atomos. La mayoria de los compuestos pertenecen a los grupos de alcanos
(parafinas), cicloalcanos (naftenos) e hidrocarburos aromaticos, y dependiendo de las

proporciones de estos compuestos varian un diésel de otro (Chevron, 2007). La tabla 2.1

muestra algunos de los principales hidrocarburos presentes en el diésel.



Figura 2.1 Distribucion tipica del nimeo de carbonos en el diésel
12 -

10 -

Mass Percent

0-
<9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23>

Carbon Number

Tabla 2.1 Principales hidrocarburos, punto de ebulliciébn y congelacion presentes en el

combustible diésel

Chemical Hydrocarbon Boiling Freezing
Compound Formula Class Point, °C/°F Point, °C/°F
C1OH8

Naphthalene Aromatic 218/424 80/176
Tetralin CoHp Aromatic 208/406 -35/-31
cis-Decalin C'OH‘a Naphthene 196/385 -43/-45
1,3-Diethylbenzene C‘OH‘4 Aromatic 181/358 -84/-19
n-Butylcyclohexane C“.)H20 Naphthene 181/358 -75/-103
n-Pentylcyclopentane c1oH 20 Naphthene 181/358 -83/-17
Decane CoHas n-Paraffin 174/345 -30/-22
Anthracene CMH‘O Aromatic 341/646 215/419
1-Pentylnaphthalene CisHig Aromatic 306/583 -24/1
n-Nonylcyclohexane C15H30 Naphthene 282/540 -10/14
n-Decylcyclopentane C15H30 Naphthene 279/534 -22/-8
n-Pentadecane CisHao n-Paraffin 271/520 10/50
2-Methyltetradecane clsHsz Isoparaffin 265/509 -8/18
1-Decylnaphthalene conze Aromatic 379/714 15/59
n-Tetradecylbenzene cona a Aromatic 354/669 16/61
n-Tetradecylcyclohexane C 2 oH 40 Naphthene 354/669 25/77
n-Pentadecylcyclopentane Czo H4° Naphthene 353/667 17/63
Eicosane CooMaz n-Paraffin 344/651 36/97
2-Methylnonadecane (:ZOH“2 Isoparaffin 339/642 18/64

Tabla tomada de Chevron, 2007
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La produccion de diésel es menos compleja que la produccion de gasolina y se
trata también de una mezcla de hidrocarburos de composicion quimica no definida en
su totalidad. La composicion quimica del diésel depende en mayor medida del tipo de
crudo procesado, debido a que son pocos los procesos quimicos destinados a
transformar el petréleo crudo en diésel. El diésel se obtiene mayormente de procesos
de fraccionamiento o destilaciéon. Un volumen importante proviene del proceso de
destilacion primaria del cual se separa la fraccion de hidrocarburos que destilan

aproximadamente entre los 175 y los 370 °C (PEMEX, 2017).

2.1.3. Hidrocarburos Totales del Petroleo (TPH)

El término hidrocarburos totales de petréleo (TPH por sus siglas en inlgés) describe a un
extenso grupo de sustancias quimicas derivadas del petréleo crudo, siendo mezcla de
liquidos incoloros o de color claro que se evaporan facilmente, liquidos espesos de color
oscuro o semisolidos que no se evaporan. Muchos de estos productos tienen un olor
caracteristico a gasolina, keroseno o aceite. Conocer la cantidad de TPH en una muestra
ayuda como indicador general mostrando el tipo de contaminacidn existente en un sitio o
muestra. Debido a que hay muchos productos quimicos diferentes en el petréleo crudo y en
otros derivados del petrdleo, no es practico medir cada uno en forma separada, sin embargo

es util medir la cantidad total de TPH.

2.1.4 Contaminacion por hidrocarburos

Los contaminantes se distribuyen de acuerdo a sus caracteristicas fisicas, quimicas y
condiciones ambientales como clima, tipo de suelo, entre otros. Una vez depositados en
superficie, pueden volatilizarse, infiltrarse, biodegradarse o ser trasladados a otras zonas
por organismos vivos o por escorrentia. Las sustancias que se infiltran pueden atravesar sin
reaccion con los constituyentes del suelo, o interaccionar con ellos, otros elementos pueden
ser neutralizados, degradados, adsorbidos o precipitados. Como resultado final se produce
la retencion de las sustancias o su movilizacidn, en el interior del suelo, por otra parte, el
suelo no es selectivo y puede actuar sobre compuestos organicos e inorganicos, aniones y
cationes, acidos y bases, oxidantes y reductores, metales, sales, particulas coloidales, y

microorganismos (Lopez Lafuente, 2007).
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En el caso de los hidrocarburos como las gasolinas, gasoleos, aceites y petrdleo
crudo una vez depositados en el suelo donde existe algin manto freético, tienen a formar
una capa en forma de nata en el nivel freatico. Los compuestos densos migran hacia la base
del acuifero en toda su profundidad mientras que los volatiles pueden evaporarse a la
atmosfera, si la contaminacion se produce en la superficie, si la pérdida es bajo el nivel del
suelo los mas moviles pueden migrar a través del suelo hacia el manto freatico. Los
componentes de peso molecular mas alto son en su mayor parte insolubles e inmiscibles y
pueden desplazarse lentamente a través del suelo. Sin embargo la migracion vertical esta
en funcién del tipo de hidrocarburo y del tipo de particulas del suelo, particulas pequefias
que lo constituyen impiden el paso de contaminante, mientas que particulas grandes al
tener espacios entre ellas, es decir, mayor porosidad, permitiendo una infiltracion mayor.
Los efectos de los hidrocarburos en el ambiente dependeran de la cantidad, composicion, la
frecuencia y tiempo de exposicion, asi como de las caracteristicas del sitio donde sucedié
el derrame (descarga, liberacion, rebose, achique o vaciamiento de hidrocarburos que se
presente en suelo) sin olvidar las variables ambientales como temperatura, humedad,

oxigeno y sensibilidad de la biota especifica del ecosistema (Ganem, 2010).

2.2 Suelo

En el suelo existen 3 fases, en la fase liquida se encuentran en suspension elementos
quimicos y moléculas solubles; la fraccion gaseosa estd formada por la modificacion del
aire atmosférico resultante de procesos bioquimicos como la respiracion celular y la
fraccion solida se compone de sustancias inorgénicas y materiales organicos. Por ello, el
suelo es un ambiente heterogéneo altamente complejo, que se caracteriza por anclar una
variedad de procesos quimicos, fisicos y biologicos, y es uno de los mayores reservorios de
diversidad bioldgica en el planeta (Swift ef al, 1998). En presencia de plantas, las bacterias
colonizan la superficie de raices, llamada rizésfera (Raaijmakers et al., 2008;), y se
encuentran en poblaciones alrededor de 10 a 1000 veces mayores que aquellas encontradas
en suelos no rizosféricos (Berendsen et al., 2012). Sin embargo, los metabolitos excretados
por las raices vegetales promueve un efecto selectivo sobre grupos microbianos que
presentan compatibilidad metabdlica a los exudados (Berendsen et al., 2012). En el caso
de los suelos agricolas, se deben de contener suficientes nutrientes, recursos energéticos y
microorganismos para brindar un ambiente idoneo a las plantas para tener una amplia

produccion.
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Dependiendo de las caracteristicas del suelo se pueden albergar diferentes especies
de bacterias (Torsvik y Ovreas, 2002). Las estimaciones muestran la poblacion de
procariotas en suelos entre 10”8 y 10"10 bacterias por gramo de suelo y entre 5000 y mas
de un millon de especies diferentes en un mismo suelo (Taylor et al., 2002). Los
microorganismos realizan diferentes funciones importantes para la dindmica funcional del
suelo, como la degradacion de sustancias xenobidticas, control bioldgico de patdgenos,
solubilizacion de minerales y la descomposicion de la materia orgénica que proporciona

nutrientes a las plantas (Schloter et al., 2003).

2.2.1 Contaminacion de suelos por hidrocarburos

Una de las fuentes de contaminaciéon de suelos se debe a derrames hidrocarburos,
afectando los microambientes, flora y microbiota (Madigan et al., 1999) y de acuerdo con
la Comision Nacional de Hidrocarburos, de 2006 hasta 2012 la tendencia de fugas y
derrames en ductos de Petréleos Mexicano al cierre de 2014, presenta un incremento de
4%, en comparacion con 2013. De las fugas y derrames en 2014, 60% se presentaron en

los ductos de recoleccion y 38% en ductos de transporte.

Entre los factores que inciden en los eventos de fugas y derrames se encuentran las
tomas clandestinas y los fendémenos de corrosion. De acuerdo con la Comision Nacional de
Hidrocarburos de 2006 hasta 2012, Puebla fue el cuarto estado con mayor nimero de
derrames de petrdleo a nivel nacional, con un total de 6.91 billones de barriles de petrdleo
derramados (Comisién Nacional de Hidrocarburos, 2013). En el estado existen gasoductos
que atraviesan mas de 25 localidades en zonas rurales, lo que las hace vulnerables a
derrames o a alglin tipo de explosion (Cuanalo y Melgarejo, 2002). Tal es el caso del
derrame de Acatzingo en el afio 2002, que dejé una persona muerta y 50 hectareas de
terrenos de cultivos dafiadas, se perdieron cosechas y se afecto la fertilidad de los suelos.
Otro ejemplo es la explosion de un ducto en 2010, en el municipio de San Martin
Texmelucan, con un saldo de 30 muertos, ademas de 83 casas con dafios parciales y 32 con
pérdida totales, la explosion abarco una distancia aproximada de un kilometro y medio y se
expandid por 50 hectireas de suelos de cultivo y por la ribera del rio Atoyac,
desencadenando un impacto severo sobre la microfauna, microflora, biota y poblaciones

humanas cercanas al rio (Rivera et al., 2013; Cavazos-Arroyo et al., 2014).

Durante 2014, se identificaron y clausuraron 4,125 tomas clandestinas (TC), cifra
43.7% mayor a las 2,871 detectadas en el 2013. Tamaulipas fue la entidad mas afectada

por este delito, identificarse 641 TC en los ductos de Pemex Refinacion (16% del total
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nacional). Le siguen Guanajuato con 524 TC (13%), Sinaloa con 519 TC (13%) y Jalisco
con 359 TC (9%) (Pemex, 2015).

2.3 Microbiota

El término microbiota hace referencia a los microorganismos que se encuentran en un
ambiente especifico, y puede ser desde virus, bacterias u hongos. Todo organismo esta
clasificado de forma taxondmica, logrando asi tener grupos de organismos con propiedades
similares, separandolos de lo que son diferentes. La clasificaciéon taxondmica de

organismos en rango descendiente se muestra en la figura 2.2.

Dominio

Filo

Clase

Familia

Género
Especie

Figura 2.2 Clasificacion taxonémica de organismos

En el dominio de las bacterias encontramos 30 filos acorde al LSPN (List of Bacterial

Names with Standing in Nomenclature) (Euzéby, 1997).

2.3.1 Microbiota de suelo

El suelo es un ambiente complejo capaz de albergar diferentes especies de bacterias, estas
se encuentran en proporciones que van de 10"8 al0”10 por gramo de suelo, entre 5000 y
mas de un millon de especies diferentes (Burns ef al., 2013). La dinamica funcional tiene
varias funciones importantes que son realizadas por los microorganismos: la degradacion
de sustancias xenobidticas, control biologico de patdgenos, solubilizacion de minerales y la
descomposicion de la materia organica que proporciona nutrientes a las plantas, (Schloter
et al., 2003; Kujur et al., 2012). En presencia de plantas, las bacterias colonizan la
superficie de raices, denominada rizosfera (Davison, 1988; Zhang et al., 2006), estas se

encuentran en poblaciones alrededor de 10 a 1000 veces mayores que aquellas encontradas
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en suelos no rizosféricos (Berendsen et al., 2012). Sin embargo, los metabolitos excretados
por las raices vegetales promueve un efecto selectivo sobre grupos microbianos que
presentan compatibilidad metabdlica a los exudados (Rovira, 1959, Berendsen et al.,
2012). En el caso de los suelos agricolas, se deben de contener suficientes nutrientes,
recursos energéticos y microorganismos para brindar un ambiente idoneo a las plantas para

tener una amplia produccion.

La principal caracteristica de estos microorganismos es la de favorecer el desarrollo
vegetal por mecanismos directos, como la fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), la
produccion de fitormones y la solubilizacion de fosfatos; o por mecanismos indirectos,
como el control bioldgico de fitopatdgenos e insectos, aumento de la resistencia a estrés

bioticos y abiodticos, ademas de otros mecanismos (Bulgarelliet al., 2013).

Los mecanismos de promocioén del crecimiento vegetal, presentados por estos
microorganismos y que pueden ser explotados en beneficio de una agricultura mas
sostenible y de menor impacto ambiental, comprenden: la fijacion biologica de nitrégeno
(James y Baldani, 2012); el aumento de la actividad de la nitrato reductasa vegetal cuando
en asociaciones endofiticas (CASSAN et al., 2008); la producciéon de fitormonios como
auxinas, citocinas (Tien et al., 1979), giberelinas (Bottini et al., 1989) y la regulacion de la
biosintesis del etileno (Strzelczyk et al., 1994), ademas de una variedad de otras moléculas
bioactivas (Perrig et al., 2007); la solubilizacién de fosfatos (Rodriguez et al., 2004); el
control bioldgico de patdégenos (Cassan et al., 2008); y el aumento de la resistencia vegetal

a diferentes estrias abioticas (Yang et al., 2009).

Como se mencioné anteriormente, en la fase sélida del suelo, la cual representa en
promedio el 50% del volumen total del suelo, siendo cerca del 45% representados por
minerales y entre 1 - 5% representados por materia organica, donde residen los organismos
vivos: raices y macro y microorganismos. En la mayoria de los casos, los
microorganismos, junto con sus enzimas extracelulares y con la meso y macrofauna,
conduce a todas las reacciones metabdlicas conocidas en este ambiente (Bakshi y Varma,
2011; Kujur et al., 2012). Estas actividades ocurren de manera desuniforme y presentan
grandes diferencias espacio-temporales a lo largo del perfil del suelo, donde la
acumulacion de materia organica, desechos animales y deposiciones rizosféricas llevan a la
existencia de microhabitats con elevada actividad bioldgica y biodiversidad (Gonzales et

al. 2012).

Debido a su heterogeneidad fisica, quimica y bioldgica, el suelo es uno de los

mayores reservorios de biodiversidad microbiana, constituyendo un importante recurso
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para la exploracion biotecnologica. La diversidad bacteriana en estos ambientes es muy
superior a la observada para organismos eucariontes, pudiendo existir miles de diferentes
especies de bacterias en apenas 1 cm3 de suelo (Torsvik y Qvreas, 2002; Maron et al.,
2011). Los microorganismos que habitan el suelo constituyen la base de procesos
ecoldgicos, como los ciclos biogeoquimicos y la cadena tréfica, manteniendo relaciones
vitales entre si y con los organismos superiores. Diversas funciones de importancia para la
dindmica funcional del suelo son realizadas por los microorganismos, como la
descomposicion de la materia orgdnica que proporciona nutrientes a las plantas y la
degradacion de sustancias xenobiodticas. Ademads, la microbiota del suelo actia en el
control biologico de patdogenos, influye en la solubilizacion de minerales y contribuye a la
estructuracion y agregacion del suelo (Schloter et al., 2003; Kujur et al., 2012). Se han
descrito varios géneros bacterianos con potencial de promocion del crecimiento de plantas,
pero la mayor composicion filogenética de comunidades bacterianas en suelo y asociadas a
vegetales es de Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria (Bulgarelli et
al., 2013; Djemiel et al., 2017). Sin embargo la composicion y dindmica micriobiana en
suelos puede variar dependiendo de locacion, la composicion del suelo, especies de plantas
y la arquitectura de biomasa (Schneider et al., 2012; Vo'riskovd and Baldrian, 2013;
Cardenas et al., 2015; Ventorino et al., 2015).

Las estimaciones recientes muestran la poblacion de procariotas en suelos entre
108-1010 bacterias por gramo de suelo, entre 5000 y mas de un millén de especies
diferentes (BURNS et al., 2013). Estos microorganismos pueden ser clasificados en grupos
funcionales de acuerdo con sus actuaciones en los procesos bioldgicos. Ejemplos de estos
grupos son los microorganismos involucrados en el ciclo del carbono y el nitrégeno

(Torsvik y Qvreas, 2002).

A pesar de ser capaces de apreciar la importancia de la biodiversidad microbiana
del suelo, todavia tenemos poca informacion sobre el papel de esta biodiversidad para el
funcionamiento de este ambiente (Stark et al., 2008) y su influencia en la productividad
vegetal (Marcel et el., 2008; Bakshi y Varma,2011) establecen que la fertilidad y calidad
de suelos no estdn relacionadas solamente con su composicidon quimica, sino
principalmente con la cantidad y diversidad de los microorganismos que los habitan. Se
estima que menos del 10% de los microorganismos existentes en estos ambientes han sido
caracterizados y descritos (Dubey et al., 2006) y por lo tanto el desarrollo de métodos
dirigidos a la exploracion de grupos microbanos especificos son todavia una gran

necesidad.
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La existencia de microbiota en plantas es fundamental y por medio de mecanismos
bioquimicos se logra el mutualismo demostrado por estudios en la promociéon de
crecimiento de plantas y la promocion de salud de plantas por medio de bacterias.

(Bulgarelli et al., 2013).

2.4 Biorremediacion de hidrocarburos

Numerosos microorganismos, como hongos y bacterias, son capaces de degradar diferentes
hidrocarburos, alifaticos y aromaticos, bajo distintas condiciones ambientales (por ejemplo,
condiciones aerobias o anaerobias). Diversas enzimas ofrecen estas capacidades a los
microorganismos, permitiendo que la degradacion del hidrocarburo se lleve a cabo poco a
poco a través del metabolismo secuencial de sus compuestos (Van Hamme et al., 2003).
Dentro de la biorremediacion de suelos se consideran todos los posibles organismos que
pueden vivir en el suelo como algas, actinomicetos, nematodos, oligoquetos, insectos,
pequeiios mamiferos y plantas. Sin embargo, se pone a las bacterias, hongos y plantas
como los mejores organismos capaces de degradar, estabilizar y tolerar las situaciones de
estrés causadas por la contaminacion con hidrocarburos del petrdleo (Boszczyk et al.,

2004; Martin et al., 2004).

El fundamento bioquimico de la biorremediacion se basa en una serie de reacciones
de oxido-reduccion en la cadena respiratoria de las células, cuyo la finalidad de obtener de
energia. La cadena se inicia con un sustrato organico (compuestos hidrocarbonados)
externo a la célula y que actia como dador de electrones, de modo que la actividad

metabolica de la célula acaba degradando y consumiendo dicha sustancia.

Los aceptores mas comtinmente utilizados por los microorganismos son el oxigeno,
los nitratos, el hierro (III), los sulfatos y el didéxido de carbono. Cuando el oxigeno es
utilizado como aceptor de electrones la respiracion microbiana se produce en condiciones
aerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo aerobio; sin embargo, si utiliza los
sulfatos o el dioxido de carbono se produce en condiciones reductoras o anaerobias, y los
procesos de biodegradacion seran de tipo anaerobio (Maroto y Rogel, sf.). El catabolismo
aerobio de hidrocarburos puede ser mas rapido y completo debido a la ventaja metabolica
de tener la disponibilidad de O, como aceptor de electrones (Cao ef al., 2009; Maki ef al.,
2001). El producto final de la oxidacién de hidrocarburos alifaticos saturados es acetil-
CoA, que se cataboliza en el ciclo del acido citrico, junto con la produccion de electrones

en la cadena de transporte de electrones (Madigan et al., 2010).
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El ataque inicial intracelular es un proceso oxidativo, y la activacion, asi como la
incorporacion de oxigeno, es una reaccidon enzimatica clave catalizada por oxigenasas y
peroxidasas. Las vias de degradacion periféricas convierten a los hidrocarburos en
intermediarios del metabolismo central, por ejemplo, el ciclo del acido citrico. La
biosintesis de la biomasa celular se produce a partir de los metabolitos precursores

centrales, como acetil-CoA, succinato, piruvato (Nilanjana y Chandran, 2011.)

Otro grupo involucrado en la biodegradacion son las lacasas, constituyen una
familia de oxidasas multicobre que catalizan la oxidacidon de una amplia gama de sustratos
fendlicos y aromdticos con reduccion de oxigeno molecular a agua. Muchos
microorganismos producen lacasas, intra y extracelularmente, capaces de catalizar la
oxidacion. Las lacasas representan un grupo de enzimas oxidorreductasas con gran gran

potencial para aplicaciones biotecnoldgicas y de biorremediacion (Gianfreda et al., 1999).

Las peroxidasas (oxidorreductasas de perdxido de hidrogeno) son enzimas que
catalizan la oxidacion de la lignina y otros compuestos fendlicos a expensas de peroxido de
hidrégeno (H,O,) en presencia de un mediador (Hiner et al, 2002) Se han estudiado
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y peroxidasa versatil (VP) debido a

su alto potencial para degradar sustancias toxicas del ambiente.

Las posibilidades de biodegradacion de las fracciones ligeras de hidrocarburos son
buenas, alrededor de 90%, aunque se da naturalmente pérdida por volatilizacion, mientras
que las fracciones medias como es el caso del diésel tiene hasta un 100%, sin embargo, la
fraccion pesada como el asfalto practicamente nulas posibilidades (Saval Bohérquez,

2013).

2.4.1 Técnicas de biorremediacion.

El término biorremediacion se utiliza para describir una variedad de sistemas que utilizan
organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para degradar, transformar o remover
compuestos organicos toxicos a productos metabodlicos inocuos o menos toxicos. Esta
estrategia bioldgica depende de las actividades catabolicas de los organismos, y por
consiguiente de su capacidad para utilizar los contaminantes como fuente de alimento y
energia (Van Deuren et al., 1997). Las rutas de biodegradaciéon de los contaminantes
organicos, varian en funcidon de la estructura quimica del compuesto y de las especies
microbianas degradadoras. El proceso de biorremediacion incluye reacciones de o6xido-

reduccion, procesos de adsorcidbn e intercambio i6nico, e incluso reacciones de
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acomplejamiento y quelacién que resultan en la inmovilizacion de metales (Eweis ef al.,

1998).

Los tratamientos in situ, que actiian sobre los contaminantes en el lugar en el que se
localizan, y tratamientos ex situ, que requieren la excavacion previa del suelo para su
posterior tratamiento, ya sea en el mismo lugar (tratamiento on-sife) o en instalaciones
externas que requieren el transporte del suelo contaminado (tratamiento off-site). Los
tratamientos in situ requieren menos manejo pero por lo general son mas lentos y mas
dificiles de llevar a la practica dada la dificultad de poner en contacto intimo a los agentes
de descontaminacion con toda la masa de suelo contaminada. Los tratamientos ex situ
suelen ser mas costosos pero también mas rapidos, consiguiendo normalmente una
recuperacion mas completa de la zona afectada. En funcion de los objetivos que se quieren

alcanzar a la hora de recuperar un suelo contaminado (Kaifer ef al., 2004).

2.4.2 Fitorremediacion

La fitorremediacion es una técnica que utiliza plantas para remover, transferir, estabilizar,
concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en suelo y agua (Martin et
al., 2004), gracias a la capacidad de algunas plantas de tomar y acumular los
contaminantes en sus tallos, en niveles que resultan toxicos para otras especies. Ademas,
las plantas desarrollan interacciones y asociaciones en las raices con organismos que
pueden causar la degradacion o transformacion acelerada de ciertos contaminantes a
productos que no representan amenazas ambientales (Torres, 2003; Lopez et al., 2006;

Ferrera-Cerrato et al., 20006).

Las fitotecnologias se basan en los mecanismos fisioldgicos basicos (Tabla 2.2) que
tienen lugar en las plantas y en los microorganismos asociados a ellas, tales como:
traspiracion, fotosintesis, metabolismo y nutricién (Delgadillo-Lopez et al., 2011), siendo
los mas destacados la fitoextraccion, la fitoestabilizacion, la fitovolatilizacion, la

fitodegradacion y la fitoestimulacion.

Tabla 2.2. Mecanismos de fitorremediacion

Proceso Mecanismo Contaminantes

Fitoestabilizacion Complejacion Organicos e inorganicos
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Fitoextraccion

Hiperacumulacion

Inorganicos

Fitovolatilizacion Volatilizacién a través de las hojas Orgénicos e inorganicos
Fitoinmovilizacion Acumulacién en la rizosfera Orgénicos e inorganicos
Fitodegradacion Uso de plantas y microorganismos asociados  Orgénicos

para degradar contaminantes
Rizofiltracion Uso de raices para absorber Orgénicos e inorganicos

Tomada de Delgadillo-Lopez ef al., 2011 (Ghosh y Singh, 2005).

e Fitoextraccion: La planta absorbe los contaminantes acumuldndolos en hojas, tallos

o raices facilitando la extracciéon de éstos; en la contaminacion por metales las

plantas pueden ser procesadas mediante incineracion y reciclaje de los metales.

Fitoestabilizacion: El sistema radical impide la movilizacion de los contaminantes
por impedimento fisico, absorcion, adsorcidn, o precipitacion del contaminante en

la zona radical.

Fitovolatilizacion: La planta es capaz de movilizar el contaminante a las hojas y
liberarlo mediante la transpiracion; el contaminante puede estar en su forma

original o en una forma modificada.

Fitodegradacion: La planta tiene la capacidad de metabolizar los contaminantes y
transformarlos, la mayoria de las veces en formas menos toxicas, y en ocasiones en

formas utilizables para la planta (CO,, H>0).

Fitoestimulacion: Las raices de las plantas liberan exudados que estimulan el
desarrollo de otros microorganismos con capacidad de biotransformar los

contaminantes en compuestos menos toxicos (Villegas, 2011)

2.4.3 Cempasuchil (Tagetes erecta)

Descripcion de Cempastchitl (Rodriguez ef al., 2006):

Familia: Asteraceae
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Género: Tagetes
Especie: erecta
340 Naturally occurring bioactive compounds

Nombres comunes: Cempasuchil, Cempoalxochitl, Flor de muerto, Flor de tapayola, Flor
de veinte peétalos, Inditas, K-Pu-Huk (Maya), Rosa de muerto, Sempual, Tiscoque, Yita

cuad (mixteco), Zampual. Zempoalxochitl.

Descripcion general: Tagetes erecta es una planta herbacea anual de hasta 60 cm de
altura, tallo pubescente estriado, hojas divididas aromaticas que miden hasta 20 cm de
largo; flores grandes de color naranja, amarillo o rojizo con un olor acre; florece en octubre
y noviembre. Tiene pedinculos de hasta 15 cm de largo, con brécteas pinnadas, 16bulos
con cerdas en los dientes terminados, campanulado involucro de 13—20 mm de altura; 9-25
mm de ancho, bractea 5-11, glabra con épice triangular, flores liguladas de 5-8 a

numerosas.

Habitat: El género Tagetes es nativo americano; se distribuyen aproximadamente
20 especies desde México hasta Argentina, su origen ha sido sujeto a especulaciones y
confusiones. La planta crece en un bosque mésico de montafia con suelo bronceado; cerca
de rios y bosque tropical caducifolio; en areas abiertas de selva baja caducifolios; jungla
caducifolera de altura media y jungla alta perennifolious; suelo pedregoso negro. Se

encuentra entre 800 y 2590 m sobre el nivel del mar.

Distribucion: En México se encuentra principalmente en los estados de Chiapas,
Estado de México, Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Durango, Jalisco,

Michoacan, Guerrero y Yucatan.

Andlisis fitoquimico: posee sustancias quimicas que contienen azufre en su
estructura con propiedades nematicidas, taninos, oleorseina y xantofila. Ademas emiten

etileno que inhibe el crecimiento de otras plantas en sus proximidades.

Propiedades y acciones documentadas: Se usa cominmente como una infusion de
flores y hojas para curar trastornos estomacales (célicos) (Martin, 1993f) y contra parésitos
del intestino. Las hojas se han utilizado para curar heridas, granos, fiebre y enfermedades
hepaticas. Se utiliza para forraje de aves de corral y rituales religiosos, principalmente para
las celebraciones del 2 de noviembre. Se obtiene un pigmento amarillo de las flores, que se
usa para lana, cuero, telas y fibras. Tiene un uso veterinario contra trastornos del sistema

digestivo y 342 infecciones de compuestos bioactivos que ocurren naturalmente. La planta
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también tiene propiedades antiflingicas, antivirales, antibacterianas y nematicidas; adjuntas

a sus propiedades medicinales.

Capitulo II1. Materiales y métodos
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3.1. Muestreo de suelo

Las muestras de suelo se recolectaron en una parcela agricola en la zona de Tecamachalco
(18°49'04.3"N 97°44°30.1“W). El suelo fue recolectado conforme a la norma NOM-021-
SEMARNAT-2000. Se retiraron aproximadamente 20 kilos, al momento de la recoleccion
en el predio se cultivaba maiz; la muestra no presentd signos de contaminacion de

hidrocarburo.

3.2. Contaminacion artificial

El suelo recolectado se coloco en charolas de plastico, donde se desmenuzd para deshacer
las particulas mas grandes y se sometidé a homogeneizacion mediante el mezclado con pala
de aluminio dentro de tinas de pléstico, con capacidad para 30 kilogramos, evitando la
contaminacion con otros materiales,

Durante el periodo de secado, el suelo se movié y monitored cada 24 horas. Una
vez seco, se pesaron 100 kg para proceder con su contaminacién artificial con diésel. El
total del suelo se separd en dos partes, una para el control sin contaminar y la otra para
afiadirle diésel a 50000ppm (5%) (Arroyo, 2017). Se contaminaron 50 kg de suelo con 2.5
kg de diésel, lo que acorde con su densidad de 0.832 g/cm’, corresponde a 3004.8 cm’. Por
tanto 50 kg de suelo seco se contaminaron con 3.005 litros de diésel.

La contaminacion del suelo se realizd6 mediante la aspersion de diésel comercial con
constante movimiento mediante una espatula, y las charolas se taparon con plastico oscuro
para evitar la fotolisis siguiendo el método empleado por Chuluun, Shah, y Rhee (2014). El
suelo contaminado y cubierto con el plastico se dejo un mes en temperizacion para que la

fraccion ligera de los hidrocarburos se volatilizara.

3.3. Plantacion y cultivos
La investigacion se desarrollé en el Centro de Innovacién Tecnoldgica en Agricultura
Protegida (CITAP) de la UPAEP en Atlixco, Puebla., las semillas fueron germinadas en

charolas de unicel utilizando turba como sustrato, posteriormente la plantula se traslado a
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bolsas de 1 litro rellenas con el suelo agricola recolectado. Las plantas de dejaron crecer
por 4 meses. Se realizaron 2 repeticiones del tratamiento de fitorremediacion de diésel con
cempasuchil, 1 repeticion del suelo intacto y 1 del suelo contaminado con diésel como
controles. Todos los tratamientos fueron regados con agua, Los tratamientos se
denominaron de la siguiente manera: Suelo agricola intacto, suelo contaminado con diésel,

y suelo contaminado + planta.

3.4. Recoleccion de muestras de tratamientos

Previo y posterior a la fitorremediacion, se tomaron 3 muestras de suelo en 3 zonas
diferentes de la bolsa de los diferentes tratamientos, cercano a la raiz evitando el suelo de
la superficie y el tallo de la raiz. Las 3 muestras recolectadas de cada tratamiento se
mezclaron para lograr tener mezcla uniforme. Para distinguir las muestras en los futuros
andlisis posterior ala fitorremediacion los tratamientos se clasificaron de la siguiente

manera (Tabla 3.1):

Tabla 3.1 Nombre de tratamientos, descripcion y tiempo al la toma de muestrz

Tratamiento Descripcion Tiempo de toma
de muestra
Tl Suelo agricola intacto 0 meses
T2 Suelo agricola intacto 4 meses
T3 Suelo contaminado con diésel 0 meses
T4 Suelo contaminado con diésel 4 meses
T5 Suelo contaminado con diésel + 2 semanas
Tagetes erecta 2
T6 Suelo contaminado con diésel + 4 meses

Tagetes erecta 2

3.5. Procesamiento de muestras

3.5.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé por duplicado, siguiendo el protocolo del kit para
extraccion de ADN de suelo “Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep” de la marca
ZymoResearch. Se tomaron 0.25 gramos de la muestra previamente mezclada, al final el
ADN de los duplicados se juntd para hacer una sola muestra. Al final se obtuvieron 8
muestras de ADN de bacteria de suelo correspondientes a los tratamientos mencionados

con anterioridad (T1 a T6).
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3.5.2. Determinacion de concentracion de acidos nucleicos
La cuantificacion se realizd6 con un espectrofotdmetro (Genova NanoDrop Jenway),
siguiendo protocolo y manual del equipo. Posteriormente, todas las muestras se llevaron a

una dilucion conteniendo Sng/ul de ADN para su uso en rtPCR.

3.5.3. Analisis por qPCR
Para la amplificacion de los genes se seleccionaron los primers disefiados por varios
autores para la amplificacion de filos en muestras de suelos especificamente: gamma

proteobacteria, firmicutes, bacteroidetes 'y bacterias totales. Las secuencias se muestras en

la tabla 3.2.

Tabla3.2 Primers para la deteccion de filos y bacterias totales.

Nombre Secuencia Fuente
del primer
Bacterias totales Bacfw F ACTCCTACGGGAGGCAG Yuetal, 2011
Bacrev R GACTACCAGGGTATCTAATCC Yu et al.,
2011
Gammaproteobacteria y1080F TCGTCAGCTCGTGTYGTGA Gregoris et
al., 2011
y]202R CGTAAGGGCCATGATG Gregoris et
al., 2011
Bacteroidetes Bac960F GTTTAATTCGATGATACGCGAG Yang et al.,
2017
Bacl100R TTAASCCGACACCTCACGG Yang et al.
2017
Firmicutes Firm934F GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA Guo X, 2008
Firm1060R AGCTGACGACAACCATGCAC Guo X, 2008

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el kit SybrGreen PCR kit de la marca
Qiagen, el quipo utilizado fue Rotor-Gene Q 2PLX de la misma marca Qiagen. Las
reacciones se hicieron por triplicado. La deteccion de fluorescencia se hizo en el canal
verde con longitud de emision de 470 y longitud de deteccion de 510nm. Los componentes

de las reacciones se muestran en la tabla 3.3, y las condiciones usadas en la tabla 3.4
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Tabla3.3 Componentes de reaccion qPCR

Componente Volumen

SYBR Grenn Master Mix 2X 7.5 ul

Primer (10 uM) 1.5

Agua libre de RNAasas 54 ul

DNA (5ng/ ul) 0.6 ul

Total 15 pul

Tabla 3.4 Condiciones para la amplificacién por PCR.

Blanco Fase Condicion

Filos y Bacterias Totales

Desnaturalizacion inicial

95°C - 5 minutos

Filos

45 ciclos
Desnaturalizacion

Hibridacion/elongacion

45 ciclos
95°C - 10 segundos
60°C - 10 segundos

Bacterias Totales

45 ciclos
Desnaturalizacion

Hibridacion/elongacion

45 ciclos
95°C - 15 segundos
61°C - 15 segundos

Filos y Bacterias Totales

Melting curve

Incremento de
temperatura cada 1°C,
de 50°C a 99°C,
tiempo de espera de 5

segundos por etapa

3.5.4. Clonacion y transformacion de ADN plasmidico

La curva para gammaproteobacteria se realizé mediante la clonacion del gen 16S rRNA de
E. Coli KI2 en el vector pUC19. La bacteria competente para realizar la clonacién fue
Escherichia coli KRX (Promega). Se realiz6 la amplificacion del gen 16S rRNA con los
primers disefiados de manera que los bordes 5 fueran idénticos a los del vector pUC19
digerido por las enzimas Xbal y HindIIl segin las instrucciones del kit In-fusion HD
Ecodry Cloning Kit (Clontech). La secuencia de los primers para la amplificacion del gen

16S rRNA fueron obtenidas de Bergmann, 1. 2012. (Tabla 3.5). La reaccion fue realizada

26



con el termociclador LUX (ACTGene). Las condiciones de PCR punto final se muestran

en la tabla 3.6.

Tabla3.5 Primers para amplificacion del gen 16S rRNA de bacterias.

Orden Especie Primer Secuencia Producto
PCR
Bacterias Escherichia Bacecofw CCGGGGATCCTCTAGAAGAGTTTGA 1428 bp
coli K12 TCATG GCTCAG
Bacecorev TGATTACGCCAAGCTTCTTCTTTTGC
AACCCACTCC

Tabla3.6 Condiciones PCR punto final para amplificacion gen 16S rRNA de Escherichia

coli
Condiciones
Componentes de la reaccion Prime Star Max DNA Polymerase 25 ul
Primer (10 uM) 1.5 ul
Agua libre de RNAasas 15.5ul
DNA 8l
Volumen Total 50 pl
Programa PCR con 30 Desnaturalizacion inicial 98°C por 5 minutos
ciclos

Desnaturalizacion 98°C por 10 segundos
Hibridacion 60°C por 15 segundos
Elongacién 72°C por 05 segundos

Elongacion 72°C por 5 minutos

Tras la amplificacion del gen, se realizo la purificacion de los productos de PCR siguiendo

el protocolo de Gel/ PCR DNA Fragments Extraction Kit de IBIscientific.

Para la clonacion del amplicon en el vector pUC19, este se digirid con las enzimas Xbal y

HindIII (Promega), incubandolos por 72 horas a 37°C. (Tabla 3.7)

Tabla 3.7 Componentes para la digestion del vector pUC19.
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Componentes de la digestion Volimenes

Xbal 0.8 ul
HindIII 0.8 ul
Buffer E 2 ul

pUC19 19 ul
Agua 7.5l
Volumen Total 20 pl

Una vez digerido el vector, se usoé el kit In-Fusion® HD EcoDryTM Cloning Kit
para la clonacion. Posteriormente se transformaron las bacterias competentes de la cepa
Escherichia coli KRX segln las instrucciones del proveedor. Las bacterias transformadas
se colocaron en cajas petri con medio LB-Agar-Ampicilina a diferentes volimenes de
sembrado (25, 50, 100 y 250) dejando incubar a 37°C por una noche. Al siguiente dia, 5
colonias fueron inoculadas en medio LB liquido con ampicilina para su crecimiento y su
verificacion, extrayendo su ADN plasmidico con Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo
research) y comprobando la clonacion linearizando el pldsmido extraido con la enzima
Xbal. Se eligio la colonia que haya tenido éxito en la clonacidon completa y se cultivo de
nueva vez en medio LB con ampicilina (100ul/ml) para guardarlas en stock a -80°C con
ImL de gliceron (15%).

Teniendo el plasmido clonado, este se volvid a extraer, a purificar y linearizar, y
purificar del gen de agarosa, esta vez a mayor cantidad para poder realizar la curva de

calibracion para la qPCR. Se midi6 la concentracion del plasmido con NanoDrop.

3.5.5. Curvas estandar para cuantificacion de nimero de copias de genes

Las curvas de calibracion para los filos firmicutes, bacteroidetes y bacterias totales se
tomaron de trabajos anteriores de estudiantes de maestria que utilizaron las mismas
condiciones de PCR y los mismo primers.

El plasmido linearizado y purificado se cuantifico con NanoDrop y se calculo el
numero de copias que éste representa en la qPCR a partir de su tamafio de bases de pares y
concentracion. Para ello se usd el programa “Calculator for determining the number of copies
of a template “ (Staroscik, 2004). Una vez calculado el nimero de copias, y al igual que en
las demas curvas de calibracion, se realizaron diluciones de 10, 100, 1000, 10000, 100000 de
la concentracion del plasmido con el gen 16S rRNA de Escherichia coli K12 para la
cuantificacion de Gammaproteobacteria. Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo con las

mismas condiciones y componentes mostrados en las tablas 3.3 y 3.4.
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3.6 Deteccion y cuantificacion de TPH.

La extraccion de los hidrocarburos del suelo se realizd por bafio ultrasénico, con una
metodologia adaptada de los procedimientos utilizados por Buddhadasa, ef al. 2001, Bolotnik
et al. 2018 y Ahmed, Fakhruddin, y Kabir, 2018.

Se pesd y mezclo 10 g de suelo homogeneizado con 10 g de sulfato de sodio anhidro a esto se
le adicion6 20 ml de una solucién diclorometano-acetona 1:1 (v/v) y se sometid a bafo
ultrasonico por 45 min con intervalos de 10 min de ultrasonicacién y 5 min de reposo.
Transcurrido este tiempo, las muestras se transfirieron a tubos falcon para centrifugarse por 5
min a 2000 rpm. El sobrenadante se recupero para realizar la determinacion gravimétrica y
deteccion por IR-FID.

La determinacién de hidrocarburos totales por el método gravimétrico se realizd
siguiendo el método descrito por Fernandez et al. 2006: Se puso a peso constante tubos de
ensayo de 100 ml y se registrd su peso. Cada extracto de suelo se pasé a un tubo de ensayo y
se procedio a evaporar el solvente (diclorometano:acetona) en campana de flujo laminar a
temperatura ambiente hasta sequedad y se pesé nuevamente el tubo con el extracto libre de
solvente y se anoto el peso. El contenido total de HTPs es la diferencia en peso. Para hacer el
calculo de concentracion de hidrocarburos totales del petréleo provenientes de la muestra se
utilizo la Ecuacion 1.

Ecuaciéon 1. HTPs (mgkg~'des.s.) = (Rg — Ry) * (FC)/(P * FH)
Donde:

m
HTPs (mgkg~lde s.s.) = hidrocarburos totales del petréleo enk—jde 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 (g)

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

FC=factor de correccion para transformar a kg de s.s.=1000

A pesar de saber que las muestras efectivamente contenian diésel por haberlas
contaminado artificialmente en el laboratorio, la deteccion mediante infra rojo (IR) se
realizd para poder comprobar la presencia del hidrocarburo. Ademas, se utiliz6 como
referencia para corroborar la degradacion del hidrocarburo en las muestras. Las muestras

se mandaron al CESAT de la UPAEP para la realizacion de la deteccion.
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Capitulo 1V. Resultados y Discusion
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Resultados

4.1. Plantacion y extraccion de muestras.

Se intentaron germinar las semillas directo en el suelo extraido de la zona de
Tecamachalco, sin embargo no hubo éxito en la germinacion de las mismas, por lo que se
tuvo que recurrir a charolas de unicel y una mezcla de peat moss y agolita en proporcion
80:20 respectivamente. Una vez crecidas las plantulas, estas se sembraron en las bolsas con
los diferentes tratamientos. Las muestras de suelo después de la remediaciéon no se
pudieron obtener Unicamente de la rizosfera al haber habido pocas raices. Tampoco se
pudo tomar del suelo pegado a la raiz primaria, ya que contenia todavia restos de peat moss

y agrolita adherido, lo que hubiera alterado los resultados.

La imagen 4.1 muestra la diferencia de crecimiento de las plantas a 2 semanas de
ser trasplantadas en las bolsas con suelo intacto y suelo contaminado artificialmente. La
diferencia en crecimiento de la planta en suelo intacto y contaminado después de 4 meses
se muestra en la imagen 4.2. La imagen 4.3 muestra la diferencia de crecimiento y tamafio

de flor y raices extraidas del suelo.

Imagen 4.1 Comparacion de crecimiento de cempastchil en suelo intacto y contaminado.

Suelo intacto

Suelo + Diésel




Imagen 4.2 A) Crecimiento de planta en suelo contaminado con diésel. B) Crecimiento de

planta en suelo sin contaminacion.
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4.2. Extraccion de ADN bacteriano de muestra de suelo.
El gel de agarosa con el ADN bacteriano extraido aparentemente muestra una menor
cantidad de material genético en las muestras de suelo contaminado artificialmente

(Imagen 4.4).

Imagen 4.4. Gel de electroforesis con muestras de ADN.
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4.3 PCR en tiempo real
4.3.1. Curvas estandar para cuantificacion.

Las figuras 4.6 a 4.8 muestras curvas estandar junto con las ecuaciones para determinar

numero de copias, tomadas de los trabajos anteriores de estudiantes.
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Figura 4.1 Diluciones seriadas a partir del DNA plasmidico pMiniT/gen 16S RNA de
Firmicutes. A) Curva de amplificacion con curva de disociacon B) Curva de calibracion.
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Figura 4.2 Diluciones seriadas a partir del DNA plasmidico pMiniT/gen 16S RNA de
Bacteroidetes. A) Curva de amplificacion y disociacion con curva de calibracion.
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Figura 4.4 Diluciones seriadas a partir del DNA plasmidico pUC19/gen 16S RNA de
Gammaproteobacteria. A) Curva de amplificacion y disociacion B) curva de calibracion.

4.3.2. Resultados de rtPCR.

Las figuras 4.1 a 4.4 muestras los resultados de las rtPCRs transformados en nimero de

copias de todas las muestras, junto con las curvas de amplificacion.
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Figura 4.5 Analisis de filo Bacteroidetes A) Curva amplificacion B) Numero de
copias por tratamiento, T1= suelo intacto tiempo 0, T2= suelo intacto 4 meses,
T3= suelo + diésel tiempo 0, T4= suelo + diésel 4 meses, T5= suelo + dié¢sel +
plantula 2 semanas, T6= suelo + diésel 4 meses. C) Analisis de varianza por
tratamiento, grupos Tukey (letras iguales sin diferencia significativa, Valor de P =
0.000).
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Las siguientes figuras muestran la comparacion de los 3 filos estudiados, mostrando los

resultados en grupos por tratamientos y filos.
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Figura 4.9 Comparacion de nimero de copias de los filos agrupados por tratamientos. T1=
suelo intacto tiempo 0, T2= suelo intacto 4 meses, T3= suelo + diésel tiempo 0, T4= suelo +
diésel 4 meses, T5= suelo + diésel + plantula 2 semanas, T6= suelo + diésel 4 meses.
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Figura 4.10 Comparacion de nimero de copias entre filos estudiados. T1= suelo intacto
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42



En el filo firmicutes se observa un aumento significativo en el numero de copias del
suelo contaminado con diésel a los 4 meses de tratamiento, y una disminucion significativa
a los 4 meses en la muestra del suelo intacto. Las demés muestras no muestran grandes
cambios, aunque existe una tendencia a un aumento en la presencia de diésel y una

disminucién sin la presencia.

En el filo bacteroidetes es el filo con cambios mas notorios de los 3 filos
estudiados. En las muestras de suelo intacto casi no hay ninguna variacion. Al tiempo 0 del
tratamiento, se observa una disminucion en las muestras con diésel, reduciéndose a mas del
50% el numero de copias en relacion al suelo intacto. No obstante, se observa un
incremento de mas del 100% después de los 4 meses de tratamiento. El aumento de la
muestra de suelo contaminado sin fitorremediacion es ligeramente mayor a la que contiene

la planta, sin embargo ambos muestran un incremento significativo.

En cuanto a gammaproteobacteria, la presencia de diésel en el ambiente siempre
favorecio a su crecimiento, los menores numero de copias se observan en el suelo intacto
que a su vez no tienen variacion antes y después del tiempo de cultivo. Se observa una
ligera diferencia entre el crecimiento de bacterias el suelo con diésel en el tiempo 0 y el
suelo contaminado con la plantula a las 2 semanas, lo que propone que poco tiempo de
cultivo y crecimiento del cempastchil favorece el crecimiento de este filo. Al final del
tratamiento el suelo con diésel muestra un ligero mayor nimero de copias que el suelo con
fitorremediacion, pero por la desviacion estdndar podria suponerse que llegan al mismo

namero de copias, siendo éste mas de 3 veces mayor al nimero de copias del suelo intacto.

Por ultimo, en bacterias totales se observa siempre un aumento en el niumero de
copias con la presencia de diésel. Al igual que con gammaproteobacteria, las 2 semanas de
diferencia entre las muestras de suelo con diésel sin y con planta, fue suficiente para notar
un mayor aumento en el nimero de copias con la presencia de la plantula. Al término de
los 4 meses de espera, la cantidad de bacterias disminuyd en ambos tratamientos

quedandose casi igual, sin embargo por arriba de la cantidad del suelo intacto.

El resultado més notorio en la investigacion es la poca cantidad de bacteroidetes
presentes en el suelo agricola, siendo ésta hasta 100 veces menor a el maximo encontrado

en gammaproteobscteria. Sin embargo, bacteroidetes fue el filo con el mayor crecimiento
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de bacterias en proporcion a los demés, habiendo aumentado mas de 12 veces su cantidad,

mientras que los demas grupos de 0,5 a 4 veces unicamente.

Comparando los filos en cada tratamiento, en todos los tratamientos en donde no
hubo fitorremediacion firmicutes tiene una mayor cantidad que gammaproteobacteria,
después de la fitorremediacion sucede lo contrario y gammaproteobacteria supera la

cantidad de firmicutes.

Al intentar analizar los numeros de copias de los filos en relacion al namero de
bacterias totales, no fue posible hacerlo ya que el nimero de copias sumado de los filos era

cercano al total de bacterias totales, faltando los 29 filos que no se analizaron.

4.4 Deteccion y cuantificacion de TPH:

La remocion de TPH en las muestras de suelo tras la fitorremediacion se muestran en la
figura 4.5. Tomando en cuenta la cantidad de diésel presente en la muestra de suelo con
diésel sin fitorremediacion como un 100% de contaminante, la fitorremediacion mostrd

una remocion del 42%
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Figura 4.11 Concentraciéon de TPH en mg/kg de suelo y porcentaje de remocion de TPH.
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La figura 4.8 muestra el espectro IR de las muestras de suelo con fitorremediacion,
la muestra de suelo con diésel y el solvente utilizado. Los picos entre 2800 y 2900cm-1
muestran el contenido de hidrocarburos. En evidente la disminucién de la cantidad de
hidrocarburo en la muestra después de la fitorremediacion y en la muestra control de suelo
+ diésel sin planta. Ademas de observar la remocion del diésel en el suelo a través del
método de sonicacion, la reduccion en TPH en la muestra de suelo se pudo observar en el
espectro de IR. El area bajo la curva del suelo mas la planta es notoriamente menor al del

suelo contaminado sin diésel.
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Figura 4.12 Espectro IR de las muestras de tratamiento, control y solvente.
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Discusion.

Una degradacion del 100% de hidrocarburos por bacterias ha podido ser demostrada en
estudios realizados en agua, ya que las bacterias segregan agentes surfactantes que
emulsifican los hidrocarburos y ayudan a incrementar la actividad respiratoria de los
microorganismos (Rambeloarisoa ef al., 1984). La remocion de hidrocarburos en suelo sin
embargo, es mas complicada por la poca movilidad que tienen las bacterias en el medio en
comparacion con el agua, en donde ademas los surfactantes segregados puedes esparcirse y
abarcar todo el volumen del medio, y no solo la superficie del suelo en donde estén adheridas
las bacterias. La degradacion del 100% de hidrocarburos en agua fue en cuestion de dias
(Rambeloarisoa et al., 1984), mientras que el 42% de degradacion de hidrocarburos en suelo
en cuestion de meses. En el estudio de Rambeloarisoa y colaboradores, fueron detectados
especies de los filos firmicutes y gammaproteobacteria en el consorcio de bacterias utilizado
para la remocion de hidrocarburos, concordando con el crecimiento obtenido y mostrado en
las figura 4.10 de los mismos filos. En otro estudio, se muestran de igual manera las
capacidades degradacion de hidrocarburos de firmicutes y gammaproteobacteria, y se
demuestra que la degradacion de alcanos de 8 a 21 carbonos puede ser del 100%, la tasa de
degradacion baja conforme aumenta el nimero de carbonos en los hidrocarburos (Mukred et

al., 2008).

Por la poca cantidad de raices presentes en la fitorremediacon de nuestro estudio, se
podria creer que la tasa de degradacion de TPH y el crecimiento de bacterias no fue elevado,
no obstante los resultados muestran lo contrario. Un experimento similar al presente
realizado, mostrd una degradacion de diésel de un 35% en suelo sembrado con alfalfa después
de 7 semanas (Kim et al., 2006). En ese estudio se utilizd una concentracion de diésel casi 10
veces menor, por lo que tuvieron mayor crecimiento de raices y pudieron diferenciar
crecimiento de bacterias y degradacion de hidrocarburos en suelo no-rizosférico y rizésfera.
No se puede hacer una comparacion exacta con ese estudio porque en muestro estudio, las
muestras de suelo fueron Unicamente de suelo no-rizosférico, ya que la cantidad de suelo
adyacente a raices no fue significativa. El suelo no-rizosférico de Kim y colaboradores no
mostrdé crecimiento significativo de bacterias en suelo contaminado, mientras que el del
presente estudio si, la razdn puede ser la cantidad de diésel utilizado, la cantidad utilizada por
nosotros fue casi 10 veces mayor al otro estudio. Sin embargo los resultados son muy
parecidos, y uno de los filos representativos que mostraron gran crecimiento en ambos

estudios fue gammaproteobacteria. En un estudio donde se analizd la estructura del
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microbioma en un suelo impacto impactado a largo plazo con diésel mostr6é resultados
similares al la abundancia encontrada en nuestro estudio, firmicutes y gammaproteobacteria
tuvieron una abundancia alta en comparacion con bacteroidetes. (Sutton et al., 2012). La
abundancia relativa de aproximadamente 1% de bacteroidetes se muestra constante en
diferentes tipos de suelos (Fierer et al., 2005), ademas de haber sido encontrado en las mismas
proporciones en suelos contaminados y no contaminados (Sutton et al., 2012). En suelo
arenoso de playa contaminado con hidrocarburos también se encontrd que el filo dominante
fue gammaproteobacteria, en menor cantidad fimricutes, y por Ultimo bacteroidetes en

minimas cantidades, pero presente en los filos degradadores de hidrocarburos (Kostka et al.,
2011).

En nuestro estudio no se determind si la planta de cempasuchil absorbid
hidrocarburo por rizofiltracion, sin embargo otros estudios han determinado que las plantas
no son capaces de tomar el diésel dentro de su organismo, por lo que probablemente la
fitorremediacion de la planta fue a través de los exudados de las raices, ayudando a la
microbiota a crecer y poder metabolizar el hidrocarburo (Schwab y Banks, 1994; Reilley et
al., 1996). Por otro lado, las caracteristicas del suelo son un factor determinante para el
¢xito de una fitorremediacion (pH, conductividad eléctrica, temperatura, porosidad,
higroscopia, estructura, textura, entre otros), por lo que para tener éxito en la
fitorremediacion, el suelo debe de estar en Optimas condiciones (Mohammad, 2016). Sin
embargo, teniendo en cuenta los volumenes tan altos de suelos impactados en México y la
diferente cantidad de suelos agricolas, igualar y modificar los para estar en Optimas
condiciones seria casi imposible, sin mencionar que modificando las caracteristicas de
suelo podria traer consecuencias en la eficacia de cultivos futuros; por esa razon se utilizé
suelo real agricola de la zona de Tecamachalco, haciendo asi un experimento apegado lo

mas posible a la realidad.

A pesar del poco crecimiento de la planta en el suelo contaminado artificialmente,
la remocién del 42% del hidrocarburo fue buena. Resultados de otros estudios realizados
con ¢ésta planta, muestran que la degradacion del colorante azul 160 a través de las raices
del cempastchil es del 90% (Patil y Jadhav, 2012). Por otro lado, se observo una
biodegradacién de benzo-a-pireno en suelo de un 79-92% y una acumulacién de metales
pesados en la planta (Sun et al., 2010). No hay referencias al crecimiento de la planta o al
los efectos negativos de los metabolitos sobre la planta por lo que no podemos comparar el

crecimiento de nuestro estudio con los otros estudios realizados con Cempasuchil. Sin
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embargo estudios de fitorremediacion con linaza y sorgo también un menor crecimiento de
las plantas en comparacion con los controles sin contaminar (Shirdam et al., 2008).

Hasta el 2010 se sabia de 49 especies de gammaproteobacteria capaces de
degradar hidrocarburos, 7 de bacteroidetes, y 14 de firmicutes (Prince et al., 2010). Para
cada especia se documento la capacidad de degradar un tipo especifico de hidrocarburo,
probablemente por ello gammaproteobacteria tuvo una mayor tasa de crecimiento en el
presente estudio. Por otro lado, se tomdé en cuenta el suelo sin tratamiento de
fitorremediacién como el control de remocion de hidrocarburos, sin embargo las figuras
muestran un crecimiento de bacterias casi igual al los tratamiento de fitorremediacion, por
lo que seguramente el suelo por si solo tiene capacidad de remocidon de hidrocarburos,
afirmando también que la fitorremediacion con Tagetes erecta si tuvo un efecto positivo en

la degradacion de diésel.

Conclusiones

Las plantas sembradas con suelo con diésel mostraron poco crecimiento en
comparacion con las plantas control en un suelo sin contaminar, sin embargo el
crecimiento de la planta a una concentraciéon de 50,000ppm de dié¢sel fue un resultado
significativo, que comprueba la hipotesis de que el cempasuchil es capaz de crecer en suelo
contaminados con hidrocarburos. Este estudio sirvid de manera exploratoria para detectar
las capacidades de Tagetes erecta en la fitorremediacion de suelos impactados con diésel,
ademads de el efecto que esta genera sobre la microbiota del suelo agricola, el cual mostr6
ser positivo para los filos analizados.

Los puntos a tomar en consideracion para proximos estudios con ésta planta son: 1)
sembrar mas de una plantula por bolsa de suelo con diésel, de manera que las raices
abarquen una mayor area y se espere que haya una mayor fitorremediacion; 2) analizar
mediante secuenciacion masiva los filos bacterianos con el fin de obtener un andlisis
completo y un mayor panorama sobre otros posibles filos degradadores de hidrocarburos
potenciados por la planta; 3) adicionar la muestra de suelo del tratamiento de suelo con
planta sin contaminar para el analisis de rtPCR; 4) medir la actividad enzimatica; 5) utilizar
cromatografia de gases para el analisis cuantitativo de TPH; y 6) determinar presencia de
hidrocarburos en tallo y flor de la planta.

Existen pocos estudios acerca del cempasuchil y su capacidad de fitorremediacion,

y el presente estudio aporta mas datos acerca de las capacidades de esta planta para
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metabolizar hidrocarburos. El estudio de la remocion de hidrocarburos a través de la
biorremediacion lleva siendo estudiado por casi 4 décadas, y ain asi no se ha podido crear
un método universal y efectivo para descontaminar suelos impactados, es un tema

sumamente complejo.
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