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RESUMEN

Leersia hexandra Swartz es una especie
forrajera que crece en humedales del tropi-
co en México. Este pasto se establecio en
forma natural en sitios contaminados con de-
rrames cronicos de petrdleo crudo en el ejido
José Narciso Rovirosa, a dos kilometros al
suroeste del Complejo Procesador de Gas La
Venta, en Huimanguillo, Tabasco, México.
Se desconoce su potencial de adaptacion y
crecimiento en Gleysol con petroleo frescoy
asistido con Tween® 80 (Tw) en el proceso
de recuperacion ambiental. El objetivo del
estudio fue evaluar el efecto de la concen-
tracion de hidrocarburos totales del petroleo
fresco (HTP’s) y asistido con el surfactante
comercial Tw en el crecimiento, pigmentos
clorofilianos y produccion de materia seca
de L. hexandra. Se realizé un experimento
en microtunel con 15 tratamientos basado
en cinco concentraciones de HTP's (mg kg!
base seca): 693 biogénico, 4 000, 30000,
60 000, 90 000 y tres concentraciones de
Tw(%): 0, 2.5 y 5. Las variables evaluadas

a los 30, 60, 120 y 180 dias después de
establecido el experimento (dds) fueron: 1)
longitud de estolones (LE), 2) numero de
plantas jovenes en el macollo (PJM), y 3)
tasa de crecimiento (TCR). Las variables
evaluadas al dia 180 dds fueron: a) concen-
tracion de clorofilas a, b y total (Cla, Clb,
Clt), b) materia seca aérea (MSA), de raiz
(MSR) y volumen radical (VR). La PIM y
TCR en los cuatro tiempos registraron di-
ferencias por efecto del petroleo y Tw. Las
PJM, MSR y VR aumentaron a los 180 dds
con la mayor concentracion de HTP’s y de
Tw. El efecto de 90 000 mg kg' HTP’s incre-
mento6 la TCR, PJM, MSR y VR pero pero
en LE, Cla y Clb no existieron diferencias
estadisticas. La concentracion 5% Tw esti-
mulé la PJM, Clb, MSA. Estos resultados
demuestran la habilidad del pasto L. hexan-
dra para aumentar la TCR, mayor cantidad
de PJM y un sistema radical més denso en
Gleysol con < 90 000 petroleo fresco y 5%
del surfactante Tw. Nosotros recomendamos
usar 5% de Tween® 80 antes del transplante
de L. hexandra para recuperar Gleysoles con
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<90000 mg kg de HTP’s de petroleo fresco
en el tropico himedo mexicano.

Palabras clave: Petroleo, surfactante, tasa
de crecimiento, pasto.

ABSTRACT

Leersia hexandra Swartz is a forage specie
that grows in tropical wetlands in Mexico.
This grass is established at sites contami-
nated with chronic crude oil spills in the
José Narciso Rovirosa ejido, two kilometers
southwest of the La Venta Gas Processing
Complex in Huimanguillo, Tabasco, Mexi-
co. Its potential for adaptation and growth
in Gleysol with fresh oil and assisted with
Tween® 80 (Tw) in the process of environ-
mental recovery is unknown.There is no
knowledge on its production and growth
potential when growing in Gleysol exposed
to fresh crude oil and supplemented with
Tween® 80 (Tw) for environmental reco-
very purposes. The aim of the study was
to evaluate the effect of the concentration
of total hydrocarbons fresh oil (TPH) and
assisted with the commercial surfactant Tw
in the growth, chlorophyll pigments and dry
matter production of L. hexandra. An expe-
riment was conducted in a microtunnel using
15 treatments based on five concentrations
of TPH (mg kg' dry basis): 693 biogenic
oil, 4000, 30000, 60000, 90000; and three
concentrations of Tw (%): 0,2.5 and 5. The
variables evaluated at 30, 60, 120 and 180
days after the establishment of the experi-
ment (dds) were: 1) length of stolons (LE),
2) number of seedlings perc luster (PJM),
and 3) growth rate (TCR). The variables
evaluated at 180 dds were: a) concentration
of chlorophylls a, b and total (Cla, Clb, Clt),
b) aerial dry matter (MSA), root dry matter
(MSR) and root volume (VR). The PJM

and TCR differed between the four times
evaluated due to effect of oil and Tw. The
PJM, MSR and VR increased at 180 dds
with the highest concentration of TPH and
Tw. The effect of 90000 mg kg' was an
increase in TCR TPH, PJM, MSR and VR,
but LE, Cla and Clb showed no statistical
differences. A concentration of 5% of Tw
stimulated the PJM, Clb, MSA, MSR and
VR. These results demonstrate the ability
of L. hexandra to increase its TCR, PJIM
and root system when growing in Gleysol
with < 90000 mg kg of fresh oil and Tw
(5%). We recommend using Tween-80 at
5% before transplanting L. hexandra for
the environmental recovering of Gleysols
contaminated with <90000 mg kg™ of TPH
in the Mexican humid tropics.

Key words: petroleum, surfactant, relative
growth rate, grass.

INTRODUCCION

Los hidrocarburos del petréleo son contami-
nantes persistentes en el suelo, sus efectos
toxicos ya han sido documentados (Rivera-
Cruz, 2011a; Trujillo-Narcia et al., 2012;
Orozco-Soto et al., 2014). El tratamiento de
suelos contaminados con hidrocarburos
del petroleo puede ser fisico, quimico y
biolégico. Las tecnologias asistidas con
surfactantes no i6nicos como el Tween® 80
(Lee et al., 2005) y la fitorremediacion han
demostrado eficiencia en la recuperacion de
suelos contaminados con petroleo (Merkl et
al.,2005). El Tween® 80 (polietileno glicol
monooleato de sorbitan) es un agente ten-
soactivo utilizado para retener, solubilizar y
mejorar la disponibilidad de los contaminan-
tes de una manera poco toxica para los orga-
nismos del suelo (Shcherbakova et al., 1999;
Jiménez, 2001; Moreno-Medina, 2011;
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Farghaly et al., 2015). La fitorremediacion
utiliza plantas y microorganismos del suelo;
para degradar, asimilar o metabolizar los
hidrocarburos del petréleo (Merkel et al.,
2005), pero la remocion es lenta e incom-
pleta. La aplicacion de la fitorremediacion
después de la formacion de la emulsion del
petroleo, inducida por el surfactante y para
incrementar su remocion, requiere de plan-
tas adaptadas a estas condiciones.

Diversos investigadores en pruebas de
toxicidad de contaminantes indican que la
respuesta de plantas y microorganismos es
diferente: el Tween® 80 en concentraciones
iguales y/o mayores a 3% causan dafios en
membranas celulares (Paris, 2008) e induce
la muerte del organismo, los hidrocarburos
del petrdleo fresco en concentraciones de
50000 a 100 000 mg kg causan inhibicion
en el crecimiento y produccion de biomasa
pero algunas gramineas, como los pastos
tropicales, se adaptan a las condiciones de
estrés causadas por el petroleo (Aprill y
Sims, 1990; Chen et al., 2004; Rivera-Cruz
y Trujillo-Narcia, 2004; Sang-Hwan et al.,
2007; Maldonado-Chavez et al., 2010).

Los pastos han sido objeto de estudio debido
a su densa red de raices que llegan hasta 2.7
m de profundidad, elongacion superficial y
su tolerancia a condiciones de estrés (Gould
y Shaw, 1992; Orozco-Soto et al.,2014). L.
hexandra es un pasto forrajero que se en-
cuentra en las regiones tropicales himedas
donde produce dos teha'eafio! de materia
seca. Invade humedales por la acumulacion
de follaje y raiz que forma sobre el suelo y el
agua, lo que facilita el transito de animales
en la pradera inundada. Presenta un follaje
muy suave, semidecumbente, de tallos
flexibles con hojas angostas y pequefias (Ro-
driguez-Carrasquel, 1983; Vegetti, 2002). El

pasto L. hexandra desplaza otras especies
vegetales establecidas en humedales en
el estado de Tabasco, contaminados con
hidrocarburos del petroleo intemperizado
(Rivera-Cruz, 2011 b) y con una produccion
de biomasa seca de 11.5 tha'eafio”! (Rivera-
Cruz y Trujillo-Narcia, 2013).

Los antecedentes indican que la concen-
tracion y la estructura quimica de los xe-
nobidticos que establecen contacto con la
planta afectan su crecimiento y fisiologia.
Al respecto, dosis grandes de petrdleo en
el suelo originan respuestas adversas en las
plantas superiores (fitotoxicidad) (Kapustka
y Reporter, 1998). Segun Plice (1948) cuan-
do las concentraciones son bajas se estimula
el crecimiento vegetativo, pero segun Rive-
ra-Cruz y Trujillo-Narcia (2004) y Cartmill
et al. (2014) concentraciones altas del orden
de 50 000 y 100 000 mg kg' de HTP’s,
disminuyen el crecimiento y la produccion
de materia seca de los pastos Echinochloa
polystachya, Brachiaria mutica y Lolium
multiflorum después de seis meses de cultivo
en condiciones controladas.

A pesar que los pastos han demostrado
capacidad de adaptacion a hidrocarburos
del petrdleo que le confieren importancia
en pruebas de toxicidad, adaptacion y
fitorremediacion de los hidrocarburos, se
desconoce la respuesta a la aplicacion de
Tween® 80 combinado con petrdleo fresco.
Este conocimiento es de utilidad para la
recuperacion de suelo usando tecnologias
combinadas. El Tween® 80 es aplicado
como un remediador de emergencia in situ
en agua y suelo, para la biodisponiblidad
de los hidrocarburos en el ambiente (Kim y
Weber, 2005), sin considerar los efectos en
la planta. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto de diferentes concen-
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traciones de petrdleo fresco y Tween® 80
en el crecimiento, concentracion de pig-
mentos clorofilianos, y produccion de L.
hexandra, para seleccionar parametros de
la planta que indiquen adaptacion a Gleysol
contaminado con petroleo y asistido con
Tween® 80, que permita recomendar una
tecnologia quimica y biologica para suelos
del tropico himedo mexicano.

MATERIAL Y METODOS

Suelo, petréleo, Tween® 80 y produccion
de plantulas

El sitio se localiza en el ejido Blasillo 2a.
Seccion, La Venta Huimanguillo, Tabasco,
Meéxico (18° 03 8.0” Ny 93° 56’ 6.3” O).
Se colectd suelo de la capa superficial (0-
30 cm) de un GL, se determinaron rasgos
fisicos y quimicos: textura arcillosa (método
hidrométrico; Bouyoucos, 1962), pH 5.43

(potenciometria), MO 29.98% y Ntotal fue
0.66% (microKjeldhal, Page et al., 1982),
CO 17.39% (combustion seca, Walkley y
Black, 1934), S-SO4 175.33 mg kg (tur-
bidimetria) y CIC 48.92 cmol kg (acetato
de amonio, Rhoades, 1982).

El petrdleo fresco (PF) utilizado fue extraido
del campo petrolero Cinco Presidentes,
localizado en la parte noroccidental de Ta-
basco, en la plataforma continental frente
al Golfo de México. El petroleo es del tipo
Istmo mediano con 36.31° de densidad,
esta constituido por 56.4% de la fraccion
saturados, 23.7% de aromaticos y 14% de
asfaltenos y resinas. El surfactante utilizado
es el Tween® 80 (monooleato de poliexieti-
leno sorbitan) (Tw).

Los tallos del pasto se colectaron en un
sitio contaminado por derrames cronicos
de petroleo desde hace 30 afios, en el ejido

Fig. 1. Pasto Leersia hexandra Swartz. A) crecimiento de planta en microtunel, b) planta
con raiz, tallo y hojas, C) planta con flor en humedal en La Venta, Tabasco, México.
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José Narciso Rovirosa, a dos kilometros
al suroeste del Complejo Procesador de
Gas La Venta, Huimanguillo, Tabasco. Se
prepard almacigo en charola de plastico
con suelo tamizado en malla 12 (2 mm
de diametro). L. hexandra es un pasto pe-
renne, con rizosfera sumergida en el agua
y enraizada en el GL inundado al menos
durante seis meses al afio. El pasto tiene
raices ramificadas, fibrosas y estoloniferas
(fig. 1). De los tallos maduros de L. hexan-
dra, se cortaron estolones de cinco cm de
longitud con raices, y se sembraron 32 dias
antes de establecer el experimento, para
el traslado a las unidades experimentales.
La altura de las plantulas establecidas en
el experimento fue 20.8 = 3.5 cm (32 dias
después de sembradas en el almacigo).

Disefio experimental

Se realiz6 un experimento en microtiinel por
180 dias en H. Cardenas, Tabasco, México.
La temperatura promedio bajo microtunel
fue de 32 + 4.7°C. El disefio experimental
fue completamente al azar con 15 tratamien-
tos y tres repeticiones, con arreglo de dos
factores completos: 1) HTP’s: 693 HTP’s
biogénico (testigo), 4 000, 30000, 60 000 y
90000 mg kg base seca, y 2) concentracion
de Tween® 80; 0, 2.5 y 5%. La unidad ex-
perimental (UE) fue un contenedor de vidrio
(14.5x15 cm, didmetro y altura) con 1.5 kg
de suelo tamizado.

El suelo (1.5 kg) se mezcld por separado
con 6, 45, 90 y 135 g de petroleo fresco y
se homogeneizo6 con una varilla de vidrio.
con una varilla de vidrio. La mezcla suelo-
petroleo se colocd en los contenedores de
vidrio. ElI Tween® 80 se pes6 0, 32.5 y
75 g y se diluyo en 420 mL de agua, esta
mezcla se adiciono al suelo con petroleo de

las UE segun tratamiento para obtener las
concentraciones de 0, 2.5 y 5%. En cada UE
se transplantd una plantula de L. hexandra
y se aplico riego cada 24 h para mantener
condiciones de anegamiento del suelo.

Variables de crecimiento y producciéon

Las variables evaluadas a los 30, 60, 120 y
180 dds en L. hexandra fueron longitud de
los estolones (LE), nimero de plantas jove-
nes del macollo (PJM) y tasa de crecimiento
relativa (TCR). La TCR se determin6 me-
diante la férmula de Hunt ef al. (2002):

TCR=(Inw2-Inwl)/(t2 - tl)

donde:

In = logaritmo natural

w = longitud de estolon
t = tiempo (mes)

La concentracion de los pigmentos cloro-
filianos (clorofila a, clorofila b y clorofila
total) en hoja se evalu6 a los 180 dds, por
latécnica de colorimetria con N, N-dimetil-
formamida, e incubacion durante 24 h en la
oscuridad. En espectrofotometro UV-visible
se ley6 la absorbancia a 647 y 664 nm. El
calculo de la concentracion de clorofila (ug
cm™) se realizé de acuerdo a la formula de
Moran (1982):

clorofila a = 12.64 (A664) - 2.99 (A647),
clorofila b =23.26 (A647) - 5.6 (A664),
clorofila total = 7.04 (A664) + 20.27 (A647)

La produccion de materia seca aérea (MSA)
y de la raiz (MSR) de la planta se evalu6 a
los 180 dds. El material vegetal se cosecho
y se seco a 70°C durante cinco dias. El
volumen radical se evalud con la técnica de
desplazamiento (Bohm, 1979).
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Analisis estadistico

A las variables en estudio se les realiz6 ana-
lisis de varianza (ANDEVA), se compararon
las medias con la prueba de Tukey (p < 0.05)
y correlacion bivariada de Pearson mediante
el programa estadistico del SAS, version 9.1
(SAS, 2005).

RESULTADOS

Plantas jovenes del macollo, longitud de
estolones y tasa de crecimiento relativo

Los datos del analisis de varianza reportados
en la tabla I, de la variable LE al 30 y 60
dds, mostré diferencias significativas por
efectos de concentraciones de HTP's, el
surfactante Tw y su interaccion. En contraste
para PJM y TCR ocurri6 efecto significativo
de concentracion y su interaccion en los
cuatro tiempos evaluados, con excepcion de
la interaccion HTP's x Tw a los 30 dds para
PJM y del efecto de Tw a los 60 dds.

Concentracion de petréleo

La concentracion de 4 000 mg kg de HTP's
incremento la LE y la TCR respecto al testi-

go durante los primeros 30 dds (tabla II). A
partir de la concentracion de 4000 mg kg de
HTP’s, conforme aumento la concentracion
disminuy6 de manera significativala LE y la
TCR alos 30 y 60 dds. Los resultados a los
60 y a los 180 dds no tuvieron diferencias
significativas por efecto de dosis en LE, pero
en TCR la respuesta registro diferencias. La
tendencia es creciente con el aumento de la
concentracion de HTP's. El mismo efecto se
identific6 en la cantidad de plantas jévenes
a los 180 dias del experimento. La méxima
TCR fue de 5 a 7 cm dia™!, fue a los 60 dds
en suelos con las cinco concentraciones de
HTP’s, disminuyo6 al aumentar el tiempo,
alcanzando la minima de 0.5 a 1.4 cm dia’!
a los 180 dds.

Concentracion de Tween® 80

Los datos de la tabla IT muestran la disminu-
cion significativa de la LE por efecto del sur-
factante Tw desde los 30 hasta los 120 dds. A
los 180 dds no se observaron diferencias en
LE entre concentraciones. Al igual que con
las concentraciones de HTP's, la cantidad
de PJM registro efecto significativo positivo
por efecto de la concentracion de Tw desde
los 60 hasta los 180 dds. Por otro lado, a los

Tabla I. Analisis de varianza para longitud de estolones (LE), plantas jovenes
en macollo (PJM) y tasa de crecimiento relativo (TCR).

LE (cm)

PIM TCR (cm dia™)

Fuente de variacion 30 60 120 180

30 60 120 180 30 60 120 180

Concentracion HTP's ok % NS NS
(CHTP’s) w w * NS
Concentracion Tw (CTw) ok * NS NS

(CHTP’s) (CTw)

* sedk ik % sedk * * *k
* *% *% % *% NS
NS * * % *% % * *

* ** =p <0.05, 0.01, respectivamente, NS = no significativo a p < 0.05. HTP’s: hidro-
carburos totales del petroleo. Tw: Tween® 80, n = 3.
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120y 180 dds la concentracion de 5% de Tw
estimulo 41.2 y 36.8% la cantidad de PJM
en funcion al tratamiento testigo, respectiva-
mente. Las TCR mayores (6.6, 5.3, 6.1 cm
dia') se midieron a los 60 dds en todos los
tratamientos, después disminuy6 de 0.6 a 1
cmdia-1 alos 180 dds. Durante los primeros
60 dds ocurrié disminucion significativa
de la TCR por efecto del incremento de la
concentracion de Tw.

Concentracién de petréleo y Tween® 80

La interaccion concentracion de HTP sy de
Tw sucedi6 en LE s6lo a los 30 y 60 dds;
en PJM a partir de los 60 dds y en TCR du-
rante todo el ciclo experimental (tablaI). La
figura 2 muestra el efecto de la interaccion
de HTP s*Tw en PJM, se aprecia que los 14
tratamientos fueron mayores que el testigo

bed bed

Plantas jovenes
tad
=

(T1), por lo tanto la produccién de brotes
nuevos fue estimulada por la sinergia entre
los HTP's del petroleo y el Tw. El mayor
namero de PJM (51) se cont6 en el trata-
miento 15, constituido por 90 000 mg kg
de petrodleo combinado con 5% de Tw.

Concentraciéon de pigmentos clorofilianos

Los datos del ANDEVA de la tabla III resal-
tan los efectos significativos en la clorofila
a (Cla) y en la total (CIt) por efecto de las
concentraciones de HTP’s y Tw. Las con-
centraciones de Cla, Clb y Clt no fueron
significativas por efecto del petroleo, sin em-
bargo, la cantidad del surfactante Tw indujo
efecto significativo (r = 0.362%*) respecto a
la concentracion de Cla (r=0.310%) y la Clt
(r=0.362%) (tabla V).

4

bed L —} bed eq

Tratamientos

Fig. 2. Variacion de plantas jovenes de macollo en Leersia hexandra por efecto de con-

centracion de petroleo fresco y Tween® 80 a
con diferentes letras son estadisticamen

los 180 dias después de la siembra. Barras
te diferentes (Tukey, p < 0.05, n = 3).
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Tabla III. Anova de dos factores (CHTP's) (CTw) para todos los parametros estudiados
en planta de Leersia hexandra a los 180 dias después de la siembra.

Variables Concentracion de Concentracion Interaccion
HTP’s [CHTPs] Tween 80 [CTw] [HTPs][CTw]

Clorofila a * * NS
Clorofila b NS NS NS
Clorofila total NS * NS
MS de raiz ** *x *

MS aérea ** *x **
MS total NS ** **
Volumen radical ** *x **

* ** p>0.05, 0.01, significativa y altamente significativa, respectivamente, NS = no

significativo. MS: Materia seca. n = 3.

Materia seca y volumen radical

Concentracion de hidrocarburos totales
del petréleo

Se observaron diferencias significativas de
la MS aérea, MS radical y VR en funcion
de las concentracion de HTP's y Tw (tabla
IV). La produccion de MS aérea disminuyo
por efecto del petréleo (r = -0.425%) (tabla
V). La mayor cantidad de MS aérea (55.12
y 54.5 g) se formo en plantas establecidas
en el suelo testigo y con 4 000 mg kg-1 de
HTPs, en cambio la menor (43.3 g) fue en
suelo con 90 000 mg kg, la disminucion
fue 16% respecto al testigo. Los valores de
la MS radical y el VR aumentaron con el
incremento de la concentracion de HTP's
(r=0.632%* 0.817**) (tabla V). La mayor
cantidad de MS radical y VR (12.20 g y
188.33 cm3) se formd en plantas que crecie-
ron en suelo con 90000 mg kg' de HTP's, el
incremento fue 53.2 'y 61.4% con respecto a
la planta cultivada en suelo sin petrdleo (693
biogénico) (tabla IV).

Dosis de Tween® 80

La MS aérea, MS radical y VR tienen
relacion positiva con la concentracion de
Tw (0.545%, 0.532* y 0.332%) (tabla V).
El aumento de MS aérea, MS radical y VR
fue 26.98, 43.2 y 56.8%, respectivamente
por efecto de 5% de Tw adicionado en el
suelo. La relacion MS aérea/MS radical
fue mayor en suelo testigo respecto a las 14
relaciones en los tratamientos con petroleo
(tabla IV).

Interaccion de hidrocarburos totales del
petrdleo y Tween® 80

El ANDEVA de la MS aérea y de la MS
radical registro diferencias altamente signifi-
cativas para la interaccion HTP's*Tw (tabla
III). En la figura 3 se observan diferencias
significativas (Tukey p <0.05) por efecto de
esta interaccion en los 15 tratamientos. Los
14 tratamientos sometidos a los dos factores
presentan mayor acumulacion de MS aérea y
MS radical respecto al testigo (T1). Se iden-
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Fig. 3. Variacion en la produccion de materia seca radical (W) y aérea (0O)

de Leersia hexandra por efecto de concentracion de Tween® 80 y petrdleo

fresco a los 180 dias después de la siembra. Barras con diferentes letras
son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05, n = 3).

tificé tendencia directamente proporcional
de la MS aérea y MS radical con la Tw entre
tratamientos, sin y con petroleo.

La mayor produccion de MS aérea (68.8 g)
se observo en suelo testigo con 5% de Tw
(T3), la menor (29.6 g) en el tratamiento
testigo (T1). Sobresale que la mayor MS
radical (16.5 g) se formo en el tratamiento
con 90 000 mg kg HTP's y 5% de Tw
(T15), y la menor (1.2 g) en tratamiento
testigo (fig. 3). La relacion MS aérea/MS
radical fue mayor en suelo testigo respecto
a las 14 relaciones en los tratamientos con
petroleo (tabla I'V).
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DISCUSION

Longitud de estolones, tasa de crecimiento
y plantas jévenes

La presente investigacion muestra la im-
portancia del pasto nativo L. hexandra en la
adaptacion a petrdleo fresco y al surfactante
Tween® 80 en GL del tropico humedo.
Estudios en suelos contaminados con me-
tales pesados han demostrado la adaptacion
del pasto al acumular hasta 2 978 mg kg
de cromo (Xue-Hong ef al., 2007; Liu et
al., 2011). En el caso de suelo con altas
concentraciones de HTP’s asistido con el
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surfactante Tween® 80, la adaptacion del
pasto mostrod que crece a pesar de las con-
diciones de estrés. La LE a los 180 dds fue
similar en los 15 tratamientos evaluados, y la
produccion de PIM y TCR fue mayor en los
14 tratamientos con petrdleo y Tween® 80
respecto al tratamiento testigo (tabla II).

Los resultados de TCR de 14 tratamientos
registrados el dia 60, fueron valores de 5 y
7 cm d'; después, a los 120 y 180 dds los
valores disminuyeron y son semejantes a
los valores reportados por Tejon (1978)
en L. hexandra en condiciones tropicales
y sin estrés. Al respecto, segiin Grosshans
y Kenkel (1997) y Awah et al. (2012) un
factor determinante que explica la adap-
tacion de L. hexandra a factores de estrés
abidticos es su forma de crecimiento y
multiplicacion estolonifera que le permite
invadir con mayor facilidad ambientes al-
terados por el hombre. En la formacion de
PIM de L. hexandra en suelo contaminado
con petrdleo y asistido con Tw, sobresalio
la estimulacion hasta en 70.6% cuando la
planta fue expuesta a 90 000 mg kg' HTPs
y 5% de Tween® 80 (T15).

Larespuesta en el crecimiento de L. hexan-
dra observado en esta investigacion sugiere
adaptacion a petroleo y Tween® 80. Una
primera explicacion de esta respuesta es
que las plantas en suelos contaminados con
petroleo estan en condiciones similares a un
estrés abidtico, ya que debido al efecto de
la contaminacion se presenta déficit de agua
y de oxigeno asi como baja disponibilidad
de P en el suelo (Wyszkowska y Kucharski,
2000). Cuando las plantas estan sujetas a es-
trés abidtico inducen aumento de moléculas
reactivas de oxigeno (MRO) en sus células,
lo que conduce a estrés oxidativo. Moléculas
como O,, H,0, y radicales OH" provocan

dafios a nivel de membrana celular, esto
induce la inhibicion del crecimiento vegetal
(Liuet al.,2009; Gill y Tuteja, 2010; Peralta-
Pérez y Volke-Sepulveda, 2012; Oladane,
2014). En general las plantas responden a
este estrés con mecanismos de defensa para
protegerse del dafio; pero se ha observado
que las plantas con altos niveles de antioxi-
dantes constituidos o inducidos tienen mejor
resistencia al dafio (Oladane, 2014). La
adaptacion controla los niveles de MRO por
la regulacion de una red de defensa antioxi-
dantes que incluye reacciones enzimaticas,
para evitar la toxicidad celular y asegurar
sus funciones de sefializacion como son el
control de la proliferacion y muerte celular
(Mittler, 2002). Una segunda explicacion
para el incremento de PJM es que la planta
es estimulada por petréleo y Tw a la sintesis
de etileno a nivel celular, lo que contribuye
en el crecimiento vegetal, en particular el
desarrollo embrionario (germinacion y reto-
flos): 1) mitosis y diferenciacion celular, y 2)
expansion celular y acumulacion de reservas
(proteinas, grasas y almidon) (Salisbury y
Ross, 2000; Escaso et al., 2010).

Pigmentos clorofilianos

La capacidad de adaptacion de L. hexandra
a diferentes concentraciones de HTP's y Tw
no manifesté cambios en la concentracion
de los pigmentos clorofilianos (tabla IV).
La disminucién en clorofila es uno de los
principales sintomas de clorosis manifestada
por las plantas bajo estrés por niveles altos
de hidrocarburos en el suelo; ademas las
variaciones de la relacion clorofila/carote-
noides est4 asociada al estrés ambiental, por
lo que se ha considerado un buen indicador
de estrés en la planta (Jangpromma et al.,
2010).
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La disminucion de clorofila por exposicion
de la planta a hidrocarburos ha sido pro-
bado por Agnello ef al. (2015) en hojas de
Medicago sativa al utilizar Tween® 80 para
estimular la degradacion de hidrocarburos
en el suelo. Otros estudios con pasto Lolium
multiflorum evidenciaron disminucion de
la clorofila a al exponerlos a 3 000 hasta
15000 mg kg de petrdleo crudo (Cartmill
et al.,2014). Asi mismo, Jajoo et al. (2014)
encontraron disminucion de 61.5 y 48.7%
en el contenido de clorofila a en Arabidopsis
thaliana expuesta a antraceno y pireno en el
suelo, respectivamente. La concentracion de
clorofila en L. hexandra no mostré respuesta
debido a la capacidad de esta planta para
adaptarse al estrés por contaminacion de
HTP’s (tablas III, IV y V).

En contraste, la adicion de 5% del surfactan-
te Tw indujo mayor contenido de clorofila
total (19.09 pg cm?) en L. hexandra (tabla
IV). El efecto del Tween® 80 en la concen-
tracion de clorofila total puede explicarse a
la capacidad del surfactante para la degra-
dacion de las moléculas organicas de los
HTP’s y hacerlas disponibles en la solucion
del suelo (Volkering et al., 1998). También
posiblemente a una mayor disponibilidad
de N oxidado en la rizosfera (Escaso et al.,
2010) derivado del N fijado por las bacterias
fijadoras de vida libre, el cual es utilizado
por las plantas para la sintesis de la clorofila
y la fotosintesis (Salisbury y Ross, 2000),
que segun Cartmill e al. (2014) apoya el
aumento de crecimiento de la planta funda-
mentado en la tolerancia al estrés.

Masa seca y volumen radical
Ocurri6 efecto negativo de los HTP's en

la MS aérea de L. hexandra pero en la MS
radical y VR del pasto el efecto fue positivo.

14

La disminucion de MS aérea del pasto se
atribuye a que el petroleo forma una capa
cerosa sobre los agregados del suelo y en la
raiz, impide la disponibilidad de nutrimentos
en el suelo y la asimilacion por parte de la
planta (Quifiones-Aguilar et al., 2003; Rive-
ra Cruz et al., 2004; Merkl et al., 2005).

La estimulacion de la MS radical y el VR
posiblemente se debe que el estrés inducido
en L. hexandra por el petroleo y el Tw esti-
muld la elongacion celular y el crecimiento
de la raiz en busca de espacios porosos y
agua, debido a la biosintesis de etileno que
induce el aumento del numero de raices
(Escaso et al., 2010)

La concentraciéon de Tw y la interaccion
HTP’s*Tw indican la estimulacion de
los tres parametros de producciéon en L.
hexandra. Ambas sustancias aparentemente
estimularon el crecimiento del tejido vege-
tal a través de la diferenciacion de mayor
cantidad de follaje aéreo y de raices. En
condiciones de estrés por petroleo (Alanis
y Guerrero, 2004; Merkl et al., 2005) que si
estan presentes las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, los exudados de la raiz
estimulan su crecimiento, lo que a su vez
disminuye el estrés al reducir la acumulacion
de etileno y facilita la toma de nutrientes y
la degradacion de contaminantes del suelo
(Chaudhry et al., 2005; Zhuang et al., 2007).
Las bacterias utilizan ACC (enzima 1-ami-
nociclopropano-1-carboxilato sintasa), es el
precursor de etileno como fuente de N, lo
que conlleva a una disminucion de la sintesis
de etileno. Al prevenir la sintesis de etileno
se ha observado tolerancia al estrés (Green-
berge, 2007). La disminucion del estrés se
asocia a otras hormonas involucradas en el
crecimiento radical como las auxinas, actiian
para promover el desarrollo de los brotes y
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la formacion de raices laterales (Escaso et
al., 2010).

El resultado de la mezcla agua-aceite con
el surfactante Tween® 80 es una emulsion,
que disuelve una parte del surfactante Tw
en el agua y la otra parte en el aceite. La
emulsion es un sistema estable, heterogéneo,
de dispersion de un liquido a otro liquido
inmiscible entre ellos, puede servir para
el encapsulamiento de los hidrocarburos y
después ser liberados a los haces vasculares
conductores de la planta (Aranberri et al.,
2006), pero también en la solucion del suelo
los hidrocarburos en la emulsion se disponen
como fuente de carbono y energia para los
microorganismos, liberando nutrimentos
esenciales para la planta (Banat et al., 2000).
Algunos estudios indican que el uso de 4ci-
do giberélico (GA3) y Tween® 80, para la
recuperacion de suelos contaminados con
benzo(a)pireno, mejora el crecimiento de
Tagetes patula hasta en 55% con respecto
al testigo. Asi mismo, Agnello et al. (2015)
observaron tendencia de aumento en la bio-
masa de Medicago sativa al utilizar Tween®
80 en suelo contaminado.

CONCLUSIONES

Las concentraciones de HTP’s, Tw y la in-
teraccion HTP s*Tw estimularon en Leersia
hexandra la tasa de crecimiento relativo, la
produccion de nuevas plantas jovenes del
macollo, la materia seca radical y volumen
radical; pero la longitud de estolones, con-
centracion de clorofila a, clorofila b y total
sin cambio alguno. Sin embargo, la elevada
concentracion de HTP's del petroleo fresco
al dia 180 causo la disminucion de la materia
seca aérea de Leersia hexandra, la concen-
tracion de Tw y la interaccion HTP 's*Tw la
estimulan. El incremento inducido por los

HTP’s y Tw al dia 180 en los cuatro para-
metros de crecimiento (tasa de crecimiento
relativo, produccion de nuevas plantas
jovenes del macollo, materia seca radical,
asi como el incremento de la produccion
de materia aérea de L. hexandra en Gleysol
con HTP’s*Tw, indican adaptacion de L.
hexandra a condiciones de estrés abiodtico
de Gleysol con <90 000 mg kg' de HTP’s
y asistido con 5% del surfactante Tween®
80. El uso del 5% de Tween® 80 antes del
transplante de L. hexandra se recomienda
como tecnologia recuperacion de Gleysol
con <90 000 mg kg de HTP's de petrdleo
fresco en el tropico himedo mexicano.
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