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RESUMEN

RESPUESTA DE PLANTAS DE TOMATE A LA APLICACION DE
HIDROCARBUROS SIMULANDO UN EVENTO DE CONTAMINACION

POR

ISELA DIAZ LOPEZ
MAESTRIA EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DRA. SUSANA GONZALEZ MORALES — ASESOR

Saltillo, Coahuila Noviembre 2019



La contaminacién del agua y suelo agricola por hidrocarburos es un tema que ha ido
ganado importancia, ya que como cualquier agente estresante estos generan dafios en las
plantas, es por eso que en este trabajo se estudiaron las respuesta de plantas de tomate bajo
la contaminacion de diferentes hidrocarburos como son la gasolina (80 y 90 mg L?) el
diésel (26 y 28 mg L) y una combinacion de ambos (20 mg L cada uno), para evaluar
parametros agrondmicos, bioquimicos y transcripcionales de las plantas de tomate, asi
como la calidad de los frutos. Se realizo la aplicacion diaria de los tratamientos directo al
sustrato de las plantas junto con el Gltimo riego del dia. Los resultados mostraron un 12.5%
de muertes en las plantas con la aplicacion de diésel a 28 mg L™y de 6.25% con gasolina
a 90 mg L. La cantidad de los frutos disminuyd con la mayoria de los tratamientos,
excepto con la gasolina y diésel a 20 mg L™, mientras que el peso y calidad de los frutos
no se vio afectada con los tratamientos aplicados. Las concentraciones de licopeno
aumentaron significativamente con el tratamiento de gasolina y diésel a 20 mg L™ y con
las dos concentraciones de diésel (26 y 28 mg L), siendo el diésel a 26 mg L donde se
reflej6 una mayor concentracion de este metabolito. La capacidad antioxidante aumento
en mayor cantidad con los tratamientos de gasolina en la etapa de floracion mientras que
en la de fructificacion fue con los tratamientos de diésel. En cuanto al contenido mineral
de las hojas en la etapa de floracion se observé disminucion en el Mn y Mo con los
tratamientos de gasolinaa 80 y 90 mg L. Lagasolinaa 90 mg L en la etapa de floracion,
aumento el contenido de Na y el Se disminuyo en la etapa de fructificacion. El diésel a 28
mg LT aument6 el Mg y N en la etapa de floracion, mientras que en la etapa de
fructificacion la concentracion de N se vio disminuido. El diésel a 26 mg L™, aumentd el
contenido de Ca, Cu y Fe en las hojas de la etapa de floracién, mientras que el K
disminuyd. La gasolina y diésel a 20 mg Lt aumentaron el contenido del Cu en los frutos
mientras que la gasolina a 90 mg L™ disminuyo el contenido de Se. El diésel a 26 mg L™*
sobreexpresé considerablemente los genes CAT, GPX y SOD, seguido de la gasolina a 80

mg L donde también se obtuvo una sobreexpresion de estos genes.

Palabras clave

Gasolina, diésel, capacidad antioxidante, calidad de frutos, expresion de genes.
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The contamination of water and agricultural land by hydrocarbons is an issue that has
gained importance, since like any stressful agent these generate damage to the plants, that
is why in this work we studied the responses of tomato plants under the contamination of
different hydrocarbons such as gasoline (80 and 90 mg L) diesel (26 and 28 mg L) and
a combination of both (20 mg L? each), to evaluate agronomic, biochemical and
transcriptional parameters of Tomato plants, as well as fruit quality. The daily application
of the treatments was carried out directly to the substrate of the plants along with the last
irrigation of the day. The results showed 12.5% of deaths in plants with the application of
diesel at 28 mg L and 6.25% with gasoline at 90 mg L. The amount of the fruits
decreased with most treatments, except with gasoline and diesel at 20 mg L™, while the
weight and quality of the fruits was not affected with the treatments applied. Lycopene
concentrations increased significantly with the treatment of gasoline and diesel to 20 mg
L and with the two concentrations of diesel (26 and 28 mg L), with diesel being 26 mg
L where a higher concentration of this metabolite. The antioxidant capacity increased in
greater quantity with the gasoline treatments in the flowering stage while in the fruiting
stage it was with the diesel treatments. Regarding the mineral content of the leaves in the
flowering stage, a decrease in Mn and Mo was observed with gasoline treatments at 80
and 90 mg L. Gasoline at 90 mg L ** in the flowering stage, increased the Na content and
the decreased in the fruiting stage. Diesel at 28 mg L increased Mg and N in the flowering
stage, while in the fruiting stage the concentration of N was decreased. Diesel to 26 mg L-
! increased the content of Ca, Cu and Fe in the leaves of the flowering stage, while the K
decreased. Gasoline and diesel at 20 mg L™ increased the content of Cu in fruits while
gasoline at 90 mg L™ decreased the content of Se. Diesel at 26 mg L™ considerably
overexpressed the CAT, GPX and SOD genes, followed by gasoline at 80 mg L™ where

overexpression of these genes was also obtained.

Keywords

Gasoline, diesel, antioxidant capacity, fruit quality, gene expression.
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INTRODUCCION

La fuente humana méas grande de emision de gases de efecto invernadero a nivel mundial
es la combustion de combustibles fdsiles (IPCC 2014). Dentro de los principales
productos derivados del petréleo son el diésel, gasolina, turbosina, kerosenos y gasoleo,
siendo considerados como generadores fundamentales de energia (Herod et al., 2007).
Los efectos toxicos de los hidrocarburos en el ecosistema estan relacionados con su
permanencia en sistemas como la atmdsfera, el agua y el suelo (Huang et al., 2005 a,b).
Para el suelo y el agua las causas mas frecuentes de contaminacion son las fugas de
tanques de almacenamiento subterraneos, las pérdidas durante la extraccion, los derrames
accidentales de petroleo y las pérdidas por la transportacion (Khan et al., 2016 a; Margesin
et al., 2007; Velasquez, 2017).

El aumento de la contaminacion por el crudo y sus derivados (Iturbe et al., 2007), a dado
como resultado un entorno endurecido, condiciones hidrofobicas y suelos infértiles, lo que
se traduce a un menor crecimiento en plantas y microorganismos (Hutchinson et al., 2001;
Jainetal., 2011). En el suelo afectan la fertilidad a través de varios mecanismos: toxicidad
directa a los microorganismos, reduccion en la retencion de humedad y/o nutrientes,
compactacion, asi como cambios en el pH y salinidad (Adams et al., 2008). En las plantas,
los hidrocarburos ejercen indirectamente efectos adversos, aportando minerales toxicos
en el suelo disponible para ser absorbidos, creando un deterioro de la estructura del suelo
y causando la pérdida de nutrientes minerales del suelo, tales como K, Na, SO4, PO4, y
NO3, ademas, el suelo se expone a la lixiviacion y erosién (Serrano et al., 2013). Los
hidrocarburos al ser de origen natural, la naturaleza es capaz de reincorporar una fraccion
de los mismos hidrocarburos a los ciclos biogeoquimicos, mediante microorganismos con
mecanismos fisioldgicos y metabolicos con capacidad de degradarlos cuando éstos se
encuentran en bajas concentraciones (Youssef et al. 2008). En el agua, los hidrocarburos
con mayor nimero de carbonos tienden a flotar y estan en forma libre y las moléculas mas
pequefias tienden a formar emulsiones y son mas dificiles de remover (Reeves, 2000). A
medida que pasa el tiempo, los hidrocarburos se pueden adherir fuertemente a los
sedimentos debido a su baja solubilidad en agua y a su caracter hidrofobico (Ke et
al., 2002).



La presencia de los hidrocarburos y sus compuestos toxicos en el suelo generan moléculas
muy reactivas en las plantas llamadas especies reactivas del oxigeno (ROS) (Yadav,
2010). Para eliminarlas, las células activan los mecanismos de defensa antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (lIriti y Faoro, 2008). El exceso de ROS puede provocar la
oxidacion y modificacion de amino&cidos celulares, proteinas, lipidos de membrana y
ADN, estos cambios conducen a lesiones oxidativas y reducen el crecimiento y el
desarrollo de las plantas (Ogawa e Iwabuchi, 2001).

En la actualidad, el sector agricola, ganadero y forestal enfrentan grandes retos en la
alimentacion de la creciente poblacion humana y la demanda de agua para riego y uso
doméstico (Rodriguez, 2007). Una alternativa de aprovechamiento son las fuentes de agua
no convencionales, como ejemplo,las aguas congénitas o producidas que son un
subproducto de la extraccion de crudo y gas natural muy poco aprovechado debido a que
se consideran toxicas porque existen fuentes con altas concentraciones de sales,
hidrocarburos y metales pesados pero cuando se encuentran en bajas concentraciones
pueden ser consideradas para el uso agricola (Fakhru’l-Razi et al., 2009; Martel-Valles
et al., 2013 y 2014). Martel-Valles et al., (2017a) reportaron que los frutos de plantas de
tomate regadas con aguas congénitas que contenian hidrocarburos no absorbieron HFM,
HFL ni BTEX. En México, la SEMANRAT en la NOM-001-ECOL-1996 establece un
limite de 15 mg L™ diario y 25 mg L promedio mensual para grasas y aceites en agua de
riego. Mientras que el limite maximo permisible de hidrocarburos para la descarga de agua
congénita en cuerpos receptores de agua dulce es de 15 mg L™ (SEMARNAT, 1996) y en
aguas costeras y zonas marinas es de 40 mg L™ segin la NOM-143-SEMARNAT-2003
(SEMARNAT, 2003).

Debido a que existe evidencia de dafio y muerte de plantas al irrigarlas con agua que
contiene hidrocarburos y los cambios que pueden ocurrir en el sistema antioxidante por el
estrés abidtico que generan estos (Martel et al., 2017b; Song et al., 2011). El objetivo de
este trabajo fue aplicar gasolina y diésel junto con el riego en diferentes concentraciones
simulando un evento de contaminacion para evaluar el impacto en el crecimiento y vigor
en las plantas de tomate, la calidad en los frutos, capacidad antioxidante y expresién de
los genes de enzimas antioxidantes, tomando como base las concentraciones utilizadas en

los trabajos realizados por Martel et al. (2017D).



OBJETIVO GENERAL

Determinar las respuestas de las plantas de tomate frente a diferentes concentraciones de
hidrocarburos aplicadas en el sustrato junto con el agua de riego.

Objetivos especificos

« Evaluar las variables agronémicas en la etapa de floracion y fructificacion en
plantas de tomate con la aplicacion de gasolina y diésel para determinar el efecto
de los hidrocarburos.

« Determinar la capacidad antioxidante en etapa de floracion y fructificacién en
plantas de tomate y frutos.

« Analizar el contenido mineral en etapa de floracion y fructificacion en plantas de
tomate y frutos.

» Determinar la calidad nutraceutica de los frutos de plantas de tomate.

« Estudiar la expresion de genes (CAT, SOD y GPX) relacionados con el

metabolismo antioxidante de plantas de tomate.

Hipotesis
Las plantas de tomates expuestas a la contaminacion por hidrocarburos a concentraciones
superiores a la NOM-143-SEMARNAT-2003 alteran la produccion y calidad de frutos,

morfologia y el metabolismo antioxidantes de las plantas.



REVISION DE LITERATURA
Hidrocarburos
La creciente utilizacion del petrdleo y sus productos derivados como gasolina, diésel y
aceites de motor, conducen a un marcado aumento en la contaminacion reportado en
diferentes partes del mundo, especialmente en paises productores de petréleo
(Houshmandfar y Asli, 2011). Estos combustibles fosiles son los principales
contaminantes organicos de los suelos, aguas superficiales y acuiferos, la persistencia de
estos en el medio ambiente depende de la biodegradabilidad intrinseca de los
hidrocarburos constituyentes de los combustibles, de la presencia de microflora activa en
las areas contaminadas y de los factores ambientales locales (Marchal et al., 2003). Las
principales fuentes de contaminacion incluyen pozos de petrdleo y gas, refinerias de
petréleo, sitios de produccion de gas manufacturado, talleres mecanicos y estaciones de
servicio, las causas mas comunes son por fugas y derrames accidentales que son frecuentes
durante la exploracion, produccion, refinacion, transporte y almacenamiento del petréleo
y sus productos derivados (Brassington et al., 2010; Albanese y Breward, 2011;
Hasanuzzaman et al., 2007). Las propiedades fisicas de los hidrocarburos juegan un papel
clave en su comportamiento en los suelos, las fracciones de diésel son mas livianas en
comparacion con la gasolina que son mas volatiles en sistemas abiertos donde las
fracciones pueden perderse en la atmosfera (Alrumman, 2015; Cermak et al., 2010).
La solubilidad de las diferentes moléculas en el agua que pueden poner en peligro los
acuiferos en contacto con zonas contaminadas, los residuos de gasolina y otros productos
derivados del petroleo es un problema generalizado, con la mayor preocupacion ambiental
relacionada con la movilidad de los componentes toxicos solubles, es decir, benceno,
tolueno y xileno (BTX) (Nakhla, 2003; Auffret et al., 2009).

Caracteristicas generales de los hidrocarburos del petréleo

El oxigeno, el hidrégeno, el nitrogeno y el azufre son los principales componentes de los
hidrocarburos de petréleo. Los alcanos, compuestos aromaticos, compuestos de
nitrégeno-azufre-oxigeno (NSO) y la fraccién de asfaltenos son las cuatro grandes
fracciones de hidrocarburos totales del petrdleo (TPH). La fraccion alcano, que varia de

C1 (metano) a C40 o mas, se presenta como compuestos de cadena lineal o ramificada


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364714000792#b0045

(Scullion, 2006). Los alcanos son principalmente hidrocarburos saturados y el queroseno,
la gasolina, el combustible para calefaccion y el combustible diésel son ejemplos de esta
fraccion. Los compuestos aromaticos contienen al menos un anillo de benceno. La
fraccion aromaética varia de benceno a estructuras arométicas policiclicas de maltiples
anillos compuestas de derivados NSO de hidrocarburos. EI benceno, el tolueno, el
etilbenceno y el xileno (BTEX) son ejemplos familiares de compuestos arométicos de un
solo anillo (0 mononucleares), y son componentes esenciales de la gasolina (Khan et al.,
2018). Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) estan compuestos por anillos
aromaticos multiples y fusionados. La EPA de los EE. UU. ha enumerado muchos HAP
(e.g. Naftaleno, criseno, fenantreno, benzo y pireno) y compuestos BTEX como
contaminantes prioritarios debido a su ecotoxicidad inherente (ATSDR, 1995).

Los hidrocarburos de petréleo abarcan una mezcla de compuestos de hidrocarburos de
cadena corta y larga. Los hidrocarburos alifaticos y aromaticos son dos componentes
principales de los hidrocarburos del petroleo que se han informado que son recalcitrantes
y perjudiciales para la salud. Los hidrocarburos alifaticos se degradan facilmente
por microorganismos, pero las grandes cadenas alifaticas ramificadas no se degradan
facilmente; por lo tanto, persisten en el medio ambiente (Douglas et al., 2018). Asimismo,
los hidrocarburos aromaticos son dificiles de degradar debido a sus estructuras complejas
(Al-Hawash et al., 2018).

Los hidrocarburos se pueden dividir en dos grupos quimicos amplios que comprenden
compuestos alifaticos y aromaticos. Los alifaticos incluyen todos los alcanos (rectos,
ramificados y ciclicos), alquenos y alquinos, mientras que los compuestos aromaticos
incluyen compuestos que contiene uno o mas anillos de benceno aromaticos (Cermak et
al., 2010).

Composicién de los combustibles derivados del petroleo

El nimero de carbonos de los hidrocarburos de gasolina esta entre 4 y 10. Su rango de
destilacion es de 180-200°C. En contraste, el nimero de carbonos de los hidrocarburos
del petréleo diesel esta entre 11 y 25, y el rango de destilacion esta entre 180 y 380°C. La
gasolina y el diésel generalmente contienen bajas cantidades de alquenos. Ambos estan

compuestos por cuatro clases estructurales principales de hidrocarburos: n-alcanos o n-
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parafinas (hidrocarburos lineales saturados), isoalcanos o isoparafinas (hidrocarburos
saturados ramificados), cicloalcanos o naftenos (alcanos ciclicos saturados) y aromaticos
(Marchal et al., 2003).

Los compuestos aromaticos (incluidos los compuestos méas livianos conocidos como
BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) constituyen del 10 al 59% de la gasolina
(masa/masa), mientras que los hidrocarburos alifaticos representan del 41 al 62%. Los
aromaticos suelen ser méas toxicos que los alifaticos con el mismo ndmero de atomos de
carbono y, por lo general, se encuentran en concentraciones mas altas en el agua porque
su solubilidad es de tres a cinco veces mayor (Lopes-Tiburtius et al., 2004). Mientras que
el combustible diésel, es una mezcla compleja que consiste basicamente en hidrocarburos
parafinicos, olefinicos y aromaticos (HAP) y, en cantidades mas pequefias, moléculas que
contienen azufre, nitrogeno, metales, oxigeno, etc. Los aceites diésel estan compuestos de
moléculas con 8-40 atomos de carbono y generalmente estan mas pesados, mas viscosos

y menos volatiles que la gasolina (Vieira et al., 2007).

Normas Mexicanas
NOM-143-SEMARNAT-2003. Establece las especificaciones ambientales para el manejo
de agua congénita asociadas a hidrocarburos. Define el agua congénita o de formacion,
como agua salada que se encuentra dentro de la roca, asociada a la presencia de
hidrocarburos. Contiene sales disueltas, como cloruros de calcio y sodio, carbonatos de
sodio, cloruros de potasio, sulfatos de calcio o de bario, entre otros; puede incluso contener
algunos metales. La concentracion de estos componentes puede ocasionar impactos
negativos al medio ambiente cuando su manejo y disposicion no son adecuados. Esta
norma establece el limite maximo permisible de hidrocarburos para la descarga de agua
congénita en cuerpos receptores de agua dulce (15 mg L™), y en aguas costeras y zonas
marinas (40 mg L) (SEMARNAT, 2003).
NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. Los hidrocarburos son compuestos quimicos
organicos, constituidos principalmente por atomos de carbono e hidrégeno. De acuerdo al
namero de &tomos de carbono se dividen en:

» Hidrocarburos fraccién ligera (HFL): mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas

contengan entre cinco y diez &tomos de carbono (C5 a C10).



> Hidrocarburos fraccion media (HFM): mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas
contengan entre diez y veintiocho dtomos de carbono (C10 a C28).
> Hidrocarburos fraccion pesada (HFP): mezcla de hidrocarburos cuyas moléculas
contengan entre veintiocho y cuarenta &omos de carbono (C28 a C40).
Los limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelo agricola para
HFL, HFM e HFP es de 200, 1200, 3000 mg Kg™' base seca respectivamente
(SEMARNAT, 2012). Los productos asociados a los derrames de hidrocarburos, para los
que se establecen limites maximos permisibles de contaminacion en suelos, se enlistan en
la Tabla 1.

Tabla 1. Hidrocarburos que se deben analizar en funcion del producto contaminante

HIDROCARBUROQOS
PRODUCTO HFP HFM HAP HFL BTEX
CONTAMINANTE
Mezcla de productos X X X X X
desconocidos
derivados del petroleo
Petréleo crudo X X X X X
Combustéleo X X
Parafinas X X
Petrolatos X X
Aceites derivados del X X
petréleo
Gasoleo X X
Diésel X X
Turbosina X X
Queroseno X X
Creosota X X
Gasavion X X
Gasolvente X X
Gasolinas X X
Gas nafta X X

Fuente: SEMARNAT, 2003

NOM-001-ECOL-1996. Establece los limites maximos permisibles de contaminantes en

las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales. Esta norma estable los



maximos permisibles para contaminantes basicos en el agua. La concentracion de grasas
y aceites en el agua para el uso de riego agricola debe estar en un limite de 15 mg L™
diario y 25 mg L™ promedio mensual (SEMARNAT, 1996).

Contaminacion de hidrocarburos en México

La industria del petroleo en su conjunto ha tenido un impacto negativo en materia
ambiental (Ortinez et al., 2003). Existen extensas areas de suelos contaminados por
hidrocarburos, debido a las tareas de exploracién, refinacion, falta de mantenimiento de
ductos y robo de combustible. La tendencia de este tipo de desastres acontece
principalmente en las zonas rurales, teniendo mayor efecto en las poblaciones dedicadas
a la agricultura (Dettmer, 2002). Ademas de dafiar suelos agricolas también provocan
perjuicio econdmico y social debido a la inutilizacion de estos suelos para la produccion
de cultivos o ganaderia (Cavazos-Arroyo et al., 2014). Los estados con mayor nimero de
sitios contaminados con hidrocarburos de fraccion ligera, media y pesada registrados
desde el afio 2015 al 2019 se muestran en la Figura 1 (SEMARNAT, 2019).
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Figura 1. Cantidad de sitios contaminados por hidrocarburos en cada estado de México
desde el afio 2015 al 2019.



Segun la SEMARNAT (2019) la mayor cantidad de sitios contaminados en México en el
afio 2018 es por diésel seguido de la gasolina y la turbosina (Figura 2) considerandolos
como sitios de emergencia ambientales propuestas para su evaluacion por la Agencia
Nacional de Seguridad Industrial y de Proteccion al Medio Ambiente del Sector
Hidrocarburos (ASEA), de SEMARNAT.
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Figura 2. Cantidad de sitios contaminados a nivel nacional causado por con hidrocarburos

en el afio 2018.

Biodisponibilidad de los hidrocarburos

La biodisponibilidad se refiere a la porcién de una sustancia quimica en el suelo, que
puede ser absorbida o transformada por organismos vivos. La biodisponibilidad también
se ha definido como la influencia de los factores fisicos, quimicos y microbiologicos en
la extension y tasa de biodegradacion. El pH, la comunidad microbiana y el grado de
deterioro del hidrocarburo pueden verse significativamente afectados por las restricciones
sobre la biodisponibilidad de los hidrocarburos (Al-Hawash et al., 2018). La parte
biodisponible de los hidrocarburos es el area accesible a los microorganismos. Los
hidrocarburos del petréleo tienen baja biodisponibilidad y se clasifican como

contaminantes organicos hidrofobicos. Esos productos quimicos tienen poca solubilidad
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en agua, lo que los hace resistentes a la descomposicion fotolitica y quimicos bioldgicos
(Semple et al., 2003).

Tecnologias para la limpieza de ambientes contaminados por hidrocarburos
Durante décadas, el enfoque principal de los expertos ambientales ha sido adoptar
enfoques de gestion basados en el riesgo para limpiar los sitios contaminados
con hidrocarburos que presentan consecuencias ecoldgicas potencialmente destructivas.
Este enfoque condujo al desarrollo de varias tecnologias fisicas, quimicas, térmicas y
bioldgicas que son ampliamente implementables. Entre las opciones correctivas mas
comunes establecidas para el tratamiento de suelos contaminados estan la incineracion,
conduccion térmica, extraccion con solvente/lavado de suelos, oxidacion quimica,
bioaumentacion,  bioestimulacion, fitorremediacion, =~ compostaje,  biopilas vy
biorreactores. La integracion de tecnologias fisicoquimicas y bioldgicas también se
practica ampliamente para una mejor limpieza de los suelos contaminados con
hidrocarburos.  La remediacion electrocinéticay la  remediacion  asistida  por
biocatalizador aun se encuentran en la etapa de desarrollo. Diversos autores tambien
proponen el desarrollo de novedosos sistemas verdes y sostenibles multifuncionales como
los mixtos, el cultivo celular, sistema enjuague de biosurfactantes, enfoques transgénicos
y nanorremediacion para superar las limitaciones tecnologicas existentes asociadas a
contaminantes del suelo y microbianas para abordar los hidrocarburos de alto peso
molecular (Kuppusamy et al., 2016a,b,c).

Un esquema tipico de remediacion de sitios contaminados involucra tres fases: (1)
reconocimiento de sitios y evaluacién de riesgos, (II) evaluacion de opciones de

recuperacion y (I111) remediacion y monitoreo (Ashraf et al., 2014).

Efectos de los hidrocarburos en las plantas

El petréleo y sus productos derivados pueden contribuir a la inhibicidn del crecimiento y
el desarrollo de las plantas. La absorcidon de hidrocarburos de bajo peso molecular por
parte de la planta puede provocar el bloqueo de estomas y espacios intercelulares, lo que
lleva a una tasa reducida de transpiracion de la planta junto con dafios en la membrana
celular (Khan et al., 2018).
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La contaminacién del suelo por estos compuestos dificulta la ingesta de agua y sales
minerales del sustrato, también rompe la serie de procesos metabdlicos y como resultado
produce deficiencia de clorofila y nutrientes, las plantas afectadas por la contaminacion
por hidrocarburos modifican la morfologia de raices, brotes, hojas y flores, ademas,
presentan numerosas clorosis y necrosis (Liste et al.,, 2006). Muy a menudo los
contaminantes contribuyen a alteraciones en el contenido de macro y microelementos en
los 6rganos de las plantas, y también modifican el contenido de metales pesados en ellos
(Rusin et al., 2015). Entre los oligoelementos hay metales pesados como el cadmio, el
plomo y el mercurio, que pueden ser toxicos para las plantas cultivadas incluso a bajas
concentraciones. Muchos de ellos tienen efectos cancerigenos y mutagénicos
(Gospodarek y Nadgdrska-socha, 2013). El cadmio, el plomo y el zinc son particularmente
peligrosos ya que pueden causar la degradacion de las estructuras del ADN y ARN. Los
efectos implican el deterioro del crecimiento y la reproduccion de las plantas. Ademas, a
menudo son capaces de bioacumularse, y pueden permanecer en el medio ambiente
durante un largo periodo y entrar en los niveles posteriores de la cadena trofica con los
alimentos ingeridos tanto en animales como en humanos, los metales pesados causan
principalmente cambios en la sintesis de proteinas y perturban la produccion de ATP, lo
que puede provocar graves efectos patoldgicos, incluidas las neoplasias (Morkunas et al.,
2018).

Ademas, en opinidn de algunos autores, se observan efectos horméticos no solo para el
crecimiento sino también durante el desarrollo, la reproduccion, la supervivencia y la
longevidad. Estos autores informaron que los efectos horméticos también pueden estar
estrechamente relacionados con numerosas respuestas metabolicas y fisioldégicas como la
sintesis de metalotioneina, sintesis del ADN y ARN, mitosis, consumo de oxigeno, tasa
de fotosintesis, regeneracion de tejidos, respuesta inmune, sintesis de proteinas de estrés,
germinacion de semillas, etc. La actividad hormética es una respuesta celular especifica
y, muy probablemente, una respuesta al estrés a niveles bajos pero nocivos de agentes
toxicos (Calabrese et al., 1998; Damelin et al., 2000).

El proceso a traves del cual una planta actGa sobre un contaminante en particular depende
del grado de contaminacidn, de las caracteristicas fisicoquimicas del contaminante y del

sitio contaminado, asi como de las propiedades fenotipicas y genotipicas de cada especie
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vegetal, tales como su grado de tolerancia y su capacidad para captar, absorber, acumular

y/o degradar los contaminantes (Meagher 2000; Vangronsveld et al., 2009).

Mecanismos de defensa las plantas frente al estrés abiotico

Cuando las plantas estdn sometidas a tensiones ambientales como la salinidad, la sequia,
temperaturas extremas, el tratamiento con herbicidas, agentes tdxicos y la deficiencia de
minerales, el equilibrio entre la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
actividad de extincién de los antioxidantes se altera, lo que a menudo resulta en dafio
oxidativo. Las ROS estan asociadas con varias formas de dafio celular. Dado que las
especies de oxigeno activado como el superédxido (O27), el peréxido de hidrogeno (H20,)
y el radical hidroxilo (OH") pueden alterar seriamente el metabolismo normal a través del
dafio oxidativo a los lipidos, proteinas y acidos nucleicos, las plantas poseen una serie de
enzimas antioxidantes que las protegen de estos posibles efectos citotoxicos. El entorno
celular esta determinado por el sistema antioxidante, para controlar el nivel de las ROS y
proteger las células en condiciones de estrés, los tejidos vegetales contienen varias
enzimas y compuestos de bajo peso molecular para eliminar ROS (Li, 2009; Dolatabadian
et al., 2008; Kusvuran et al., 2016; Noctor y Foyer 2002).

A pesar del dafio oxidativo que causan las ROS, son segundos mensajeros bien descritos
en una variedad de procesos celulares, incluido el otorgamiento de tolerancia a diversas
tensiones ambientales, el dafio oxidativo que pueden producir en los tejidos depende del
delicado equilibrio entre la produccion de ROS y su eliminacién (Noctor y Foyer 2002;
Sharma, 2012).

Los componentes enzimaticos del sistema de defensa antioxidante se componen de varias
enzimas antioxidantes como la superdéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa
de guaiacol (GPX), enzimas de ascorbato ciclo glutation (AsA-GSH) ascorbato
peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), deshidroascorbato
reductasa (DHAR) y glutation reductasa (GR) (Ighodaro & Akinloye, 2018). El papel y la
eficacia de los antioxidantes de defensa de primera linea que basicamente incluyen
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX) es importante
e indispensable en toda la estrategia de defensa de los antioxidantes, especialmente en

referencia al radical anion superdxido (O27) que se generan durante el metabolismo
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normal, particularmente a traves de la via de produccion de energia mitocondrial. La
actividad de estos antioxidantes a menudo se determina en estudios sobre el estrés en
plantas causadas por xenobidticos, principalmente metales pesados. Estas enzimas estan
involucradas en muchos procesos, pero sobre todo son un componente importante del
sistema antioxidante en las plantas. Pueden indicar su utilidad como biomarcadores y
también permitir una mejor comprension de los mecanismos de defensa de las plantas

expuestas al estrés oxidativo (Nadgdrska-Socha et al., 2013; Rusin et al., 2015).
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MATERIALES Y METODOS

Desarrollo del cultivo

El material vegetal utilizado fue tomate tipo saladette hibrido 74-156 (Rijk Zwaan
Zaadteelt en Zaadhandel B.V.) de crecimiento indeterminado. Las semillas se sembraron
en charolas de poliestireno de 200 cavidades y fueron trasplantadas a los 31 dias después
de la siembra en macetas de polietileno con capacidad de 16 L (Figura 3). Como sustrato
se utiliz una mezcla de peat moss: perlita (1:1 v/v). El riego se aplicé mediante un sistema
de riego por goteo dirigido por estacas y para la nutricion se usé solucién Steiner (Steiner,
1961) con un pH de 6-6.5, la concentracién de la solucién se fue ajustando dependiendo
del estado fenoldgico de la planta.

Las plantas se establecieron en un invernadero del Departamento Forestal y los analisis
de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamento de
Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila,

México.

Figura 3. Germinacion de semillas de tomate y trasplante en macetas en el invernadero

Aplicacion de los tratamientos

Los tratamientos consistieron en la aplicacion diaria de dos tipos de hidrocarburos marca
PEMEX. EI diésel, el cual contiene HFM y gasolina que contiene HFL (SEMARNAT
2003a). El inicio de la aplicacién fue partir de los 15 dias después del trasplante (DDT)
hasta finalizar el experimento (115 DDT), antes de eso solo se regd con solucién Steiner.

La aplicacion del diésel y la gasolina fue mediante una jeringa de 1 mL directamente al
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sustrato junto con el dltimo riego del dia a una distancia aproximadamente de 10 cm del
tallo de la planta (Figura 4). Las concentraciones se calcularon con base al volumen de
cada riego que fue de 500 mL, el cual se mantuvo durante todo el ciclo. Se tuvieron un
total de 6 tratamientos: un testigo absoluto (plantas regadas solo con solucién Steiner),
gasolina a una concentracion de 90 mg L™, gasolina a una concentracion de 80 mg L7,
diésel a una concentracion de 26 mg L™, diésel a una concentracion de 28 mg L™ y una
mezcla de una concentracion de 20 mg L™ de gasolina y diésel. Todas las concentraciones
que se probaron rebasan el limite permisible (15 mg L™) establecido en las normas
oficiales mexicanas NOM-143-SEMARNAT-2003 y NOM-001-ECOL-1996
(SEMARNAT 2003, 1996).

Figura 4. Aplicacion de los tratamientos en el sustrato de las plantas.

Variables agronémicas

Para la evaluacion de variables agrondmicas se realizaron 2 muestreos uno en la etapa de
floracion (30 DDT) y otro en fructificacién (115 DDT) (Figura 5). Para ambos muestreos
se eligieron 5 plantas al azar por cada tratamiento, a las cuales se les midi6 la altura de la
planta y largo de la raiz con un flexémetro; el diametro de tallo se midié con un vernier
digital y para calcular el peso seco de la biomasa, la planta fue secada en una estufa a 60°C
por 72 horas. En el segundo muestreo (115 DDT), ademas de las variables mencionadas
anteriormente, se peso y contabiliz6 el nimero de frutos, en el cual se hizo una sumatoria
de los frutos de cada racimo (se tomo en cuenta hasta el cuarto racimo) en 5 plantas de

cada tratamiento elegidas al azar.
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Figura 5. Plantas de tomate en etapa de floracion (a) y fructificacion (b).

Evaluacion de calidad de frutos

La colecta de los frutos se realizé a los 85 y 90 DDT para la evaluacion de la calidad de
frutos, se determind la conductividad eléctrica (CE), los s6lidos solubles totales (SST),
pH, acidez titulable, Se eligieron frutos (del segundo racimo) de cinco plantas por
tratamiento en la etapa de maduracion rojo claro (Figura 6).

Para la evaluacion de las variables mencionadas anteriormente se realiz6 una maceracion
de los frutos hasta formar una pulpa, se tomé una pequefia cantidad y se coloco6 en el
sensor de los electrodos para tomar la lectura. El pH y la CE fueron medidos con la ayuda
de los electrodos portatiles (marca HORIBA modelo LAQUA twien). Los SST expresados
en °Brix fueron medidos con un refractometro (marca Atago modelo Pal 1) colocando
unas gotas en el sensor y dirigiéndolo hacia la luz para observar las medias en la escala

del instrumento.

Figura 6. Frutos recolectados para evaluacion de los parametros de calidad.
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La acidez titulable (AT)
se determind mediante la técnica colorimétrica de acuerdo con la metodologia AOAC
(1990) utilizando 10 mL de pulpa del fruto macerado, posteriormente se agregaron tres
gotas de fenolftaleina (1%) y se titul6 con NaOH (0.1 N). Los datos se expresaron en

porcentaje de acido citrico.

Licopeno

Los frutos colectados para la evaluacion de licopeno fueron guardados en el
ultracongelador a una temperatura de -76°C después se liofilizaron las muestras en un
liofilizador (marca LABCONCO, Modelo 79480, Kansas City, MO, EE. UU.) a una
presion de vacio de 133 x 10 ° mBar y una temperatura de -80°C. Las muestras se
maceraron con mortero y pistilo y se pesaron 100 mg de la muestra en tubos de 2 mL,
posteriormente se agregaron 1.5 mL de hexano, se mezclé en vortex por 30 seg, se sometio
a sonicacion por 5 min y se centrifugo a 4°C por 10 min a 10,000 rpm (Figura 7). Con una
jeringa se extrajo el sobrenadante y se filtr6 por membrana de nylon de diametro de poro
de 0.45 pm. Se hizo una dilucién 1:10 (muestra/hexano) y se cuantificé con un
espectrofotometro (marca Thermo Genesys 10s) midiendo la absorbancia a una longitud
de onda de 472 nm. Se realizd una curva de calibracion con estandar de licopeno
(Bungheza et al., 2011). Los resultados fueron expresados en g de licopeno kg de biomasa

seca™.

Figura 7. Extraccion de licopeno de los frutos por sonicacion.
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Capacidad antioxidante

Para la evaluacion de la capacidad antioxidantes en hojas en las etapas de floracion y
fructificacion y en frutos, se realizé un muestro de hojas en la etapa de floracion a los 30
DDT ya los 115 DDT en la etapa de fructificacion y de frutos del segundo racimo.

Se emple0 la técnica del radical DPPH (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl), la cual se adapt6
para medir compuestos hidrofilicos de acuerdo con la metodologia de Brand-Williams et
al., (1995) con modificaciones. Para la extraccion se utilizaron 100 mg de muestra
liofilizada previamente molida y se agregaron 1.5 mL de etanol, se agitaron en vortex por
20 seg, luego se sonicaron por 10 minutos y centrifugaron a 12,000 rpm, se obtuvo el
extracto y se filtr6 con filtros de nylon de didmetro de poro de 0.45 um. Se utilizé una
solucién madre a una concentracion de 2.53 mM del radical DPPH utilizando metanol
como solvente. La solucion de Trolox (estandar) fue preparada a una concentracion de 2.5
mM. La cuantificacion se realiz6 en un lector de microplacas (BioTek, modelo ELx808,
VT, EE.UU.) utilizando 50 pL de la muestra y de la solucion de DPPH, se dejo reposar
por 15 min y se realizo la lectura a 530 nm.

Minerales

Para la determinacion de minerales se seleccionaron 5 plantas al azar por cada tratamiento
y se hizo un andlisis en hojas (etapa de floracion y fructificacion) y frutos, para esto se
utiliz6 muestra seca que previamente fue deshidratada en una estufa con una temperatura
de 60°C por 72 horas (Fifura 8a). De las muestras secas se pesaron 0.5 g de muestra seca
y se realizaron digestiones acidas por 4 horas hasta la desintegracion de la materia
organica. Cuando la solucién estuvo completamente transparente se dejo enfriar se filtrd
utilizando papel filtro Whatman No. 42. Por Gltimo, se aforé en un matraz volumétrico de
50 mL con agua desionizada. Las muestras fueron analizadas en un Espectrometro de
Emision de Plasma (Inductively Coupled Plasma (ICP), Termo Jarrel Ash Irish Advantage
modelo 7400). El nitrégeno total se determind por el método de micro Kjeldahl (AOAC
2005) utilizando 500 mg de tejido deshidratado que posteriormente se colocaron en
matraces junto con 3 mL de solucion digestora y se llevaron a una temperatura de 350°C
por 45 min hasta que la muestra se desintegrara, se dejo enfriar luego se pasé al destilador

micro Kjeldahl haciendo reaccionar con NaOH al 50%, el destilado se recogi6 en 30 ml
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de una solucion de acido bdrico al 22% hasta llegar a un volumen final de 60 mL (Figura
7b). El destilado recuperado se titulé con &cido sulfirico a 0.025 N, los resultados se

expresaron en % de nitrégeno.

Figura 8. Digestion de muestras para la determinacion de minerales (a) y analisis por el

método de micro Kjeldahl para nitrogeno (b).

Anélisis de expresion de genes

Para el anlisis se llevo a cabo un muestreo de hojas jovenes a los 30 DDT de cinco plantas
por tratamiento, las hojas se colocaron en sobres de aluminio e inmediatamente después
se sumergieron en N liquido y se almacenaron a una temperatura de —76°C hasta su
analisis.

Extraccion de ARN por el método de Trizol

Las muestras se molieron en un mortero con pistilo agregando N3 liquido para evitar que
las muestras se descongelaran, posteriormente se pesaron 100 mg de la muestra y se
colocd en un tubo de 2 mL e inmediatamente se agregoé 1 mL de TRI reagent (MRC, Cat.:
TR 118) se homogeniz6 suavemente y se dejé reposar 5 minutos a temperatura ambiente,
después se agregaron 200 uL de cloroformo y se agitd vigorosamente hasta un aspecto
lechoso, se incubo a temperatura ambiente por 15 min y se centrifugdé a 12,000 rpm por
15 min a 4°C, se recupero0 el sobrenadante y se colocé en un tubo nuevo adicionando 500
uL de isopropanol frio y se mezclo suavemente, se incubo por 10 min a temperatura
ambiente y se centrifug6 a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C, se removié el sobrenadante y la
pastilla de ARN formada fue lavada con 500 pL de etanol frio (70%) haciendo ligeras

inversiones del tubo, se removié el sobrenadante y la pastilla de ARN se dejo secar durante
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15 min a temperatura ambiente, finalmente la pastilla se suspendié en 50 puL de agua

FORMAZOL® disolviéndola a 60°C, la solucién final se almaceno a 4°C.

Cuantificacion de ARN
Se cuantifico el ARN extraido por medio del espectrofotometro. Inicialmente se preparo6
un blanco que consistié en 2 uL. de FORMAzol® y 198 uL de agua DEPC, en tanto que
las muestras se prepararon usando 2 pL de ARN y 198 uL. de agua DEPC, se midi6 la
absorbancia a 260 y 280 nm y se obtuvo el valor de R en espectrofotometro. Para calcular
la concentracion de ARN extraido se usaron las formulas descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Férmulas para calcular la concentracion de ARN extraido de las muestras
Absorbancias R png/mL pL totales (50 pL)

260 280 A260/A280 A260*100*50 ug/mL*0.05

Calidad del ARN

La calidad fue determinada mediante electroforesis desnaturalizante, primeramente, se
elaboro un gel de agarosa al 1.3% con 75 mL de agua DEPC, 24 mL de MOPS 5X y 21
mL de formaldehido. Dejandose solidificar durante 30 minutos, el gel se colocé en la
camara de electroforesis (Enduro Labnet International) y se agregd MOPS 1X hasta
cubrirlo totalmente.

Se afiadieron 2 ug de ARN (calculados a partir de: 2 pg*50 pl/ul totales) en tubos de 0.6
mL y se afor6 a 5 pL con agua DEPC, se adicionaron 5 pL de buffer de carga y se incubd
a 60°C por 10 minutos, una vez que paso el tiempo se colocaron a 4°C.

Todo el contenido de cada muestra se carg6 dentro de un pocillo del gel y se corrio la
electroforesis a 70 volts por 80 minutos, transcurrido el tiempo, el gel se saco de la camara
y se colocé en transiluminador (Benchtop UV transilluminator). La fotografia del gel se

tomo con el software UVP y se observaron las bandas visibles.



21

Tratamiento de muestras con DNAsa
Se tomaron 8 pL. de muestras del ARN, posteriormente se anadio 1 pL de buffer 10X y 1
puL de DNasa I (Amplification grade 1 unit) y se mezcloé cuidadosamente. Se incubd por
15 minutos a temperatura ambiente y luego se agregd 1 puL de la Solucidn Stop, después
de esto se dejo incubar durante 10 min a una temperatura de 70°C, pasado el tiempo de

incubacion se colocé en hielo y se almaceno a -20 °C.

Sintesis de c-DNA
Se utilizé el kit de sintesis de cDNA SensiFASTTM de Bioline (BIO- 65053). En un tubo
de 200 pL se colocaron 2 ug de ARN, 4 puL de 5X TransAmp buffer, 1 uL. de RT (Reverse
Transcriptase) aforando a 20 pL con agua grado biologia molecular. Se mezcld para
homogeneizar. Finalmente se colocaron en un termociclador (AXYGEN modelo
MaxigGene 1) bajo las siguientes condiciones 25°C por 10 min, 42°C por 15 min, 48°C
por 15 min, 85°C por 5 min y 4°C de HOLD. ElI cDNA obtenido se colocd en

refrigeracion.

Preparacion de iniciadores
Los iniciadores o primers correspondieron a un gen de control interno endégeno (actina)
y tres genes de estudio (SOD, CAT, GPX) que se disefiaron utilizando el software
Amplifix 1.7.0 (CNRS de Nicolas Jullien, Marsella, Francia), Oligoanalizer 3.1
(Integrated DNA Technologies IDT, Coralville, EE. UU.) y Primers BLAST (Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica NCBI, Bethesda, EE. UU.), su secuencia se

describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de iniciadores de los genes analizados.

Genes Forward Primer 5°- 3 Reverse Primer 5°- 3

ACT CCCAGGCACACAGGTGTTAT CAGGAGCAACTCGAAGCTCA
CAT CCCTCTAAGTATCGCCCATCAA  TTGTACACAGGACCACCAGCAT
GPX AGGAGCCTGGAAACATTGAAGA CCATTCACGTCAACCTTGTCA

SOD TGATGGGCCAACTACGGTTAA AAAATGGGCTCCTGTAGACATACAT
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Para la preparacion de los primer inicialmente se centrifugé el tubo madre en una
microcentrifuga a maxima velocidad por 15 min, enseguida se afiadié agua grado biologia
molecular de acuerdo a las especificaciones técnicas de cada primer obteniéndose la
solucion madre que se almacend a -20°C.

Solucién de trabajo
Se prepar6 una solucién de trabajo a una concentracion 15 pMol/mL a partir de la solucién
madre de primers utilizando la formula C1C2=V1V2, donde:
C1= solucion stock (100pMol)
V1= volumen requerido
C2= solucion de trabajo (15pMol)
V2= volumen deseado (50uL)
Por lo tanto: V1= (15 pMol) (50uL)/100 pMol = 7.5 puL
Por lo tanto, en un tubo de 500 pL se colocaron 7.5 pL de la solucion madre del primer y

42.5 uL de agua DEPC y se homogeniz6. La solucion de trabajo se almaceno a -20°C.

Validacion de genes

La validacion de los genes se realizo para probar que los productos de PCR a medir (gen
enddgeno y genes problema) amplificaran con una eficiencia parecida. Para ello se
llevaron a cabo amplificaciones con diferentes diluciones seriales de cDNA.

Preparacion de estandares. Se prepararon cinco estdndares en tubos de 250 uL, se
anadieron 32 pL de agua grado BM encada tubo y en el primero se adicionaron 8 pL de
cDNA homogenizandose perfectamente. Finalmente se realizaron diluciones seriadas
(1:5).

Preparacion de coctel mix. Se preparé un volumen total considerando tres puntos para
cada estandar ademas de tres controles negativos (NTC) por gen. Se prepar0 un mix para

el gen enddgeno y otro para el gen problema como a continuacién se describe:

» Mix Actina: 10 uL de SYBER® Select Master Mix (Applied Biosystems), 0.10
pL de primer forward Actina (72 nM) y 0.08 pL de primer reverse (60 nM) ademas

se afor6 a 20 pL con agua grado biologia molecular.
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» Mix CAT: 10 uL de SYBER® Select Master Mix (Applied Biosystems), 0.13 pL
de primer forward CAT (100 nM), 0.13 pL de primer reverse CAT (100 nM) y
7.74 uL de agua grado biologia molecular.

» Mix GPX: 10 uL de SYBER® Select Master Mix (Applied Biosystems), 0.13 pL.
de primer forward GPX (100 nM), 0.13 pL de primer reverse GPX (100 nM) y
7.74 uL de agua grado biologia molecular.

» Mix SOD: 10 uL de SYBER® Select Master Mix (Applied Biosystems), 0.13 pL
de primer forward SOD (100 nM), 0.13 pL de primer reverse SOD (100 nM) y
7.74 uL de agua grado biologia molecular.

Finalmente, en una tira de tubos de reaccion rdpida de 200 pl se coloco el cDNA
correspondiente a cada estandar y se adiciono el coctel mix, se incluyeron controles
negativos que consistieron en agregar agua grado biologia molecular y coctel mix. Se
corrio la gPCR con las condiciones seleccionadas (TM 60°C) para cada gen en equipo
StepOne gPCR system de Applied Biosystems.

Cuantificacion de la expresion de genes

Se selecciono el método de cuantificacion de curva relativa estandar para la cual se incluyo
una curva estandar por gen para el analisis de cuantificacion. Se siguid la misma
metodologia de la validacion de genes con la diferencia de que para este apartado se
afiadieron las muestras de cDNA correspondientes a los diferentes tratamientos.

Una vez preparada la reaccion la tira de tubos de reaccion rapida fue colocada en la placa
y se corrio la gPCR con el siguiente programa en el termociclador: hot start 95°C por 10
min, 40 ciclos: 95°C por 15 s, temperatura del iniciador (TM) 60°C por 1 m, 95°C por 15
s, Melting 60°C por 1 min 'y 95°C por 15 s.

Andlisis estadistico

La expresion de genes de interés SOD, CAT y GPX, se normaliz6 mediante la
comparacion con la expresion del gen de referencia interno (actina). El error estandar se
calculd a partir de los valores del gen de referencia y los genes de interés. Para las demas

variables, el disefio experimental fue completamente al azar con 6 tratamientos y 16
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repeticiones por tratamiento, la unidad experimental fue una maceta con una planta. El
analisis estadistico se realizo por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
medias segun LSD Fisher (a = 0.05) con el paquete estadistico InfoStat, 2018.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Variables agronémicas

Etapa de floracion. Las variables de longitud de raiz (LR) y altura de planta (AP) no se
vieron afectada con la aplicacion de los diferentes tratamientos, siendo estos iguales al
testigo. Las variables diametro de tallo (DT) y peso seco (PS), obtuvieron diferencias
significativas comparandolos con el testigo, el tratamiento de diésel a 26 mg L reporta
un 18.98% de aumento en el didmetro del tallo, mientras que los tratamientos de diésel a
28 mg L* y gasolina a 80 mg L™ disminuyeron en un 25% la biomasa seca de las plantas
en ambos casos, y el tratamiento de gasolina y diésel a 20 mg L™ disminuyé un 20.76 %
(Tabla 4). Cabe sefialar que en esta etapa se presento un 12.5% de muerte de las plantas
en el tratamiento de diésel con 28 mg L™ y 6.25% con la gasolina a 90 mg L™ en los
primeros dias de la aplicacion de los tratamientos debido al dafio en la parte basal de las
plantas.

Etapa de fructificacion. En esta etapa todas las variables evaluadas mostraron diferencias
significativas respecto al testigo en los diferentes tratamientos (Tabla 4). En la variable de
longitud de raiz (LR) se obtuvo una disminucion significativa en las plantas con la
aplicacion de gasolina a 90 mg L de un 50% con respecto al testigo. La gasolina en sus
dos concentraciones (80 y 90 mg L) aumentaron el didmetro del tallo en un 24.44 y
27.05% respectivamente, mientras que el tratamiento de gasolina y diésel a 20 mg L*
aumentaron la altura de la planta en un 12.5 % y como consecuencia la biomasa seca
también aumento en un 29.76%. EIl nimero de frutos se vio disminuido en los tratamientos
de gasolinaa 90 mg L en un 14.8%, diésel a 26 y 28 mg L™ disminuyeron 12.80 y 17.35%
respectivamente, y la combinacion de gasolina y diésel a 20 mg L fue de 19.83 % menos
comparado con el testigo.

El tipo de hidrocarburo, la concentracion y el tiempo de exposicién, modificaron
significativamente las variables agrondmicas de las plantas de tomate. El efecto del diésel
a concentracion de 28 mg L™ condujo a la muerte del 12.5% de las plantas, mientras que
la concentracion de gasolina a 90 mg L™ fue de 6.25% debido al dafio producido en la
parte basal de la planta. Los compuestos nocivos como los HAP s son potencialmente

toxicos, es probable que se hayan causado efectos adversos en el suelo disminuyendo la
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capacidad de absorcion de agua y nutrientes (Kanaly y Harayama, 2000; Umeh et al.,
2018), en la planta estos compuestos pueden penetrar a través de las membranas celulares
(Ma et al., 2010; Chaineau et al., 1997), e inhibir la actividad fotosintética y el transporte
de electrones (Mallakin et al., 2002). Ensayos sobre el riego de plantas de tomate con
diferentes concentraciones de diésel y gasolina, mostraron que con la aplicacién de 30 mg
L de diésel y 15 mg L de gasolina, se causo la muerte del 55% de las plantas, mientras
que con 30 mg L de gasolina no se ocasionaron dafios a las variables morfoldgicas de la
planta (Martel-Valles et al., 2017). El largo de la raiz no se vio afectado en la etapa de
floracion, pero si en la etapa de fructificacion el tratamiento de gasolina a 90 mg L. En
estudios realizados en plantas de guisantes y maiz expuestos a la contaminacién por
hidrocarburos, afectd negativamente el potencial de crecimiento y morfologia de las raices
en ambas especies debido a la presencia de los HAP (Kummerova et al., 2013). Mientras
que Merkl et al., (2005) encontraron que plantas de Brachiaria brizantha y Cyperus
aggregatus mostraron raices mas gruesas, pero con longitudes de menor tamafio en
aquellas que crecieron en suelo contaminado con petréleo crudo en comparacion con el
control. En otros estudios realizados con plantas como Sinapis alba, Triticum
aestivum y Phaseolus vulgaris, mostraron toxicidad aguda a concentraciones mas altas de
hidrocarburos causando disminucion del peso seco y longitud de la raiz debido a la
peroxidacion lipidica generada por el estrés oxidativo (Paskova et al. 2006), estos estudios
coinciden con nuestros resultados ya que la gasolinaa 80 mg L?, el diésela28 mg Lt y
la gasolina y diésel a 20 mg L™, disminuyeron el peso seco en la etapa de floracién de las
plantas, la gasolina a 80 mg L™ también llevo a la disminucion de la altura de la planta
esto debido a que el petroleo y sus productos derivados pueden contribuir a la inhibicion
del crecimiento y el desarrollo de las plantas debido a la absorcion de hidrocarburos bajo
peso molecular, puede provocar el bloqueo de estomas y espacios intercelulares, lo que
lleva a una tasa reducida de transpiracion de la planta junto con dafios en la membrana
celular (Khan et al., 2018). En plantulas de A. fruticosa en suelo contaminado con petréleo
afectd negativamente el crecimiento, lo que atribuyen a una tasa fotosintética reducida,
especialmente durante el periodo de crecimiento vigoroso (Han et al., 2016). Por el
contrario, el tratamiento gasolina y diésel a 20 mg L™ aumento el peso seco y la altura de

la planta en la etapa de fructificacion. Los combustibles también estimularon a las plantas
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aumentando el didmetro del tallo con las concentraciones de 26 mg L™ de diésel en la
etapa de floracion mientras que en la etapa de fructificacion fueron la gasolina en sus dos
concentraciones (80 y 90 mg L™). Los hidrocarburos como el naftaleno, fenantreno y
pireno que estan presentes en los derivados del petréleo, en bajas concentraciones generan
un aparente proceso de hormesis, en plantulas de L. sativa estimularon el crecimiento, este
fendmeno de dosis-respuesta se caracteriza por el estimulo en el crecimiento de las plantas
a bajas concentraciones y la inhibicion de éste a altas dosis de compuestos tdxicos (Pernia
et al., 2018; Kirk et al., 2002). Quifiones et al., (2003) afirman que concentraciones altas
de hidrocarburos impiden la absorcién de agua y nutrimentos debido a la formacién de
una capa hidrofobica sobre las raices, mientras que en concentraciones bajas permitieron
un mejor crecimiento y desarrollo, con base en emergencia, altura de planta, longitud de
raiz y pesos secos en plantas de maiz. Estos cambios también estan relacionados con el
proceso a traves del cual una planta actta sobre un contaminante en particular, depende
del grado de contaminacidn, de las caracteristicas fisicoquimicas del contaminante y del
sitio contaminado, asi como de las propiedades fenotipicas y genotipicas de cada especie
vegetal, tales como su grado de tolerancia y su capacidad para captar, absorber, acumular
y/o degradar los contaminantes (Meagher 2000; Vangronsveld et al., 2009). El namero de
frutos se vio afectado en la mayoria de los tratamientos excepto para las plantas donde se
aplic gasolina a 80 mg L. Estudios similares al nuestro registraron que la contaminacion
por petréleo crudo a concentraciones tan bajas como 5000 mg kg* de TPH (Hidrocarburos
Totales del Petroleo) afecto el crecimiento, el rendimiento, la produccion de fruto y la

maduracion de frutos en plantas de tomate Micro-Tom (Odukoya et al., 2018 y 2019).



Tabla 4. Variables agronomicas de plantas de tomate en etapa de floracion y fructificacion.
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Etapa Tratamientos LR DT AP PS NF PF
(mg L™ (cm) (mm) (m) (9) (Kg)
Gasolina 80 15.60+3.84b 5.35+0.41b  40.80%+2.77b 7.43+1.88b nd nd
Gasolina 90 22+2.34a 4.86+£0.25b  41.40+4.03ab 9.99+2.38a nd nd
Floracién Diésel 26 22.50+4.41a 6.33+0.37a  42.80+4.49ab 8.61+1.68ab nd nd
Diésel 28 21.40+4.97a 5.61+0.92ab 40.40+4.50b 7.43+0.84b nd nd
Gasolinay diésel 20 17.80+1.64ab  5.15+0.89b 46.80+3.56a 7.86+1.69b nd nd
Testigo 18.80+3.19ab  5.32+0.65b  44.80+3.63ab 9.92+1.41a nd nd
Gasolina 80 21+8.97bc 13.99+1.04a 2.13+0.13c  145.86+24.31ab 24+2.54a 2.7+0.32a
Gasolina 90 13.4045.02c 14.49+2.10a 2.24+0.22bc  145.74+28.39ab 20.60+3.36b 2.38+0.17ab
Fructificacion Diésel 26 24.60+14.15abc 11.98+1.69b 2.48+0.20ab 132.96+27.98ab 21+1.22b 2.53+0.19ab
Diésel 28 35.80+12.89a  11.19+1.29b 2.30+0.12bc 129.46+34.83ab 20+2.12b 2.43+0.29ab
Gasolinay diésel 20 23+15.70abc 11.66+1.48b 2.65+0.32a  163.70+36.02a 19.40+2.3b 2.32+1.25b
Testigo 26.8+14.72ab  10.57£0.59b 2.331£0.28bc 114.98+8.79b  24.20+2.68a 2.6+0.24ab

SD (&), LR: longitud de raiz, DT: diametro de tallo, AP: altura de planta, BS: biomasa seca, NF: nimero de frutos. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (LSD Fisher, a < 0.05).
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Calidad de frutos

En la calidad de los frutos de plantas de tomates se tuvieron diferencias significativas para
la mayoria de las variables excepto en pH en donde todos los tratamientos fueron similares
al testigo (Tabla 5). El tratamiento de gasolina a 80 mg L™ aument6 los sélidos solubles
totales (SST) en un 10.34% mas que el testigo. La conductividad eléctrica (CE) se vio
disminuida en un 23.88% en el tratamiento de diésel a 26 mg L™, mientras que con el
tratamiento de gasolina a 90 mg L™ disminuy6 18.65% comparado con el testigo. La
acidez titulable (AT) también se vio disminuida con el tratamiento de diésel a 26 mg L™
con un 33.33% menos que el testigo y siendo el mas bajo de todos los tratamientos,
seguido del tratamiento de gasolina a 80 mg L™ con un 21.21% de disminucion.
Resultados obtenidos por Odukoya et al., (2018), describen que los frutos de tomate que
crecieron en presencia de hidrocarburos no tuvieron un efecto significativo sobre el color
de los frutos, tampoco afectaron la concentracion de azlcares (azucar total, fructosa,
glucosa y sacarosa), estos parametros estan relacionados con los solidos solubles totales
(SST) y los niveles de licopeno. Las plantas pueden llevar a una regulacion ascendente
de las enzimas de movilizacion de sacarosa y la respiracion de los frutos de tomate
produciendo aumentos en los SST (Baxter et al., 2005), esto se vio reflejado con el
tratamiento de gasolina a 80 mg L, que como factor abiético pudo inducir al aumentd de
los SST de los frutos. Pero también se registré una disminucion de AT y SST en los frutos
con diésel a 26 mg L2, al respecto Martel et al., (2017) reportaron resultados en la calidad
de frutos con tratamientos de gasolina a 30 y diésel a 15 mg L donde aument6 la CE,
mientras que con la gasolina a 15 mg L la disminuyd, los SST disminuyeron con la

gasolinaa 30 mg L™

Licopeno

En la variable licopeno todos los tratamientos obtuvieron valores superiores al testigo, el
tratamiento de diésel a 26 mg L-1 obtuvo la mayor concentracién de este metabolito
aumentando un 58.88% mas que el testigo, seguido del tratamiento de diésel a 28 mg L-1
y del tratamiento de diésel y gasolinaa 20 mg L-1 con un 39.59 y 38.46% respectivamente.
El licopeno es el pigmento carotenoide responsable del color rojo de los tomates que se

produce en mayor concentracion cuando hay tensiones ambientales, actuando como
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neutralizador de radicales libres generado por el estrés abidtico (Ronen et al., 1999). Los
hidrocarburos son contaminantes que causan estrés abiotico en las plantas (Ramanarao et
al., 2012). Las concentraciones de diésel aumentaron considerablemente el contenido de
licopeno en los frutos, al respecto la literatura menciona que las tensiones abioticas, que
incluyen contaminantes ambientales (como los derivados del petrdleo) (Zhang et al.,
2007) desempefian un papel importante en la determinacion del valor/calidad nutricional
de las frutas y verduras, como respuesta a estos factores externos (Odukoya et al., 2019).
Los derivados de petréleo como contaminantes ambientales generaron estrés en las plantas
de tomate estimulando a la produccion de licopeno, este resultado se pudo observar en
mayor concentracion en los tratamientos de diésel al aumentar significativamente este

metabolito en los frutos.

Tabla 5. Calidad de los frutos de plantas de tomate.

Tratamientos SST pH C.E AT Licopeno
(% acido

(mg L™ (°Brix) (mS cm™) citrico) (g kg* PS)
Gasolina 80 4.64+0.51a 4.69+0.08ab  2.50+0.37abc 0.26+0.06bc  0.9940.15bc
Gasolina 90 4.48+0.46ab 4.77+0.11a 2.04+0.33c 0.31+0.06ab  1.10+0.48bc
Diésel 26 4.08+0.22c  4.73+0.07a 2.18+0.37bc  0.22+0.04c 1.67+0.40a
Diésel 28 4.44+0.16abc 4.56+0.11bc  2.52+0.27ab  0.29+0.02ab  1.19+0.31b
Gasolinay diésel 20 4.32+0.22abc 4.54+0.17c 2.374+0.30abc  0.28+0.02abc 1.17+0.23b
Testigo 4.16£0.19bc  4.64+0.13abc 2.68+0.49a 0.33+0.03a 0.72+0.29¢

SD (%), SST: solidos solubles totales, pH: potencial de hidrégeno, CE: conductividad eléctrica, AT: acidez
titulable y PS: peso seco. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (LSD
Fisher, a <0.05).

Capacidad antioxidante

En el analisis de la capacidad antioxidante por DPPH medido en hojas (etapa de floracion
y fructificacidn) y frutos de tomate se pueden notar diferencias significativas en las hojas
de las dos etapas, mientras que en los frutos, los diferentes tratamientos no modificaron la
capacidad antioxidante al ser significativamente iguales con respecto al testigo (Tabla 6).
En las hojas en etapa de floracion, el tratamiento de gasolina en sus dos concentraciones
(80 y 90 mg L™) mostraron mayor capacidad antioxidante con un 71.46 y 67.60 %

respectivamente, seguido del tratamiento de diésel a 26 mg L™ con un aumento del 60.66
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%. Mientras que, en hojas de la etapa de fructificacion, los tratamientos de diesel fueron
los que presentaron mayor capacidad antioxidante, el tratamiento de diésel a 26 mg L™
presentd un 10.55% mas que el testigo mientras que en concentracion de 28 mg L fue de
11.65%.

Los antioxidantes hidrofilicos estan involucrados en el sistema de defensa contra el estrés
oxidativo (EI-Baky et al., 2009). El &cido ascorbico (AA) y el glutation reducido (GSH)
son antioxidantes no enzimaticos de mayor abundancia y con alto poder reductor de las
especies reactivas del oxigeno (ROS) en las células vegetales (Blokhina et al., 2000). La
contaminacién por combustibles diésel y gasolina modificaron la capacidad antioxidante
en las plantas, la gasolina en sus dos concentraciones y el diésel a 26 mg L-1 aumento
significativamente la capacidad antioxidante, esto se traduce como una reduccion de los
radicales libres por los antioxidantes presentes en los tejidos de la planta. Pawlak-Sprada
etal., (2011) mencionan que los productos derivados del petroleo, y sobre todo los metales
pesados que contienen, también pueden causar estreés oxidativo en las plantas como
resultado de una produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) y una falta
de neutralizacion respectiva. La capacidad antioxidante en las hojas de la etapa de
fructificacion se vio con mayor aumento con los tratamientos de diésel (26 y 28 mg L™?).
En estudios realizados por Rusin et al., (2018) encontraron que las plantas de Vicia faba
que crecen en suelos contaminados con combustible diésel se caracterizaron por una
menor actividad de antioxidantes. Esta variable también la podemos relacionar con la
muerte de las plantas con diésel a 28 mg L™ y con la gasolina a 90 mg L.

Los tomates contienen diferentes clases de sustancias con propiedades antioxidantes como
carotenoides, vitamina C, fendlicos y tocoferoles (Lenucci et al., 2006). La capacidad
antioxidante hidrofilica de los frutos se atribuye mayormente a biomoleculas como la
vitamina C, flavonoides totales y fenolicos hidrofilicos (Gomez et al., 2001). Las
aplicaciones de la gasolina y diésel a 20 mg L no modificaron la capacidad antioxidante
en las hojas y frutos, esto pudo haber sido a que la actividad de los sistemas de defensa
antioxidantes, pueden estar involucrada en la resistencia de las plantas a muchos tipos de
estrés (Tofifio et al., 2017). Las plantas tienen un mecanismo que determina el grado de
tolerancia a un contaminante activando una red de defensa antioxidante que elimina el
exceso de ROS (Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, 2012). Las ROS pudieron haber
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afectado el balance antioxidante de las plantas y provocar su muerte con los hidrocarburos

de mayor concentracion.

Tabla 6. Capacidad antioxidante en hojas (etapa de floracion y fructificacion) y frutos
de plantas de tomate.

-1
Tratamientos DPPH TEAC (mM g~ PS)

mg L* i
ot Etapa de ol Etapa de Frutos
floracién fructificacion
Gasolina 80 4.03+0.05a 1.24+0.37b 4.42+0.02a
Gasolina 90 3.55+0.85a 1.44+0.11ab 4.35+0.01bc
Diésel 26 2.88+0.68b 1.61+0.22a 4.33+0.06c
Diésel 28 1.69+0.42c 1.63+0.09a 4.40+0.010a
Gasolina y diésel 1.30+0.13c 1.60+0.32ab 4.39+0.03ab
Testigo 1.15+0.20c 1.44+0.363b 4.37+0.04abc

SD (%), DPPH: 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl, TEAC: actividad antioxidante equivalente a trolox. Las
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (LSD Fisher, o < 0.05).

Minerales

En el analisis de concentracion de minerales en hojas (etapa de floracion y fructificacion)
y frutos en plantas de tomate se obtuvieron resultados significativos con la aplicacion de
los diferentes tratamientos (Tabla 7, 8 y 9).

Hojas de la etapa de floracion. En la tabla 7 se muestran los resultados del contenido
mineral en hojas de tomate en la etapa de floracion, en donde se observan que los
tratamientos de gasolina a 80 y 90 mg L y la combinacion de gasolina y diésel a 20 mg
L? no modificaron el contenido mineral comparado con el testigo siendo estos
significativamente iguales, mientras que con los tratamientos de diésel de 26 y 28 mg L
si se mostraron diferencias significancias. El tratamiento de diésel a 26 mg L™ modifico
el contenido de Ca, K, Cuy Fe, aumentando las concentraciones de Ca en un 14.73 %, Cu
en 7.40 % y Fe un 21.47 %, mientras que K disminuyo un 12.37 % respecto al testigo. El
tratamiento de diésel a 28 mg L™ aumentd un 16.56 % de Ny un 2.57 % el Mg comparado

con el testigo.
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Hojas en la etapa de fructificacion. En esta etapa, los tratamientos de diésela 26 mg Ly
de gasolina y diésel a 20 mg L™ no modificaron el contenido de los minerales en las hojas
de las plantas siendo significativamente iguales al testigo, mientras que la gasolina a 80
mg L disminuyd la concentracion de Mn y Mo en un 28.85% para cada elemento, el
tratamiento de gasolina a 90 mg L™ aumentd la concentracion de Na en un 26.66%, en el
caso de Mny Mo disminuy6 en un 29.75% respectivamente. El tratamiento de diésel a 28
mg L disminuyd el contenido de N en un 22.05 % en comparacion con el testigo (Tabla
8).

Frutos. El contenido mineral en frutos fue similar al testigo en los tratamientos de gasolina
a80 mg L?, diésel a 26 y 28 mg L* (Tabla 9). En el tratamiento de gasolina a 90 mg L™
se obtuvo un cambio significativo para Se con una disminucion en su concentracion en un
47.41% comparado con el testigo, mientras que para el tratamiento de gasolina y diésel a
20 mg L™ solo presenté cambio el Cu, encontrandose en mayor concentracion con 26.77%
mas que el testigo.

El petrdleo crudo y sus derivados consisten principalmente en carbono, hidrogeno, azufre,
nitrégeno y oxigeno, sin embargo, la contaminacion con estos productos puede causar una
disminucidn en los niveles de nitrégeno y fosforo en el suelo ya que estos elementos son
usados en el proceso de biodegradacion natural de los xenobidticos (Okonokhua et al.,
2007).

Estos contaminantes también causan un decremento en el pH, asociado con una mayor
produccién de acidos organicos como resultado del metabolismo microbiano del suelo
(Osuji y Nwoye, 2007).

En estudios realizados por Rusin et al., (2017) encontraron que las aplicaciones del
combustible diésel resultaron en una disminucion significativa en el contenido de Ky N
en las hojas, por otro lado, indujeron un aumento en el contenido de Mg en las hojas y
brotes de las plantas de frijol. En analisis de hojas de las dos etapas (floracion y
fructificacion) presentaron cambios en el contenido mineral con el diesel, las
concentraciones de a 28 mg L™ aumenté el Mg y N de las hojas en la etapa de floracion,
mientras que en la etapa de fructificacion la concentracion de N se vio disminuido, el
diésel a 26 mg L aumentd el contenido de Ca, Cu y Fe en las hojas de la etapa de

floracion, mientras que K disminuyo. Al respecto Redondo-Gomez et al., (2014),
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encontraron que al aplicar diésel a Spartina argentinensis no afecto el estado nutricional,
por el contrario, favorecid la asimilacion de nutrimentos. Por otra parte, estudios
realizados en plantas de lechugas y camotes que fueron expuestos a diferentes rangos de
concentracion de diésel no mostraron variacion en la absorcion de nutrientes minerales
(Fatokun y Zharare, 2015).

En estudios de contaminacion del suelo con derivados del petrdleo se demostré que reduce
la capacidad de intercambio de Ca, Mg, y K mientras que también disminuye la
disponibilidad de estos macronutrientes, estos contaminantes aumentan la densidad del
suelo, lo que hace que los poros del suelo se obstruyan y, en consecuencia, alteran las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo y perturban la absorcion de agua y
nutrientes por las plantas (Agbogidi et al., 2007; Wyszkowski y Ziolkowska 2008). En
plantas de trigo de invierno, la presencia de combustibles como la gasolina en el suelo,
provoco una disminucion en los niveles de Mg y un aumento en los niveles de Ca en las
partes aéreas de la planta (Rusin et al., 2018). Con los tratamientos de gasolina (80 y 90
mg L) se observo una disminucion del Mn y Mo, mientras que concentracion de 90 mg
L? en la etapa de floracion, aumento el contenido de Na. En estudios similares reportan
cambios en el contenido mineral con la contaminacion de gasolina, conduciendo a un
nivel elevado de nitrogeno en las hojas y brotes de frijol ancho, pero también redujo el
nivel de Ca en estos organos (Rusin et al., 2017). Martel-Valles et al., (2014 y 2017)
reportan que las concentraciones de hidrocarburos presentes en el agua de riego causaron
un desbalance nutricional provocando una disminucion en la concentracion de los
minerales N, P, K, Mg, pero cuando se encontraban en bajas concentraciones estimulé a
la absorcion y translocacion de nutrientes en el fruto de las plantas de tomate.

Algunos autores también han demostrado que los productos derivados del petrdleo
provocan un aumento de los niveles de algunos metales pesados en el suelo como el Cd,
Pb, Cu y Mn y que podrian ser absorbidos por las plantas (Okonokhua et al., 2007;
Ujowundu et al., 2011; Wyszkowski y Sivitskaya, 2012) en nuestro estudio el Cu estuvo
presente en los frutos, pero en bajas concentraciones por lo que no generd un impacto
negativo en el desarrollo de la planta, y las concentraciones no superan el limite de

toxicidad.
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Aparte de los macro y micronutrientes esenciales en las plantas se analizaron el Siy €l Se,
ya desempefian papeles en conferir tolerancia al estrés oxidativo al mejorar el sistema de
defensa antioxidante en las plantas (Hasanuzzaman et al., 2014). Especialmente para
aquellos en ambientes estresados por metales pesados (Wu et al., 2017). La disponibilidad
del Se en los frutos se vio afectado con el tratamiento de gasolina a 90 mg L™, mientras
que en las hojas los tratamientos no afectaron la contraccion de Se y Si. Obire y Nwabueta,
(2002) afirman que la presencia de productos derivados del petréleo modifica el contenido
mineral en los diferentes 6rganos de las plantas como hojas y frutos, debido a que afectan
la estructura quimica del suelo. Las plantas cultivadas muestran diversos grados de
susceptibilidad a la presencia de gasolina y diésel, el impacto resultante tiene relacién con
numerosos factores, tales como: tipo y dosis de sustancias aplicadas, propiedades del
suelo, humedad y pH del suelo, contenido de oxigeno y materia organica, fertilizacion
aplicada y especies de plantas (Wyszkowski y Ziotkowska 2009). Uno de los factores
importantes fue utilizacion de solucion nutritiva ya que ayudo a que la presencia de los
hidrocarburos no causaran efectos adversos de gran magnitud en el contenido de macro y

micronutrientes en las plantas de tomate.



Tabla 7. Minerales en hojas de plantas de tomate en etapa de floracién.

Tratamientos

Gasolina

Gasolina

Diésel

Diésel

Gasolina y diésel

Minerales 80 mg L™ 90 mg L 26 mg L 28 mg L 20 mg L™ Testigo
N (mg g* PS) 24.08+2.08c 29.67+2.19ab 27.20+6.28bc 33.32+2.90a 27.80+3.19bc 28.41+2.74bc
Ca(mgglPS) | 33.50+4.13ab  34.30+5.40ab 37.365.8% 35.00+3.94ab  36.84+2.33ab  31.5244.12b
K (mgglPS) | 38.75+4.43bc  41.92+7.46abc 36.67+3.43¢ 46.93+6.26a  41.85+6.05abc  44.92+3.42ab
Mg (mg gl PS)| 9.28+1.07b  10.06+1.36ab 10.06+0.75ab 10.48+0.60a  10.21+0.76ab  9.35:0.94b
Na (mg g PS) 0.80+0.18ab 0.92+0.88a 0.92+0.14a 0.76%0.036ab 0.67+0.085b 0.78+0.20ab
P(mgglPS) | 10.62¢2.33a  10.84+1.37a 11.34+1.71a 11.29+0.60a 12.52+0.78a 10.69+1.52a
S (mg g PS) 14.6+1.31a  15.85+2.47a 15.1+3.13a 16.83+1.92a 15.37+2.97a 15+3.04a
B (ug g1 PS) 109.22+83.55a 71.54+48.16a 112.92458.75a 72.90+22.12a 63.38+15.23a 61.03+24.64a
Cu (ug g1 PS) 1.46+0.18ab 1.58+0.10ab 1.62+0.37a 1.32+0.21b 1.50+0.17ab 1.30+0.30b
Fe (ug gt PS) 56.06+8.80b 55.02+7.33ab 68.08+15.22a 59.62+11.42ab 53.46+3.29b 50.42+9.70b
Mn (ug g1 PS) | 50.24+15.93a  55.42+17.79a 49.20+19.36a 43.22+8.66a 41.68+9.25a 41.08+2.37a
Mo (ug gt PS) | 50.24+15.93a  55.42+17.79a 49.20+19.36a 43.22+8.66a 41.68+9.25a 41.08+2.37a
Se (ug g* PS) 3.32+2.68a 3.14+1.56a 3.38+3.08a 3.98+3.60a 3.94+2.16a 2+0a
Si (ug gt PS) 74.30+9.14a 72.52+13.68a 67.42+8.04a 61.88+10.11a 62.84+6.48a 65.22+11.93a
Zn (ug g*PS) 11.18+2.53a 11.10+1.84a 14.08+3.15a 12.46+2.73a 13.72+3.03a 12.5+1.75a
Ni (ug g PS) < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a

SD (), PS: peso seco. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (LSD Fisher, a < 0.05).
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Tabla 8. Minerales en hojas de tomate en etapa de fructificacion.

Tratamientos

Minerales Gasolina 80 Gasolina 90 Diésel 26 Diésel 28 Gasolinay Testigo
mg L* mg L* mg L* mg L* diésel 20
mg L

N (mg g* PS) 26.24+2.18ab 26.53+4.03ab 23.94+1.15ab 22.16+8.20b 26.84+2.06ab 28.43+1.65a
Ca (mg g PS) 61.1+3.21b 66.82+3.63ab 78.55+7.86a 62.93+4.54b 76.64+5.02a 66.38+3.64ab
K (mg g* PS) 43.99+4.54a 39.21+3.67ab 34.35+1.43b 36.76+3.94ab 39.54+1.28ab 39.53+5.75ab
Mg (mg g PS) 7.40+0.83a 8.36+1.23a 7.74+0.74a 7.21+0.40a 9.51+1.20a 7.67+0.99a
Na (mg g PS) 0.65+0.04b 0.90+0.14a 0.62+0.03b 0.65+0.05b 0.79+0.08ab 0.66+0.10b
P (mg g* PS) 16.44+2.52a 17.21+2.36a 20.64+2.49a 17.68+1.64a 19.64+1.87a 17.61+2.08a
S (mg g* PS) 18.98+1.25ab 22.18+2.0ab 22.45+3.08ab 17.24+2.76b 22.88+1.23a 22.17+1.18ab
B (ug g PS) 50+0a 50+0a 50+0a 50.18+a 52.86+6.40a 50.02+0.04a
Cu (ug gt PS) 2.62+0.96a 2.34+0.82a 2.56+1.35a 2.62+0.92a 2.54+0.77a 3.02+1.71a
Fe (ug g* PS) 45.58+8.54a 47.58+16.82a  57.74+18.57a 61.94+7.77a 48.36+8.37a 48.18+6.88a
Mn (ug g1 PS) | 122.74426.21b 121.18+20.40b 189.84+66.36a  160.04+25.71ab  165.52+21.1lab  172.52+18.54a
Mo (ug gt PS) | 122.74426.21b 121.18+20.40b 189.84+66.36a  160.04+25.71ab  165.52+21.1lab  172.52+18.54a
Se (ug g* PS) 2+0a 2.54+1.21a 2.90+2.01a 3.86+0.10a 2.08+0.18a 2+0a
Si (ug gt PS) 85.80£26.97a  105.02+46.08a  102.80+38.19a 68.60+£6.94a 92.56+32.63a 76.28+25.71a
Zn (ug g* PS) 13.28+7.71a 19.36+£20.70a  20.28+21.53a 57.04+10.16a 12.80+4.31a 16.16+12.04a
Ni (ug g PS) < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a

SD (&), PS: peso seco. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (LSD Fisher, a < 0.05).



Tabla 9. Minerales en frutos de plantas de tomate.

Tratamientos

Gasolina 80 Gasolina 90 Diésel 26 Diésel 28 Gasolinay Testigo
mg L* mg L* mg L* mg L* diésel 20 mg L™

Minerales
N (mg g PS) 17.67#1.10b  18.45+1.53ab  20.22+2.43a  19.31+2.00ab  19.61+1.78ab  18.96+0.92ab
Ca(mg g PS) 2.83+0.31a 2.32+0.25a 2.49+0.30a 2.25+0.18a 2.45+0.39a 2.52+0.28a
K (mg g* PS) 31.78+1.67a 30.83+1.03a 33+1.09a 31.04+1.08a 31.1243.89a 35.0743.37a
Mg (mg g PS) 1.24+0.07a 1.36+0.09a 1.54+0.12a 1.34+0.11a 1.47+0.18a 1.5+0.18a
Na (mg g PS) 0.39+0.04a 0.29+0.03b 0.3240.02ab 0.35+0.02ab 0.31+0.01b 0.31+0.03ab
P (mg g? PS) 4.86+0.24a 5.06+0.26a 5.73+0.18a 5.09+0.19a 5.77+0.69a 5.37+0.45a
S (mg g*PS) 2.07+0.11a 2.19+0.08a 2.38+0.14a 2.22+0.12a 2.41+0.29a 2.27+0.17a
B (ug gt PS) 50+0a 50+0a 50+0a 50.18+a 52.86+6.40a 50.02+0.04a
Cu (ug g1 PS) 1.94+0.49bc 1.62+0.24c 2.18+0.21b 1.84+0.32c 2.54+0.27a 1.86+0.45bc
Fe (ug g PS) 39.64+10.44a 38.14+4.13ab 42.84+9.23a 27.6619.24b 32.20+8.99ab 36.96+5.51ab
Mn (ug gt PS) 9+1.65a 8.02+0.99a 9.48+2.04a 8.54+2 44a 8.60+2.35a 8.12+1.59a
Mo (ug g PS) 9+1.65a 8.02+0.99a 9.48+2.04a 8.54+2 . 44a 8.60+2.35a 8.12+1.59a
Se (ug g* PS) 3.22+1.59ab 2.24+0.53b 3.66+1.60ab 3.34+1.93ab 2.98+1.14ab 4.26x1.57a
Si (ug gt PS) 32.70+5.77a 28.54+2.75ab 27.18+1.70ab 23.60£5.36b 28+8.31ab 28.98+5.25ab
Zn (ug g PS) 11.92+3.02ab 11+1.66b 12+1.18ab 11.20£1.57b 14.32+3.34a 11.78+1.54ab
Ni (ug g PS) < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a < 2+0a

SD (&), PS: peso seco. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (LSD Fisher, a < 0.05).
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Analisis de expresion de genes

Calidad del ARN por electroforesis horizontal en un gel de agarosa. El analisis por
electroforesis de las muestras mostro que el ARN presentd buena calidad en la mayoria
de las muestras de cada tratamiento. Las bandas intensas que estan presentes en la parte
superior corresponden a las subunidades de ARN ribosomal y su presencia es signo de un
ARN no degradado, mientras que las bandas indefinidas, denotan degradacién parcial del
ARN (Diaz-Alonso et al., 2013). Por lo que el ARN extraido fue considerado viable para

la sintesis de cDNA 'y la cuantificacion de los genes (Figura 9).

(a)! - (b)

| - ! |

(e) - - (D
e —————

Figura 9. Calidad del ARN mediante electroforesis desnaturalizante en hojas de tomate.
Gasolina 80 mg L™ (a), gasolina 90 mg L (b), diésel 26 mg L (c), diésel 28 mg L (d),
gasolina y diésel 20 mg L™ (e) y testigo (f).
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El estudio de la cuantificacion de la expresion de los genes antioxidantes (CAT, GPX 'y
CAT) en tejidos de hojas de tomate se llevo a cabo a los 30 DDT y 15 dias después de la
aplicacion de los tratamientos.

Expresion del gen CAT
El gen CAT (Figura 2) se vio sobreexpresado mayormente en las plantas con la aplicacion
del tratamiento de diésel a 26 mg L™ con 3 veces mas que el testigo, el tratamiento de
gasolinaa 80 mg L™ y gasolina y diésel a 20 mg L! tuvieron una ligera sobreexpresion de
este gen con 0.40 y 0.37 veces mas respectivamente, mientras que los tratamientos de
gasolinaa 90 mg L™ y diésel a 28 mg L™ reprimieron su expresion con 0.41 y 0.37 veces

respectivamente, comparados con el testigo.

Expresion del gen SOD
Para el gen SOD (Figura 3) también se obtuvo los resultados mas altos con tratamiento
diésel a 26 mg L™ sobreexpresando el gen 9.802 veces mas que el testigo, seguido del
tratamiento de gasolina a 80 mg L que tuvo una ligera sobreexpresion de 1.9 veces mas
que el testigo, los tratamientos gasolinaa 90 mg L?, diésel con 28 mg L y la combinacion
de gasolina y diésel a 20 mg L reprimieron este gen con 0.01 y 0.30 respectivamente

comparado con el testigo.

Expresion del gen GPX

El gen GPX (Figura 4) mostro una sobreexpresion de 895 veces mas con respecto al testigo
con la aplicacion de diésel a 26 mg L™ seguido del tratamiento de gasolina a 80 mg L™
con 130 veces mas, gasolina a 90 mg L con 3.5 veces mas que el testigo y la combinacion
de gasolina y diésel a 20 mg L™ mostrd resultados similares que el testigo.

Se sabe que las ROS influyen en la expresidn de varios genes y contribuyen a muchos
procesos en las respuestas de estrés abidtico. Las enzimas SOD, CAT y GPX juegan un
papel importante en mantener las células sanas bajo estrés ambiental al eliminar los
radicales libres (Gill y tuteja, 2010). En reportes sobre estudios de plantas de tomate bajo
estrés por salinidad se reporta una disminucion de la expresion de los genes SOD y GPX
(Alharby et al., 2016).
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Bayoumi et al., (2008), indicaron que las plantas sensibles expuestas a condiciones de
estrés abidtico exhiben con frecuencia un conjunto caracteristico de respuestas celulares
y metabolicas que incluyen una disminucién o un aumento en la sintesis de proteinas.
Las ROS vy el estrés oxidativo juegan un papel importante en la respuesta a los
hidrocarburos. En estudios realizados por Liu et al., (2014) plantearon una hipotesis de
que la respuesta protedmica en Arabidopsis thaliana con fenantreno, un modelo de
HAP, incluiria una fuerte firma de estrés oxidativo y proporcionaria pistas a posibles
moléculas de sefializacion involucradas, dando como resultados la identificacion de 30
niveles de proteinas que se alteraron significativamente, incluidas catalasas (CAT),
ascorbato peroxidasa (APX), peroxiredoxinas (POD), glutation-S-transferasa y glutation
reductasa.

Liu et al., (2009) observaron cambios en las actividades de las enzimas antioxidantes de
una manera dependiente de la dosis, y también detectaron cambios rapidos en los niveles
de ARNmM de catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) después del tratamiento con
fenantreno. También se observaron aumentos en el malondialdehido (MDA) que indica la
oxidacion de los lipidos.

La contaminacion de aceite lubricante en las plantulas de Bruguiera gymnorrhiza presentd
un estrés de oxidacion reflejado por los aumentos en la actividad de una enzima
antioxidante (SOD) y el contenido de radicales libres y MDA (Zhang et al., 2007).

En otros estudios las actividades de las enzimas antioxidantes, incluidas la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX), mostraron una
tendencia decreciente con el aumento de la concentracion del fenantreno (PHE). Los
resultados indicaron que el PHE podria ejercer dafios oxidativos en la etapa temprana de
desarrollo del trigo y la nocividad se produjo principalmente en muestras con

concentraciones mas altas de PHE (Wei et al., 2014).
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CONCLUSIONES

La contaminacion por hidrocarburos causo efectos significativos en las plantas de tomate
al disminuir la produccién de los frutos con la mayoria de los tratamientos pero no el peso
ni la calidad de estos

El contenido mineral de las plantas se vio modificado con la mayoria de los tratamientos,
pero sin afectar gravemente su estado nutricional.

Las concentraciones mas altas diésel y la gasolina a 28 y 90 mg L™ respectivamente,
causaron la muerte del 6.25 y 12.5 % las plantas en sus primeras etapas de desarrollo,
mientras que la combinacion de ambos combustibles (gasolina y diésel a 20 mg L) no
gener0 grandes cambios comportandose de manera similar al testigo en la mayoria de las
variables evaluadas.

Las plantas donde se aplicaron las concentraciones mas bajas (diésel a 26 y gasolina a 80
mg L) muestran rasgos de tolerancia al estrés al aumentar la capacidad antioxidante en
las hojas, estimular de produccion de licopeno en los frutos y sobreexpresar los genes de
enzimas antioxidantes que ayudan a neutralizar a los radicales libres generados por el
estrés abidtico que causan los hidrocarburos.

Las dosis de hidrocarburos utilizadas en este trabajo (por arriba de la NOM-143) permiten
tener una referencia de los efectos que estos producen al encontrarse en el agua y la

posibilidad de utilizarse para uso agricola.
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