Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo

Facultad de Quimico Farmacobiologia

Tesis

Biorremediacion de un suelo contaminado con gasolina 10,000 ppm por
bioestimulacion con extracto fungico crudo, lombricomposta y

Fitorremediacion con Zea mays L y Azotobacter vinelandii.

Presenta:

Gabriela Benitez Rocha

Para obtener el titulo de:

Quimica Farmacobiologa

Asesor:
Doctor en ciencias, especialidad en Microbiologia

Juan Manuel Sanchez-Yéariez

Morelia, Michoacéan Diciembre 2014



Dedicatoria:

A Dios.

Por ser mi razon de ser y de vivir; por regalarme esta hermosa afiadidura que me llena de gran

satisfaccion, y sobre todo de reconocimiento a El por darme esta bendicion.
A mis Padres.

Misael Benitez Arroyo y Paula Rocha Rojas. Por su valioso ejemplo pues me han ensefiado
no solo amar a Dios, sino lo que Soy y lo que tengo, sin sus consejos, sus oraciones, su amor, y
comprension, este suefio que ha sido el de ellos también por estos 5 afios no hubiera sido

posible.
A mis hermanos.

Joel, Pedro, Gerson, Mara y Valeria. Por toda una vida compartida de peleas, risas, llanto,
diversion, aventuras, por ser un apoyo incondicional en este suefio, porque cualquier momento

a su lado lo hacen el mejor de todos.
A mis Abuelos

Pedro Benitez, Justina Arroyo y Belem Rojas. Por ser mi ejemplo, motivacién y admiracion.
A mis Rocha’s:

Johana, Elizabeth, Liz, Dana, Endy, Mario, Victor, Kevin. Por ensefiarme a valorar todo lo que
tengo, por estar siempre para mi sin importar hora, dia 0 momento, por ensefiarme que en

familia todo es mejor.
A mis Benitez:

Febe, Esther, Any, Indira, Josué, Jonathan, Betuel, Yinh, Nati, Gustavo, Rubén, y Junior. Por el
amor, carifio y apoyo que me han brindado para lograr este suefio, por llenar mis dias de alegria

y enseflarme que juntos se pude todo.



A mis ninos:

Gael, Dan, Zahir, Jesse, Diana, Jhara, Genda, Ariel, Gabriel, Jaziel, Neptali, Iris, Jasiel. Por ser

una motivacion esencial en mi vida, por hacer mas divertidos y alegres mis dias
A la IDD Morelia

FJC, Hnos. Encarnacion, Manuel, Mauricio, Miguel .Hnas. Edith, Erika, Irma, Celina, Rosa.
Por ser una familia que ha hecho mi estancia en esta ciudad mas llevadera, por su apoyo, carifio

y amor incondicional
A mis amigos y hnos.:

Ciao, Julio, Jeremy, Pepe, Leo, David, Job, Sergio, Abiel, Alejandra, Sari, Gaby, Nancy, Liz,
Sara, Abi, Eli, Fanny, Bere, Elda. Por haber marcado en su tiempo un instante de mi vida,
haciendo mas ligero este camino, con un abrazo, una sonrisa, una palabra, una aventura;

brindandome, amistad, carifio y apoyo sincero para no desmayar y continuar hasta el final.
A mis amigos de la Facultad:

J. Alberto, Ale, Any, Karla, Keren, Edith, Azucena. Por haber hecho este viaje mas entrafiable,

lleno de aventuras, risas, estrés, estudio y trabajo
A mis amigos del Laboratorio de Microbiologias Ambiental:

Vanesa, Pedro, Martha, Yatziri, Anabell, Angel, Samantha, Jenifer, Karla, Gladys, Yunuen,
Celeste, Eduardo, Ivan, Carlos, Ulises, Eliseo. Por la familia y amistad que cultivamos, por ser
excelentes comparfieros de trabajo, y complices de todo, mi estancia en el LMA no hubiese sido
Ilevadera sin ustedes.

A mi asesor de tesis

Dr. Juan Manuel Sanchez-Yafez. Por su paciencia y tiempo dedicado a esta investigacion, por

el conocimiento transmitido a mi persona para mi formacion profesional.

Con Carifio sincero

Gabriela Benitez Rocha



Agradecimientos

Al proyecto 2.7 (2014) de la Coordinacion de Investigacion Cientifica de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Al laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de

la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
Al Dr. Juan Manuel Sanchez Yafiez por dirigir este trabajo, por su entera disposicion y tiempo.

A los integrantes del Comité Tutorial: 1.Q. José Guadalupe Ricardo Martinez Molina, M.C.
Diana Cecilia Maya Cortés, M.F.B. Sara Eliet Urrutia Hernandez, Q.F.B. Elvira Ramos L6pez

y Q.F.B. Joseé de JesUs Villagdmez Rangel por el tiempo dedicado a la revision de este trabajo.



RECONOCIMIENTO

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Coordinacion de la Investigacién Cientifica
Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas
Laboratorio de Microbiologia Ambiental

Esta investigacion fue financiada por el proyecto 2.7 (2014) de la Coordinacién
de la Investigacién Cientifica perteneciente a la Universidad Michoacana de
San Nicolds de Hidalgo, en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental del
Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, bajo la direccion del D.C. Juan

Manuel Sanchez-Yanez.



Consejo Estatal de Ciencia, Tecnolo
e Innovacion de. M'ca. %y

“Tesis apoyada por el Consejo Estatal de Ciencia, Tecnologia e innovacion del Estado de

Michoacan” con folio: 1058

Vi



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

AP
ABDGAS
AHDGAS
BaP
BPCV
BS
BR
CN
CR
DDS
EFC
FR
HC
HML
HTP
HPA
LiP
LC

LR
GAS
MnP
MI

PFA

ACRONIMOS

Altura de la planta

Agar para bacterias degradadoras de gasolina
Agar para hongos degradadores de gasolina
Benzo (a) pireno

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal
Bioestimulacién

Biorremediacion

Control negativo

Control relativo

Dias después de la siembra

Extracto flngico crudo

Fitorremediacion

Hidrocarburos

Hongos mitospéricos ligninoliticos
Hidrocarburos totales del petréleo
Hidrocarburos policiclicos aromaticos
Lignino peroxidasa

Lombricomposta

Longitud radicular

Gasolina

Manganeso peroxidasa

Mineralizacion

Peso fresco aéreo

Vi



24
25
26
27
28
29
30

31

PFAT
PFR
PFRT
PSA
PSAT
PSR
PSRT

SM

Peso fresco aéreo total
Peso fresco radical
Peso fresco radical total
Peso seco aéreo

Peso seco aéreo total
Peso seco radical

Peso seco radical total

Soluciéon mineral

viii



RESUMEN

La Gasolina (GAS) es una mezcla de hidrocarburos (HC) alifaticos y arométicos, en suelo
afecta su fertilidad. Una solucion es biorremediacion (BR) via bioestimulacion (BS) con
extracto fangico crudo (EFC) con enzimas que rompen aromaticos y lombricomposta (LC) que
enriquece con minerales, para reducir la concentracion de la GAS y concluir con
fitorremediacién (FR) con Zea mays L, potenciada con Azotobacter vinelandii degradador de
HC. Los objetivos de esta investigacion fueron: a) biorremediacién de un suelo contaminado
con GAS a 10,000 ppm con EFC y LC, b) fitorremediacion para la eliminacién de GAS
remanente con Z. mays/A. vinelandii. Con las variables respuestas: germinacion en (%);
fenotipia: altura planta/longitud de raiz y biomasa: peso fresco y seco total aéreo/radical
(PFAT/PFAT y PSAT/PSRT) a plantula, floracion, y aislamiento y cuantificacion de bacterias
degradadoras de GAS. Los datos experimentales fueron analizados por Tukey. Los resultados
mostraron que la BS de suelo con 10, 000 ppm de GAS por LC a 60,000 ppm redujo la GAS,
pues la FR del suelo para la GAS remanente con Z. mays/A.vinelandii mostro un 40.81g de
PFAT, un 19.22g de PFRT, un 5.79 de PSAT y un PSRT y 2.59g valores estadisticamente
significativos comparado con Z. mayz en suelo sin contaminar con GAS, con un PFAT de
39.25g, PFRT de 18.73g, PSAT 4.44g y PSRT 2.07g. lo anterior indica que la BR de suelo
contaminado con GAS por BS con LC a 60,000 ppm en continuacion de su FR del mismo
suelo para eliminar la GAS remanente con Z. mays /A.vineladii es una estrategia conveniente

para su biorestauracion.

Palabras Clave: mineralizacion, mezcla hidrocarburos, efecto rizosfera.



ABSTRACT

Gasoline (GAS) is a mixture of aliphatic and aromatic hydrocarbons (HC), polluting soil
affects its fertility. An alternative solution is bioremediation (BR) by biostimulation (BS)
applying to soil crude fungal extract (CFE) which contents aromatics hydrolytic enzymes and
vermicompost (VC) enriching with minerals to reduce the concentration of GAS and
completing the cleaning processing by phytoremediation (PR) sowing Zea mays inoculated
with Azotobacter vinelandii capable to degrade HC from GAS. The objectives for this research
were: a) bioremediation of contaminated soil by GAS at 10,000 ppm to apply CFE and VC,
and b) phytoremediation for eliminating GAS remaining GAS by sowing Z. mays/A. vinelandii.
The variable responses of this trial were: germination per cent (%); phenotype: plant’s height/
root length and biomass: fresh and dry aerial/radical total weight (FATW/DATW and
FRTW/DRTW) at seedling, flowering stage’s plant, and density of GAS degrading bacteria.
Experimental data were analyzed by Tukey test. Results showed that soil polluted by 10,000
ppm GAS applying CFE/ VC at 60,000 ppm reduced GAS concentration, then FR used for
remaining GAS by sowing Z. mays/A. vinelandii showed 40.81 g of FATW, 19.22 g of FRTW,
5.79 DATW and 259 g DRTW those values were statistically significant compared to
uninoculated Z. mays sowing in uncontaminated soil with 39.25g FATW, 18,73g FRTW,
4.44g DATW and 2.07g DRTW. These results indicates that BR of contaminated soil GAS
applying BS by VC following by sowing Z. mays/ A. vinelandii were convenient strategy for

its biorestoration.

Key words: mineralization, hydrocarbon mixture, rhizosphere effect
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1. Introduccién

Los derrames de hidrocarburos (HC) como la gasolina (GAS) constituyen una de las
principales fuentes de contaminacién, afecta negativamente los suelos, aguas superficiales y
subterraneas, flora y fauna silvestre (IMT, 2004). La creciente contaminacion del suelo por HC
de la GAS es un problema econdmico ambiental a nivel mundial (Rahman et al., 2003; citado
por Vallejo et al., 2005), este es mayor por derrames accidentales de GAS, asi como por
maquinaria industrial y agricola, que usan la GAS como combustible, pero que después de su
uso no recibe una disposicién adecuada a pesar de lo establecido por la Ley General de

Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA, 2001).

La GAS es un combustible constituido por una mezcla de HC alifaticos y aromaticos, se
obtiene por destilacion del petréleo crudo. Los derrames accidentales de la GAS son
altamente riesgosos en todos los casos, debido a que no siempre es posible controlarlos
inmediatamente y a que representan un elevado potencial destructivo para el medio ambiente.
Cuando la GAS se derrama en suelo, afecta su fertilidad, impide el intercambio gaseoso, y

altera los ciclos biogeoquimicos que sustentan la vida (Pardo et al., 2004).

En México la contaminacién con GAS es un problema en incremento, en Puebla en 2005,
ocurrié un derrame de mas de 10 mil litros de GAS de un ducto de PEMEX, que afecto la vida
de comunidades y genero un dafio ambiental de dificil correccion. En Michoacéan, en 2012,
Personal de Mantenimiento Salamanca de PEMEX refinacion, reporté un incendio y derrame
de GAS PEMEX Magna derivado de una toma clandestina (PEMEX, 2012). En los Estados de
México, Veracruz y Tabasco también han tenido el problema de derrames de GAS en suelo en

mas de una ocasion, es por ello que urge una accion correctiva y su recuperacion.



Para descontaminar un suelo impactado por HC es necesaria la aplicacion secuencial de
métodos fisicos, quimicos y bioldgicos.

1) Fisicos: lavado de suelo y remocién mecanica para eliminar el excedente de HC (Séanchez-
Yéfiez, 2008).

2) Quimicos: son aplicados una vez eliminado el exceso de HC (métodos fisicos), tales como la
hidrolisis, precipitacion, y reacciones de 6xido-reduccion (Delgadillo-Lopez et al., 2011)

3) Biologicos: se aplican una vez eliminado por completo el exceso de HC, pues son la
estrategia de biorrestauracion final de un suelo contaminado, la cual aprovecha la capacidad
metabdlica de la microbiota para mineralizar los HC (Séanchez-Yéfez, 2008)

En los dltimos afios se aplican tecnologias basadas en el empleo de organismos vivos para
descontaminar el ambiente, métodos bioldgicos como la biorremediacion (BR) son la estrategia
de restauracion final de un suelo contaminado cuando la concentracion de GAS fluctda de leve
a moderada, con valores de 1 al 3.5% (Asquith et al., 2012). Algunas formas de BR como
bioestimulacion (BS) de suelo impactado con GAS consiste en incorporar nutrientes esenciales
a base de minerales como el nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K), para inducir la actividad
de la microbiota nativa de ese suelo a la mineralizacion (MI) de los HC de la GAS (Vidali,
2001) al respecto Vallejo et al., (2005), realizaron la BS de un suelo contaminado con 20,000
mg de hidrocarburos totales de petréleo/Kg de peso seco de suelo durante un periodo de 125
dias con nutrientes (N y P) en forma de sales inorganicas simples y un fertilizante inorganico
compuesto y lo compararon con la respuesta de MI de un suelo contaminado sin BS (control),
los resultados mostraron que la BS elimino un 41% de los HTP y en el suelo control un 39%.
Fernandez et al., (2008) rehabilitaron un suelo contaminado por HC de petréleo crudo al 10%

mediante BR via BS con una solucion mineral (SM) y surfactante. El resultado mostré que la



BR elimind un 61% de esos HC, comparado con el suelo control no BS donde hubo nula

eliminacion.

La fitorremediacion (FR) es una variacion de las técnicas de BR (Hernandez-Valencia y Mager
2003), se sustenta en el uso de plantas y los microorganismos asociados a sus sistemas
radicales (Torres y Zuluaga, 2009), dirigida a limpiar suelos contaminados con HC como la
GAS (Maldonado-Chévez et al., 2010). Se ha evaluado el efecto de ciertas plantas y la
asociacion rizosférica en la degradacién de hidrocarburos del petréleo, al respecto Hernandez-
Valencia y Mager (2003) reportaron la FR de un suelo contaminado con crudo ligero al 3%,
con Panicum maximum L, que lo redujo al 63%, mientras que Brachiaria brizantha L en un
55%. Ferrera-Cerrato et al., 2006, biorestauraron mediante FR un suelo contaminado con
combustéleo al 5% con Phaseolus coccineus al que eliminaron en la rizésfera de ambas plantas

en 90 dias.

La BR y FR de un suelo contaminado con GAS, son estrategias que se han estudiado de forma
independiente, sin embargo de acuerdo con lo reportado en la literatura cada una requiere un
tiempo prolongado para eliminar la GAS a un nivel igual o inferior a los limites permisibles
por la NOM-EM-138-ECOL-2002. La presente investigacion propone una alternativa de
biorrestauracion para acelerar la mineralizacion de la GAS en el suelo, con la interaccion de
ambas estrategias: BR por BS con extracto fungico crudo (EFC) para la eliminacion de los
Hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) recalcitrantes de la GAS, una opcion para su
hidrolisis parcial son la aplicacion de enzimas extracelulares de hongos mitosporicos
ligninoliticos (HML), como Penicillum chrysogenum., Aspergillus tubingensis, A.fumigatus y
fusarium thapsinum , que sintetizan: a) manganeso peroxidasa (MnP) que hidroliza fenol por

oxidacion de Mn?* a Mn?; o b) la lignino peroxidasa (LiP) y la lacasa (p-difenol- dioxigeno:



oxido-reductasa) dependientes del cobre, que rompen aromaticos de la GAS en ausencia de LiP
y MnP (Rodriguez, et al., 2003). Con base a esto es posible suponer que en un suelo
contaminado con GAS la aplicacién de un extracto fangico crudo (EFC) de HML es (til para
eliminar la fraccion aromatica de la GAS, y es méas conveniente que la bioaumentacién , puesto
que estas enzimas ligninoliticas son activas en condiciones fisico-quimicas ambientales
diversas y adversas: temperatura, pH e inhibidores naturales de enzimas (Pineda-Flores y
Mesta-Howard, 2001); Asi mismo aplicar BR por BS con la incorporacion de abonos orgéanicos
como la lombricomposta (LC), que es una mezcla de minerales que incluyen enzimas
extracelulares bacterianas que al actuar generan &cidos humicos y fulvicos que aumentan la
densidad microbiana (Atiyeh et al., 2000 citado por Moreno, 2005). Y concluir con FR de ese
suelo con Z. mays L/ Azotobacter vinelandii, se ha estudiado ampliamente la FR con gramineas
ya que tienen un sistema radical extenso y fibroso que le confiere a la graminea cierta
resistencia a la toxicidad de los HC y colateralmente una mayor disponibilidad mineral
(Sangabriel et al., 2006), también se ha reportado que las gramineas forman asociaciones con
bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) como Azotobacter vinelandii las cuales
transforman exudados radicales de la planta en fitohormonas y colateralmente potencian la Ml
de los HC de la GAS al usarlos como fuente de carbono y energia, lo que podria acelerar la

restauracion del suelo con GAS (Carpena., 2007), (Rojas et al., 2010).

2. Antecedentes:

En la literatura es escasa la informacion sobre BR de suelo con GAS, pero si relacionado con

HC analogos a esta mezcla.

Nufiez et al., 2005, evaluaron la BR via BS con nitrégeno y fosforo inorganico de suelo

contaminado con 10,000 ppm de diferentes HC (fuel oil, gasolina de 85% y 96% de octanaje),



lograndose un 50% y 61% de remocion del fuel oil y gasolina de 85% ppm de octanaje
respectivamente en 28 dias, mientras que para gasolina de 96% ppm se alcanz6 un 98% ppm de
remocion en solo 15 dias. Estos resultados evidencian el potencial de la BR via BS para el
saneamiento de ambientes terrestres impactados con petréleo y sus derivados.

Gobmez et al., 2009, restauraron un suelo contaminado con una mezcla de gasolina-diesel a una
concentracion de 200 mg/Kg mediante BR via BS con una SM a bases de sales inorganicas, y
compararon con la eliminacién de HC en un suelo naturalmente atenuado. Los resultados
mostraron que en un periodo de 3 meses la BS elimin6 un 64.92% de HC de la mezcla de

diesel-gasolina en comparacion a un 60.45% en el suelo via atenuacion natural.

Manzano-Agugliaro et al., (2010) biorremediaron un suelo contaminado con diesel al 1.4%
por BS con estiércol bovino. El suelo biorremediado fue comparado con suelo sin biorremediar
usado como control negativo (CN). Los resultados indicaron que en 183 dias, la BR del suelo

oxido el 99.8% del diesel y el suelo CN registré solamente 10% de su eliminacion.

Asquith et al.,, 2012. Compararon diferentes técnicas de BR en suelo contaminado
cronicamente con HC, después de 195 dias hubo una remocion del 32% de HC totales del
petroleo (HTP) en suelo usado como control, mediante BR via BS con nutrientes inorganicos
con una remocién del 49% y BS con nutrientes organicos con un 80% de remocion de HTP,
demostrando que estas técnicas pueden mejorar la BR de suelo contaminado con HC derivados
del petroleo.

Asimismo, investigaciones reportan a la FR como otra estrategia parcialmente adecuada para la
biorrestauracion de suelo contaminado con HC, en la literatura es escasa la informacion sobre
FR de suelo con GAS, pero si relacionado con HC analogos a esta mezcla, como lo

demuestran:



Hernandez-Valencia y Mager, 2003. Evaluaron la FR de dos gramineas; Panicum maximum y
Brachiaria brizantha en un suelo contaminado con HC de petroleo liviano (HCP) al 3%. Los
HCP causaron una reduccién en el peso seco total, en el caso de B. brizantha un 11.4% de la
produccion obtenida sin contaminacion, mientras que para P. maximum el 1.2%. Sin embargo
B. brizantha y P. maximum lograron disminuir un 55% Yy 63% respectivamente la
concentracion de HCP a los 240 dias con respecto al 40% del suelo control contaminado sin
planta.

Sangrabriel et al., 2006. Evaluaron la FR de leguminosa Phaseolus coccineus y tres gramineas
B. hibrido, B. brizantha y P. maximum en suelo contaminado accidentalmente con
combustoleo. Las variables respuesta: crecimiento y eliminacion del combustdleo de cada
planta. P. coccineus mostro la mayor altura de 87.5 cm y peso seco de 2.8 g en el suelo con
combustdleo, mientras que las tres gramineas no fueron afectadas negativamente por el
combustdleo, la eliminacion de combustéleo evaluada cualitativamente por cromatografia de
gases, fue mayor en la rizosfera de B. brizantha y P. maximum. En contraste P. coccineus
reporto una eliminacion similar a la observada en suelo contaminado sin planta.

Rivera-Cruz & Trujillo-Narcia (2006) fitorremediaron un suelo contaminado por
benzo(a)pireno (BaP) al 1.0% con pasto aleman (Echinochloa polystachya L.). El suelo con FR
fue comparado con suelo CN. Los resultados de la FR del suelo indicaron que en 120 dias, el
pasto aleman elimind el 66.5% del BaP, en contraste con el suelo CN que no registré cambio

en la concentracion del BaP.

Ferrera-Cerrato et al., 2007. Evaluaron la FR de P. coccineus en suelo contaminado en 5% con
combustdleo mediante dos muestras de suelo con fertilizacidn; organica e inorganica. Se valoro

el crecimiento de la planta, poblaciéon bacteriana oxidante y la eliminacion de combustéleo



mediante cromatografia de gases. Observaron que el combust6leo redujo en un 56% el peso
seco total de la planta, sin embargo este efecto negativo fue compensado con fertilizacion
inorgénica alcanzo una altura de 87.6 cm, ademas la microbiota fue estimulada por la presencia
de la planta y por la fertilizacion organica e inorgénica, eliminando cualitativamente algunos
HC del combustéleo en rizosfera y suelo.

Petenello, et al., 2012. Evaluaron la FR de un suelo con aceite diesel al 5%, de Spartina
argentinensis, Paspalum atratum, Paspalum guenoarum y Melilotus albus, con variables
respuesta: germinacion y emergencia de plantulas y la biomasa alcanzada en suelo
contaminado. M. albus obtuvo un 79.17% de germinacion, P. guenoarum obtuvo la mayor
altura con 53.58 cm y la mayor biomasa de 169,99 g en suelo contaminado. Las especies
evaluadas, si bien produjeron menor biomasa comparada con la planta en suelo sin aceite

diesel, demostraron tolerancia al contaminante.

Las investigaciones anteriores demuestran que una sola estrategia es insuficiente para recuperar
un suelo contaminado con HC del petréleo y sus derivados. No se encontré informacion
disponible en la literatura acerca de BR de suelo con GAS y posterior FR del mismo suelo
para su restauracion final. Es poco aun lo reportado en la literatura de la utilizacion integral de
BR-FR para recuperar un suelo contaminado con HC analogos a esta mezcla, como los
siguientes:

Cruz-Sanchez et al., (2007) recuperaron un suelo contaminado con combustéleo al 5% por BR
via BS con LC y posterior FR con Phaseolus coccineus. El suelo biorremediado y

fitorremediado se compar6 con suelo CN. Los resultados indicaron que la BR-FR en el suelo



elimind el 87% del combustoéleo a diferencia del suelo CN que obtuvo solamente el 20% de

eliminacion del combustoéleo.

Maldonado-Chavez et al., (2010) restauraron un suelo contaminado por HTP al 1.5% con BR
via BS y FR con Brachiaria mutica L y la leguminosa Leucaena leucocephala L. El suelo
biorremediado y fitorremediado fue comparado con suelo CN. Los resultados sefialaron que en
158 dias, la BR-FR en el suelo elimind el 81% de los HTP y el suelo CN no registré cambio en

la concentracion de los HTP.

Debido a la escasa informacién disponible en la literatura acerca de BR de suelos
contaminados con GAS, la presente investigacion propone una alternativa de biorrestauracion

para la eliminacion de la GAS en suelo.

3. Hipotesis:
La BR de un suelo contaminado con GAS a 10,000 ppm con extracto fangico crudo y
lombricomposta serd mas rapida y eficaz si se complementa con fitorremediacion con

Zea mays L, inoculado con Azotobacter vinelandii.

4. Objetivos:

a) Analizar la biorremediacion de un suelo contaminado con GAS a 10,000 ppm con
extracto fungico crudo y lombricomposta.

b) Analizar la fitorremediacién con Zea mays L, inoculado con Azotobacter vinelandii
para eliminar la GAS remanente.

5. Materiales y métodos:

El experimento se realizo en invernadero, con un disefio de experimental de bloques al azar de

5 tratamientos. El suelo se solarizo, tamiz0, y contamin6 con GAS a 10,000 ppm (v/p).



5.1 Preparacion de jarras de Leonard:

Las jarras de Leonard son un sistema semihidroponico en donde se llevé a cabo la BR y FR
del suelo contaminado con GAS a 10,000 ppm, estas se componente de tres partes: una base
que consiste en un contenedor de una solucion mineral (SM) y/o agua; la parte inferior que
contiene un algodén que permite el paso de la SM y/o agua desde la base hasta la parte
superior que contiene aproximadamente 1 kg de suelo tratado como se indica en el cuadro 1;y
la parte superior que consiste en un recipiente que contiene el suelo contaminado para

biorremediar y fitorremediar (Garcia-Gonzélez et al., 2005).

5.2. Biorremediacidon por bioestimulacién con extracto fungico crudo

De la coleccion de hongos del laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH, los hongos mitospéricos ligninoliticos
(HML) como Penicillum chrysogenum., Aspergillus tubingensis, A.fumigatus y fusarium
thapsinum, se cultivaron en medio liquido con lignina residual de paja de trigo (LIREPATO)
como Unica fuente de carbono, con la siguiente composicion quimica (g/L): LIREPATO, 10,0;
peptona de soya, 5.0; CuSO4, 0.01; MgSOs, 1.5; KH2POs4, 1.5; KoHPO4, 1.5, NaCl, 0.9;
extracto de levadura, 1.0; detergente Roma® al 1%, 2.5 mL; solucion de oligoelementos 0.001
mL; azul de bromotimol al 0.1%, 10,0 mL, pH ajustado a 5.5. Se incubaron 18 dias/28°C en
agitador (Thermo Scientific MaxQ 4000) a 150 rpm con pH 5.5 +0.2. Cada semana se colectd
10 mL del medio LIREPATO para medir la actividad lacasa, lignino peroxidasa (LiP) y
manganeso peroxidasa (MnP) durante dos semanas (Troya, et al, 2000; Laura & Castellanos
2009). Para ello, con bomba de vacio (Power electric) se filtraron las muestras de LIREPATO

con los HML para obtener EFC y se ajustaron a pH de 6.5 + 0.2 con potenciometro (HANNA



instruments) y se incorpord el EFC al suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS para la BS
durante 60 dias.

5.3. Biorremediacion por bioestimulacion con lombricomposta

Durante 30 dias previo a la siembra de las semillas de Z. mays se llevo a cabo la BR via BS con
LC a 30, 000 y 60, 000 ppm , este consistio en regar de forma regular con agua de la llave el
suelo contaminado con GAS Yy enriquecido con LC a 30, 000 y 60, 000 ppm, suficiente para
mantener la capacidad de campo constante durante este periodo de tiempo, y se iniciase la Ml
de la GAS, posteriormente en este suelo se sembrd las semillas de Z. mays inoculados con o

sin BPCV (Pasaye, 2011).
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5.4. Disefio experimental

Cuadro 1. Biorremediacion de un suelo contaminado con gasolina a 10,000
ppm por bioestimulacién con extracto fungico, lombricomposta a 30,000 y
60,000 ppm, y su posterior fitorremediacién con Z. mays inoculado con

Azotobacter vinelandii.

Suelo GAS Extracto Lombricomposta Z.mays Azotobacter Solucion

10,000 fangico vinelandii mineral

crudo (Ppm)

(ppm)

(V/p)
Control - - - + - 100%
relativo
Control - - + 60, 000 + - -
vegetal
T1 0 o + 60,000 5 - -
T2 + - + 60,000 + + -
T3 + + + 30,000 it - -
(+) = se afade, (-) = no se afade, T = tratamiento

5.5. Cultivo de Azotobacter vinelandii.

El género Azotobacter vinelandii, bacteria promotora del crecimiento vegetal fue adquirida de
la coleccion del laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de Investigaciones
Quimico-Bioldgicas de la UMSNH. A. vinelandii, se sembr6 en caldo Burk (g/L): glucosa 10.0;
K2HPO4 2.0; KH2PO4 2.0; MgSOs4 3.0; y una solucion de oligoelementos 1.0 mL/L de medio
de cultivo, con la siguiente composicion (g/L): HsBOz 2.86; ZnSO4 7H20 0.22; MnCl2 7H20

1.81; KoMnO4 0.09 a pH 6.4-6.7; azul de bromotimol 1% (p/v) 10 mL/L de medio de
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cultivo, se ajusto pH a 6.5-6.7; se inhibid el crecimiento de hongos con antifungico Tecto
60® (Syngenta) 2% (p/v) 1.0 mL/L de medio de cultivo. Los tubos de Burk se incubaron a
30°C/24 h, y se observo turbidez como medida de crecimiento, después se realizo tincion Gram
para observar en el microscopio Carl Zeiss, su morfologia: bacilo grande Gram negativo

(Sanchez-Yariez., 2007).

5.6. Fitorremediacion con Z. mays

5.6.1. Desinfeccion de las semillas de Z. mays
En un vaso de precipitado se sumergieron las semillas de Z. mays en hipoclorito de sodio al 3%
(v/v)/5 min, se lavaron por seis ocasiones con agua potable estéril, se colocaron en etanol al

70% (v/v)/5 min y se lavaron seis veces con agua estéril (Garcia-Reyna et al., 2005).

5.6.2. Inoculacion de Z. mays con A. vinelandii.

En la campana de flujo laminar, con una pinza desinfectada con hipoclorito de sodio al 3%
(v/v) y etanol al 70% (v/v), se depositaron en una bolsa de plastico obscura, 10 semillas de
maiz que se utilizaron por suelo BR de distinta manera, con una pipeta estéril se inoculé por
cada 10 semillas, un volumen de 1.0 mL con A. vinelandii, cultivado en caldo Burk por 48 h.

y se mezcl6/20 minutos (Garcia-Reyna et al., 2005).

5.6.3. Siembra de semillas de Z. mays en el suelo contaminado con GAS remanente.

En suelo impactado con GAS remanente a la BS con EFC y LC, se llevo a cabo la FR del
mismo, con Z. mays inoculado con A. vinelandii. (segun el disefio experimental mostrado en el
cuadro 1.) se sembraron 4 semillas/jarra de Leonard con 2 repeticiones por suelo
biorremediado y se dejaron en solarium hasta germinacion de las semillas de Z. mays. Las

jarras de Leonard con el Z. mays se trasladaron al invernadero 11 dias posterior a la siembra,
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para dar las condiciones de luz-temperatura necesarias para el crecimiento del Z. mays (Taiz et

al., 2006).

5.6.4. Solucién mineral para plantas.

La solucion mineral (SM) fue preparada a partir de ULTRASOL® a una concentracion de
1.5¢g/L, su composicién: 18% Nitrégeno (N), 18% Fdsforo (P20), 18% Potasio (K20), 1%
Azufre (S), 1% Magnesio (MgO), otros nutrientes: Fe, Cu, Zn, Mn, Mo, B., con un pH ajustado

6.8-7.0 con &cido acético 2% (v/v), que alimento al maiz del control relativo. (Leal, 2003)

5.6.5. Parametro de las variables respuesta del Z. mays.

Las variables respuestas del efecto de la FR del suelo con GAS remanente a la BS, sobre el Z.
mays fueron: porcentaje de germinacién a los 11 dias después de la siembra; la fenotipia en
plantula (30 dias) y floracion (60dias). Se midid la altura de la planta (AP) y longitud de la raiz
(LR), su biomasa aérea y radicular: peso fresco (PF) total y peso seco (PS) total. Del Z. mays
se pesO su parte aérea total y la raiz total, para el peso fresco total; posteriormente ambas se
secaron en un horno a 70°C/48 h para el peso seco (Boshchini, & Amador 2000). En cada
estadio fisiolégico del Z. mays, se compard con el Z. mays usado como control relativo (CR)
sembrado en un suelo sin GAS, y alimentado con SM al 100%. Los datos experimentales

fueron analizados por Tukey (Walpole et al., 2007)
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6. Perfil de antibi6ticos para prueba de sensibilidad

6.1. Recuperacion de Azotobacter de raiz de Z. mays

Después del muestreo a floracion del Z. mays se tomé una muestra de raiz, se eliminé el exceso
de suelo, enjuagandose con detergente la Corona MR 1% (p/v) y se lavd con agua potable;
hipoclorito de Sodio (Clorox MR) al 6% (v/v) /10 minutos y se lavo 5 veces con agua potable
estéril, posteriormente con etanol al 70% (v/v) /5 min; y se lavo 5 veces; se tomo 2.0g de raiz y
se suspendieron en 5.0 mL de solucidn salina, NaCl 0.85% (p/v); detergente 1%( p/v). En un
mortero la raiz se trituro y se sembro en caldo Burk (g/L): glucosa 10.0; K2HPO4 2.0; KH2PO4
2.0; MgSO4 3.0; y una solucion de oligoelementos 1 mL/L de medio de cultivo, con la
siguiente composicién (g/L): H3BO3 2.86; ZnSO4 7H20 0.22; MnCl, 7H20 1.81; K2MnO40.09
a pH 6.4-6.7; azul de bromotimol 1% (p/v) 10 mL/L de medio de cultivo, se ajusté pH a
6.5-6.7; se inhibid el crecimiento de hongos con antifingico Tecto 60® (Syngenta) 2% (p/v)
1.0 mL/L de medio de cultivo. Los tubos de Burk se incubaron a 30°C/24 h, vy se observo
turbidez como medida de crecimiento. Después se realizd tincion Gram para observar en el
microscopio Carl Zeiss, su morfologia: bacilo grande Gram negativo. Como evidencia de
crecimiento se observé turbidez. Se realiz6 tincion de Gram para observar su morfologia, para
la purificacion de los aislados a la misma formula liquida de Burk se agregd 18 g/L de agar

bacteriol6gico Burk y se incub6 por 48/72h.
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6.2. Prueba de sensibilidad a antibidticos:

Para esta prueba fue utilizado agar Burk como base para determinar la resistencia de A.
vinelandii a antibioticos impregnados en sensidiscos con las siguientes concentraciones en
mcg: 30.0 Cefalotina (CF), 30.0 Ceftriaxona (CRO), 25.0 Trimetropim-Sulfametoxazol (SXT),
30.0 Cefotaxima (CTX), 30.0 Netilmicina (NET), 5.0 Pefloxacina (PEF),300.0 Nitrofurantoina
(NF), 30.0 Cloranfenicol (CL), 30.0 Amikacina (K), 10.0 Gentamicina (GE), 10.0 Ampicilina

(Am), 100.0 Carbencilina (CB). Y se incub6 por 48/72h.

7. Aislamiento de microorganismos degradadores de gasolina de suelo contaminado
sometido a biorremediacion.

Medio de cultivo para el aislamiento de microorganismos degradadores de GAS.

Se utiliz6 agar para bacterias degradadoras de GAS (ABDGAS) y para hongos degradadores
de GAS (AHDGAS) (g/L): K2HPO4 2.0; KH2PO4 2.0; MgSO04 3.0; agar 18; peptona de caseina
5; extracto de levadura 1; solucién de oligoelementos 1.0 mL/L. La solucion de oligoelementos
(9/L): H3BO3 2.86; ZnSO47H20 0.22; MnCl>7H20 1.81; KoMnO4 0.09 pH a 7.0. Gasolina a
10,000 ppm (v/p) como Unica fuente de Carbono y energia después de la esterilizacion; en
ABDGAS para evitar crecimiento fangico se agreg6 tecto 5%, 1.0 mL/L el pH se ajustard a
6.8, en AHDGAS para evitar crecimiento bacteriano se agreg6 cloranfenicol (Vixin) 5.0 mL/L

el pH se ajustd a 5.5.

Aislamiento de los microorganismos que degradan GAS.
Los microorganismos degradadores de GAS se aislaron por resiembra en ABDGAS vy

AHDGAS.
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7.1. Cuantificacion de microorganismos degradadoras de GAS.

Se utilizé la técnica de cuenta viable en placa (CVP), que consistié en realizar diluciones
decimales seriadas del suelo biorremediado con solucion salina (SS) NaCl 0.85% con 1% (v/v)
de solucion detergente al 1% (p/v). La inoculacion se realizé en cajas Petri con ABDGAS vy
AHDGAS por duplicado con las diluciones de suelo de 102 a 10, se agregaron 0.5 mL de
suelo biorremediado/caja y se extendieron con perlas. Se incubaron de 30-35°C/24 h para
BDGAS y de 30-35°C/7 dias para HDGAS, después de la incubacion se realizo el recuento de
BDGAS y HDGAS vy se seleccionaran aquellas cajas en donde se observen entre 30 y 300
colonias, la cifra obtenida se multiplicé por la inversa de la dilucion que se tratd. Se reportd
como unidades formadoras de colonias/g de suelo biorremediado (UFC/g) para BDGAS y

como propagulos fungicos/g de suelo biorremediado para HDGAS.
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7.2.  Técnica para cuantificacion de BDGAS y HDGAS.

Técnica para

cuantificacion

de BDGAS y
HDGAS

Se tom6 una muestra de
10.0 g de cada jarra
mezclando el suelo en un
recipiente de plastico.

Se unificaron las tres muestras
equivalentes a cada suelo
biorremediado para formar

muestras universales.

Se mezcl6 en forma
circular 10 veces a
la izquierda 'y 10
veces a la derecha.

universal 1 en un recipiente |

Se colocd la muestra

de plastico.

Se etiquetaron las
muestras universales.

A 4
Se repitié dicho
procedimiento para

Se tomaron 10.0 g de la
muestra universal 1y se

las muestras
universales
restantes.

Se tomé 1.0 mL de liquido
flotante y se transfirié a un
tubo de ensaye enroscado
con 9.0 mL de SS. Se
etiquetd como dilucién 102,

colocaron en un matraz con
90.0 mL de SS. Se etiqueto
como dilucién 101,

A 4

Se agitd
durante 20
minutos.

A 4

Se espero6 a que

A

Se coloco el matraz
en la campana de

A

A 4

sedimentara.

flujo laminar en
condiciones
asépticas.

Se obtuvieron las diluciones
103, 104, 10y 10.

De la dilucién 102 se
tomd 0.5 mL con una
pipeta y se transfirieron
a una caja petri con

Se realizo el paso
anterior para las
diluciones 103y 104, Se
incubaron las cajas de

ABDGAS y a otra con

A 4

AHDGAS

30-35°C/24 horas para
BDGAS y 7 dias para
HDGAS.

\ 4
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Se contaron las colonias después de la incubacion por 24 h en ABDGAS. Se registran los datos
de las cajas con 30-300 colonias como unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de

suelo biorremediado= (UFC/qg).

UFC _ Promedio de las colonias por dilucion * Factor de dilucion

g g de la muestra sembrada

7.3 Andlisis estadistico de resultados.
El andlisis estadistico de los datos de las variables indicadoras el de BDGAS y HDGAS se

realiz6 por Tukey.
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8. Discusion y Resultados.

Cuadro 2. Efecto de la biorremediacion por bioestimulacion con extracto
fangico crudo y lombricomposta de un suelo contaminado con 10,000 ppm
de gasolina en el porcentaje de germinacion de Zea mays inoculado con

Azotobacter vinelandii.

Z. mays Porciento (%) de Germinacion
Control Relativo: 100 &
suelo + solucién mineral 100%
Control vegetal : 1002
suelo + lombricomposta a 60,000 ppm
T1: suelo + gasolina 10,000 ppm 100 @

+ extracto fangico crudo

+ lombricomposta 60, 000 ppm

T2: suelo + gasolina 10,000 ppm 50°
+ lombricomposta 60,000 ppm

+ Azotobacter vinelandii.

T3: suelo + gasolina 10,000 ppm 750
+ extracto flngico crudo

+ lombricomposta 30, 000 ppm

T = tratamiento *Valores con letras distintas muestran diferencia estadistica significativa
segun Tukey (P<0.05)

El cuadro 2 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre la germinacion del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo suelo para su FR,
donde se observa indirectamente la eliminacion parcial de la GAS en el suelo biorremediado,
permitiendo la germinacion del Z. mays. La graminea sembrada en suelo con GAS a 10,000
ppm y bioestimulado con EFC y LC a 60,000 ppm (T1) germin6é 100%, valor sin diferencia
estadistica a lo reportado por el Z. mays usado como control relativo (CR) sembrado en suelo
sin GAS con 100% de germinacién, y a la graminea sembrada en suelo enriquecido con

lombricomposta 60,000 pmm usado como control vegetal 1 que registro un 100% en su

19



germinacion, lo que sugiere que al agregar EFC las enzimas extracelulares hidrolizaron la
fraccion aromatica de la GAS (Sanchez-Yaéfiez , 2007) y la LC como enmienda proporciond
minerales necesarios para el crecimiento de la microbiota oxidante de GAS (Felid-Mojer, 2006;
Rodriguez, 2005; Rojas, 2009). La semilla de la graminea inoculada con A. vinelandii y
sembrada en suelo con GAS biorremediado con EFC con LC a 30,000 ppm (T3) alcanz6 un 75
% de germinacion, valor estadisticamente superior al registrado por el Z. mays inoculado con
A. vinelandii y sembrado en suelo con GAS a 10,000 ppm, bioestimulado con LC 60,000 ppm
(T2), que mostrd un 50% de germinacion, fue evidente que la GAS limit6 la germinacion del
Z. mays, se ha reportado que estos HC impiden el intercambio gaseoso y la interaccion del agua
con la semilla para permitir su emergencia; resultado analogo al reportado por Natera-Méndez
et al., 2004, que sefialaron que la contaminacion del suelo con HC disminuyé el porcentaje de

germinacion del Z. mays.
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Cuadro 3. Fenotipia del Zea mays inoculado con Azotobacter vinelandii
sembrado en suelo contaminado con 10,000 ppm de gasolina, biorremediado

via bioestimulacion con extracto fungico y lombricomposta a nivel de

plantula.

Z. mays Altura de planta (cm) Longitud radical (cm)
Control Relativo: 65.45 " 38.10°¢
suelo + solucion Mineral 100%

Control vegetal 60.00° 47.002
suelo + lombricomposta 60, 000 ppm

T1: suelo +gasolina 10,000 ppm 50.45 ¢ 34.60 ¢
+ extracto flngico crudo

+ lombricomposta 60,000 ppm

T2: suelo + gasolina 10,000 ppm

+ lombricomposta 60,000 ppm 41.30¢ 34.20¢
+ Azotobacter vinelandii.

T3: suelo + gasolina 10,000 ppm 35.50 ¢ 40.85°

+ extracto flngico crudo
+ lombricomposta 30,000 ppm

T = tratamiento *Valores con letras distintas muestran diferencia estadistica significativa

segun Tukey (P<0.05)

El cuadro 3 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre la altura de planta (AP) a plantula, del Z. mays/ A. vinelandii y sembrado en el mismo
suelo para su FR. El Z. mays sembrado en suelo con GAS a 10,000 ppm bioestimulado con
EFC y LC a 60, 000 ppm (T1) alcanzé una AP de 50.45 cm, la graminea inoculada con A.
vinelandii sembrada en suelo con GAS biorremediado con LC a 60,000 ppm (T2) registro un
41.30 cm, en su AP, y el Z. mays sembrado en suelo con GAS biorremediado con EFC y LC
30,000 ppm (T3) obtuvo una AP de 35.50 cm, valores inferiores comparado con su homologo
el CR en donde el Z. mays. crecié en condiciones normales en suelo no contaminado que

registro una AP de 65.45 cm, lo anterior sugiere que la previa BS con EFC y LC a 30,000 y
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60,000 ppm, no fue suficiente para que la GAS remanente en la FR del mismo suelo con
Z. mays, tuviera un sano crecimiento de la graminea, resultado similar del efecto fitotoxico de
los HC en las gramineas fue reportado por Hernandez-Valencia y Mager, 2003 que en un suelo
contaminado con HC, observé una reduccién de la AP de frijol y pasto comparados ambos con

el crecimiento del frijol y pasto en suelo sin contaminar.

El cuadro 3 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre la longitud radical (LR) a plantula, del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo
suelo para su FR. El Z. mays sembrado en suelo con GAS bioestimulado con EFC y LC 6%
(T1) registro una LR de 34.60, la graminea inoculada con A. vinelandii sembrada en suelo con
GAS bioestimulado con LC a 60,000 ppm (T2) alcanzé una LR de 34.2 cm, y el Z. mays
sembrado en suelo con GAS bioestimulado con EFC y LC a 30,000 ppm (T3) obtuvo una LR
de 40.85 cm. Los valores numéricos del Z. mays en este ensayo fueron estadisticamente
diferentes al Z. mays usado como CR y control vegetal 1 enriquecido con LC 60,000 ppm que
lograron una mayor LR. Lo anterior muestra que el Z. mays sembrado en suelo contaminado
con GAS remanente no mostrO mejoria alguna en su desarrollo, lo que sugiere que la
concentracion de la GAS fue lo suficientemente alta para ocasionar un efecto fitotdxico en el
Z. mays e impedir un sano crecimiento como lo estipulado por otras investigaciones
(Sangabriel et al., 2006; Balderas, 2013). Lo que sugiere que los HC de la GAS en el suelo
inhiben el crecimiento del Z. mays ya que al cubrir sus raices bloguean la absorcién de agua y

nutrimentos. (Natera- Méndez- et al., 2004)
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Cuadro 4. Biomasa del Zea mays inoculado con Azotobacter vinelandii
sembrado en suelo contaminado con 10,000 ppm de gasolina, biorremediado

via bioestimulacion con extracto fungico y lombricomposta a nivel de

plantula.

Z. mays Peso fresco (g) Peso seco (g)
aéreo radical aéreo radical

Control Relativo:

suelo + solucién mineral 100% 6.06 °* 2.194¢ 0.72% 0.34°

Control vegetal 1: suelo 6.07 ° 2.87° 0.62° 0.33°

+ lombricomposta 60,000 ppm

T1: suelo + gasolina 10,000 ppm

+ extracto flngico crudo 4.85° 2.27 ¢ 0.52°¢ 0.30°
+ lombricomposta 60,000 ppm

T2: suelo + gasolina 10,000 ppm

+ lombricomposta 60, 000 ppm 7.822 4112 0.772 0452
+ Azotobacter vinelandii.

T3: suelo + gasolina 10,000 ppm

+ extracto flngico crudo 3.01° 2.24°¢ 0.30¢ 0.23°¢
+ lombricomposta 30,000 ppm

T = tratamiento *Valores con letras distintas muestran diferencia estadistica significativa
segun Tukey (P<0.05)

El cuadro 4 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre peso fresco aéreo (PFA) a plantula, del Z. mays /A. vinelandii y sembrado en el mismo
suelo para su FR. El Z. mays inoculado con A. vinelandii sembrado en suelo con GAS,
bioestimulado con LC a 60,000 ppm (T2) alcanzo un PFA de 7.82 g, valor estadisticamente
significativo comparado con su homélogo CR y el control vegetal 1 enriquecido con LC
60,000 ppm que registraron un PFA de 6.06 y 6.07 g respectivamente, lo anterior muestra
indirectamente la desaparicion de la GAS al permitir el correcto crecimiento del Z. mays, al

respecto se ha reportado que la LC favorece el crecimiento sano vegetal al aportar N, P, K, y
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micronutrientes, incrementando la diversidad y densidad de las poblaciones microbianas y
simultdneamente favoreciendo el intercambio catiénico para una mejor oxidacion de los HC de
la GAS. (Hernandez-Rodriguez et al., 2010) y colateralmente A. vinelandii promovi6 su
crecimiento sano, aumentando la disponibilidad de los nutrientes y la sanidad vegetal de esta
graminea (Vessey 2003)., Por el contrario se muestra un efecto fitotoxico de la GAS
remanente, sobre el PFA del Z. mays sembrado en suelo bioestimulado con EFC y LC 60,000
ppm (T1), logrando un PFA de 4.85 g; La semilla sembrada en suelo con GAS, bioestimulado
con EFC y LC a 30,000 ppm (T3) logré un PFA de 3.01 g, este resultado nos muestra que la
BS con EFC y LC a 30,000 ppm fue insuficiente para contrarrestar la fitotoxicidad de la GAS,
al respecto se ha reportado que los HC en la raiz de las plantas puede provocar un dafio en las

membranas de las células corticales, lo que limita su crecimiento (Chaineau et al., 1997).

El cuadro 4 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre peso fresco radical (PFR) a plantula, del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo
suelo para su FR. El Z. mays inoculado con Azotobacter vinelandii sembrado en suelo con
GAS, bioestimulado con LC a 60,000 ppm (T2) registro un PFR de 4.11 g, valor superior al
Z. mays usado como CR que obtuvo un PFR de 2.19 g, lo que sugiere que ademaés de la BS
con LC a 60,000 ppm que aporto nutrientes, A.vinelandii transformo los exudados del Z. mays
en fitohormonas e incremento la elongacion radical y una mayor absorcion de agua y minerales
(Loredo-Osti et al.,2004) para lograr un mejor crecimiento que el Z. mays sembrado en suelo
sin contaminar. La graminea sembrada en suelo con GAS, biorremediado con EFC y LC a
60,000 ppm (T1 ) y EFC con LC a 30,000 ppm (T3) fue de 2.27 y 2.24 g respectivamente,
estos valores fueron también superiores al resultado alcanzado por el CR en el que la graminea

fue sembrada en suelo sin GAS, lo que sugiere una disminucién parcial indirecta de la GAS, al
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respecto se ha reportado que la LC aporta los nutrientes necesarios que esta graminea requiere

para su sano crecimiento (Ferrera-Cerrato et al., 2007).

El cuadro 4 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre peso seco aéreo (PSA) a plantula, del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo
suelo para su FR. La graminea inoculada con A. vinelandii sembrada en suelo con GAS,
biorremediado con EFC y LC a 60,000 ppm (T2) registro un PSA de 0.77 g similar a su
homologo CR que alcanzo 0.72 g en su PSA, lo anterior sugiere la eliminacion indirecta de la
GAS al mostrar un crecimiento similar al Z. mays sembrado en suelo sin GAS. La graminea
sembrada en suelo con GAS, bioestimulado con EFC y LC 60,000 ppm (T1) registro un PSA
de 0.52 g ; el Z. mays sembrado en suelo con GAS, bioestimulado con EFC y LC a 30,000 ppm
(T3) genero un PSA de 0.30g, estos valores menores de PFR total sugieren que fueron
causados por la fitotoxicidad de la GAS en el suelo (Armendariz et al., 2011) esto corrobora el
efecto negativo de los HC en el crecimiento de plantulas de gramineas reportado por

Sangabriel et al., 2006 y Ferrera-Cerrato et al., 2008.

El cuadro 4 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre peso seco radical (PSR) a plantula, del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo
suelo para su FR. El Z. mays inoculado con A. vinelandii sembrado en suelo con GAS,
bioestimulado con LC 60,000 ppm (T2) alcanzé un PSR de 0.45 g, valor estadisticamente
significativo comparado con el CR que registro un PFR de 0.34 g. El Z. mays sembrado en
suelo con GAS, bioestimulado con EFC y LC 60,000 ppm (T1) registro un valor de 0.30g,
similar al reportado por el CR. Lo anterior sugiere que la LC funcion6 como mejorador de
suelos al enriquecer con N. P y K; y de igual manera A. vinelandii estimulé la conversion de

los exudados de la semilla del Z. mays en fitohormonas para estimular el crecimiento de esta
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graminea (Sanchez-Yafez, 2007). La semilla sembrada en suelo con GAS, bioestimulado con
EFC y LC a 30,000 ppm (T3) obtuvo un PSR de 0.25 g. En relacién Ferrera-Cerrato, 2007,
reportd que el combustoleo en suelo redujo 56% el peso seco total del frijol a los 90 dias, lo
cual corrobora el efecto negativo de los HC del petréleo en el crecimiento del Z. mays

reportado por Quifiones-Aguilar et al., 2003.

Cuadro 5. Fenotipia del Zea mays inoculado con Azotobacter vinelandii
sembrado en suelo contaminado con 10,000 ppm de gasolina, biorremediado

via bioestimulacion con extracto fungico y lombricomposta a nivel de

floracion.
Z. mays Altura de planta (cm) Longitud radical (cm)
Control Relativo: 113.552" 46.2 ¢
suelo + solucién Mineral 100%
Control vegetal: 67° 72.1°
Suelo + lombricomposta 60,000 ppm
T1: suelo + gasolina 10,000 ppm 52.2°¢ 39.5°

+ extracto fungico crudo
+ lombricomposta 60,000 ppm
T2: suelo + gasolina 10,000 ppm

+ lombricomposta 60,000 ppm 1132 77.652
+ Azotobacter vinelandii.
T3: suelo + gasolina 10,000 ppm 45.05 ¢ 4249

+ extracto fungico crudo
+ lombricomposta 30,000 ppm
T = tratamiento ~ *Valores con letras distintas muestran diferencia estadistica significativa

segun Tukey (P<0.05)

El cuadro 5 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre la AP a floracion del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo suelo para su FR. El

Z. mays inoculado con A. vinelandii sembrado en suelo contaminado con GAS, bioestimulado
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con LC a 60,000 ppm (T2), alcanzo una AP de 113 cm, similar al valor obtenido por su
homologo CR que logré una AP de 113.55 cm, lo anterior sugiere que la BS con LC estimul6 a
la microbiota autoctona del suelo a oxidar los HC remanentes de la GAS, aportando los
minerales esenciales para que A. vinelandii como bacteria BPCV en interaccion con los
exudados radiculares sintetizara fitohormonas como las auxinas que regulan el desarrollo de la
planta (Castillo et al., 2005) y simultdneamente la LC aport6 a la planta minerales para un
correcto crecimiento (Pérez et al., 2008). EIl control vegetal 1 en el que el suelo fue
bioestimulado con LC 6% alcanzd una AP de 55.2 %; y el Z. mays sembrado en suelo con 10,
000 ppm de GAS bioestimulado con EFC y LC a 60,000 ppm (T1) y EFC con LC a 30,000
ppm (T3) obtuvieron un valor de 52.2 y 45.05 cm respectivamente en su AP, lo que sugiere un
efecto negativo de la GAS remanente en el suelo, al respecto se ha reportado que estos HC de
la GAS forma peliculas en el suelo que impiden la circulacién del oxigeno (O2) y ademas
contiene HC aromaéticos que destruyen el humus vegetal o reducen la fertilidad del suelo

(Gomez et al., 2007).

El cuadro 5 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre la LR a floracién del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo suelo para su FR. El
Z. mays inoculado con A. vinelandii sembrado en suelo contaminado con GAS, bioestimulado
con LC a 60,000 ppm (T2) registro un la LR de 77.65 cm, valor estadisticamente significativo
comparado con el CR que obtuvo una LR de 46.2 cm y que la alcanzada por el control vegetal
1 de 72.1 cm, lo anterior muestra indirectamente una detoxificacion del suelo contaminado con
GAS al crecer el Z. mays mucho mejor que el sembrado en suelo sin GAS, lo que sugiere que
la BS con LC fue suficiente para suplir la demanda mineral del Z. mays a madurez fisioldgica y

que la actividad promotora de A. vinelandii mejoro el crecimiento del Z. mays, ya que esta
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bacteria promotora del crecimiento vegetal (BPCV) transformo los exudados radicales del
Z. mays en fitohormonas (Balderas, 2013). La graminea sembrada en suelo con GAS,
bioestimulado con EFC y LC a 60,000 ppm (T1) y EFC con LC a 30,000 ppm (T3) registraron
una LR de 42 y 39.5cm respectivamente, lo anterior sugiere que la GAS remanente a la BS con
EFC y LC aun tuvo efectos toxicos sobre el maiz (Judrez, 2012) la presencia de compuestos
fitotoxicos como los HC de la GAS en las plantas ocasionan una menor acumulacion de su
biomasa y diversos efectos sobre la morfologia de la raiz (Petenello et al., 2012); de igual
forma Rivera-Cruz & Trujillo-Narcia (2006) encontraron que la exposicion de las plantas a
ciertos HC pueden inhibir el crecimiento y la produccion de biomasa, pues en el caso de la LR,
los HC son uno de los factores restrictivos en donde se disminuye la poblacién microbiana en

la rizésfera 'y con ello la LR.
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Cuadro 6. Biomasa del Zea mays inoculado con Azotobacter vinelandii
sembrado en suelo contaminado con 10,000 ppm de gasolina, biorremediado

via bioestimulacion con extracto fungico y lombricomposta a nivel de

floracion.

Suelo/ Z. mays Peso fresco (Q) Peso seco (g)
aéreo radical aéreo radical

Control Relativo:

Suelo + solucion mineral 100% 39.25 0" 18.73° 4.49 b* 2.07°

Control vegetal 1: suelo 17.51°¢ 14.98 ¢ 1.92° 1.85°

+ lombricomposta 60,000 ppm

T1: suelo + gasolina 10,000 ppm

+ extracto fungico crudo 7.431¢ 6.38 ¢ 0.96 ¢ 1.85¢
+ lombricomposta 60,000 ppm

T2: suelo + gasolina 10,000 ppm

+ lombricomposta 60,000 ppm

+ Azotobacter vinelandii. 40.81@ 19.222 5.792 2592
T3: suelo + gasolina 10,000 ppm
+ extracto flngico crudo 6.4° 6.54 ¢ 0.84° 0.84°

+ lombricomposta 30,000 ppm

T = tratamiento *Valores con letras distintas muestran diferencia estadistica significativa
segun Tukey (P<0.05)

El cuadro 6 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre el PFA a floracion del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo suelo para su FR.
El Z. mays inoculado con A. vinelandii, sembrado en suelo con GAS, bioestimulado con LC a
60,000 ppm (T2) registro un PFA de 40.81 g, valor superior al alcanzado por su homologo el
CR que fue de 39.25g, lo que sugiere que la LC a esta concentracion fue suficiente para
mejorar las propiedades fisicas del suelo y permitir el crecimiento de plantulas mas vigorosas
(Hernandez-Rodriguez et al., 2010) vy la inoculacion de la semilla con A. vinelandii estimulo la

sintesis de fitohormonas (Loredo-Osti et al., 2004). Por el contrario la graminea sembrada en
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suelo con GAS, bioestimulado con EFC y LC a 60,000 ppm (T1) y EFC con LC a 30,000 ppm
(T3) muestran un PFA de 7.43 y 6.4 respectivamente, los resultados anteriores fueron
inferiores a los valores registrados por el Z. mays usado como CR, esto muestra que el
Z. mays sembrado en suelo con GAS remanente a la BS, no mostr6 mejoria alguna en su
desarrollo, lo que sugiere un estrés vegetal ocasionado por la baja disponibilidad mineral en el
suelo y la accidn téxica conjunta ocasionada por la GAS, resultado anélogo a lo reportado por
Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2004) al fitorremediar un suelo contaminado con petréleo,
sembrado con Mimosa priga donde el PFA de esta fue inferior al alcanzado en el suelo sin

contaminar.

El cuadro 6 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre el PFR a floracién del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo suelo para su FR.
El Z. mays inoculado con A. vinelandii, sembrado en suelo con GAS, bioestimulado con LC a
60,000 ppm (T2) registro un PFR de 19.22 g, superior al alcanzado por su homologo el CR que
mostro un PFR de 18.73 g, Yy que el control vegetal 1 que obtuvo 14.98 g en su PFR, lo
anterior sugiere que la BS con LC proporcion6 minerales como N, P, K y micronutrientes para
el crecimiento del Z. mays (Duran y Henriquez, 2007) y la inoculacién de la semilla con A.
vinelandii estimulo el crecimiento vegetal, mediante la conversion de exudados de la semilla 'y
radicales en sustancias promotoras del crecimiento vegetal (SPCV) (Diaz et al., 2000). Por el
contrario la graminea sembrada en suelo con GAS, bioestimulado con EFC y LC a 60,000 ppm
(T1) y EFC con LC a 30,000 ppm (T3) muestran un PFR de 6.38 y 6.54 respectivamente, los
resultados anteriores fueron inferiores a los valores registrados por el Z. mays usado como CR,
al respecto se ha reportado el efecto fitotdxico de los HC y demas componentes de la GAS,

esto debido a su hidrofobicidad y viscosidad con lo que se forma una pelicula en el suelo que
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se adhiere a la raiz e impide el intercambio gaseoso y con ello se crea un ambiente anaerébico
que causa la lisis de las membranas de las raices del Z. mays y la inhibicidn de su crecimiento

(Pefa-Castro et al., 2006)

El cuadro 6 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre el PSA a floracion del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo suelo para su FR.
El Z. mays inoculado con A. vinelandii, sembrado en suelo con GAS, bioestimulado con LC a
60,000 ppm (T2) registro un PSA de 5.79 g, superior al alcanzado por su homologo el CR que
mostro un PSA de 4.49 g, vy que el control vegetal 1 que obtuvo 1.92 g en su PSA, estos
resultados sugieren que la inoculacion de A. vinelandii y la aplicacion de la LC para BS o
como enmienda promovieron el crecimiento sano del Z. mays en suelo contaminado con GAS,
con un PSA superior al usado como CR que se establecid en suelo sin contaminante y se le
proporciono una condicion nutricional adecuada. Por el contrario la graminea sembrada en
suelo con GAS, bioestimulado con EFC y LC a 60,000 ppm (T1) y EFC con LC a 30,000 ppm
(T3) muestran un PSA de 0.96 y 0.84 respectivamente, lo anterior muestra un efecto negativo
de los HC de la GAS en suelo con gramineas como lo reportan Sangabriel et al., 2006, en la
disminucion del PSA total de un pasto, aunque también sefiala que las gramineas tienden a ser
mas tolerantes a los HC en suelo comparadas con las leguminosas.

El cuadro 6 muestra el efecto de la BR de un suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS,
sobre el PSR a floracién del Z. mays/A. vinelandii y sembrado en el mismo suelo para su FR.
El Z. mays inoculado con A. vinelandii, sembrado en suelo con GAS, bioestimulado con LC a
60,00 ppm (T2) registro un PSR de 2.59 g, , superior al alcanzado por su homélogo el CR que
mostro un PSA de 2.07 g, y que el control vegetal 1 que obtuvo 1.85 g en su PSA, Lo anterior

sugiere que la BS con LC para enriquecer con nutrientes y la acciéon conjunta de A. vinelandii
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promovié el crecimiento radical en el Z. mays; al respecto se ha demostrado que esta BPCV

sintetiza fitohormonas que modifican la morfologia de la raiz e incrementan la formacién de

pelos radicales que favorecen la permeabilidad de iones aprovechables para el crecimiento de

esta graminea (Loredo-Osti et al., 2004). Por el contrario la graminea sembrada en suelo con

GAS, bioestimulado con EFC y LC a 60,000 ppm (T1) y EFC con LC a 30,000 ppm (T3)

mostraron un PSR de 1.85 y 0.84 respectivamente, estos resultados muestran un efecto

fitotoxico especialmente por los HC aromaticos de la GAS (Balderas, 2013) sobre el Z. mays

al impedir el intercambio gaseoso y colateralmente una deficiencia mineral en esta graminea.

Cuadro 7. Patrén de perfil de sensibilidad de Azotobacter vinelandii para su

deteccion en la rizosfera de Zea mays en la fitorremediacion del suelo

contaminado con el remanente de la gasolina.

Azotobacter vinelandii | Azotobacter vinelandii.
Nombre de Antibiético Acrénimo | Concentracion inoculado Tratamiento 2
Resistencia | Sensibilidad | Resistencia | Sensibilidad
Cefalotina CF 30 mcg + +
Ceftriaxona CRO 30 mcg + +
Sulfametoxaol SXT |25 mog + -
Cefotaxima CTX 30 mcg + +
Netilmicina NET 30 mcg + +
Pefloxacina PEF 5 mcg + +
Nitrofurantoina NF 300 mcg + +
Cloranfenicol CL 30 mcg + +
Amikacina K 30 mcg + +
Gentamicina GE 10 mcg + +
Ampicilina Am 10 mcg - 0 - 0
Carbencilina CB 100 mcg - 0 - 0

Sensible = (+), Resistente= (-), Sin informacién= (0)
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Se realizé un perfil de antibidticos para Azotobacter vinelandii para comprobar que el mismo

A. vinelandii que se inoculo en la semilla en el tratamientos 2 fuera el mismo que se recuperaria

de la raiz del Z. mays para atribuir a esta bacteria la accion benéfica de esta BPCV en el

crecimiento del Z. mays.

Cuadro 8. Densidad de la poblacion bacteriana degradadora de gasolina de

suelo contaminado con 10,000 ppm, biorremediado con extracto fungico

crudo y lombricomposta a 30,000 y 6,000 ppm.

Biorremediacion/Bioestimulacion

Unidades formadoras de colonias (UFC)

10*
g de suelo biorremediado x

Suelo Control Relativo
Solucién Mineral 100%

5.22¢4

T1

suelo + gasolina 10,000 ppm
+extracto fungico crudo

+ lombricomposta 60,000 ppm

23.40¢

T2
suelo + gasolina 10,000 ppm
+ lombricomposta 60,000 ppm

73.00¢

T3

suelo + gasolina 10,000 ppm
+ extracto fungico
+lombricomposta 30,000 ppm

24.6°

Promedio de 3 muestras. T = tratamiento *Valores con letras distintas muestran diferencia
estadistica significativa segin Tukey (P<0.05)

En el cuadro 8 se muestra el efecto de la biorremediacién (BR) de suelo por bioestimulacién

(BS) con extracto fungico crudo (EFC) y lombricomposta (LC) en la densidad de la poblacién

bacteriana degradadora de GAS (PBDGAS). La PBDGAS fue mayor en suelo contaminado

con 10,000 ppm de GAS y biorremediado con LC a 60,000 ppm con 73.00 x 10* UFC/g

debido a que la LC proporcion6 mas minerales necesarios para el crecimiento de la microbiota
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oxidante de GAS (Felia-Modjer, 2006; Rodriguez, 2005; Rojas, 2009). La PBDGAS de suelo
contaminado con GAS 10,000 ppm biorremediado con LC 30,000 ppm y EFC y la del suelo
BR con LC a 60,000 ppm y EFC fueron semejantes con 24.60 x 10* y 23.40 x 10* UFC/g
respectivamente, menor a la PBDGAS del suelo BR Unicamente con LC, lo que sugiere que al
agregar EFC las enzimas extracelulares hidrolizaron la fraccion aromatica de la GAS y la
presencia de esporas estimulo el crecimiento de los hongos que compitieron por los minerales
con las bacterias como sefiala Sdnchez-Yafiez (2007) que el potencial enzimatico que tienen los
hongos codificado en su genoma, tienen incluso uso para eliminar xenobioticos que dafian el
equilibrio natural y flores que entre los organismos del suelo se produce una gran competencia
por el N, los microorganismos que poseen capacidad enzimatica mayor son los que mas
nitrégeno absorben, dentro de este grupo estan las bacterias seguidas de los hongos. Mientras
que en suelo sin bioestimular usado como control relativo (CR) la ausencia de nutrientes
esenciales para la PBMARA ocasiond una disminuciéon en su densidad y absoluto (CA) la
PBMARA aumentd en respuesta a la adicién de agua y a la ausencia de ARA. En suelo no
contaminado con GAS en el CR, la PBDGAS fue la que tuvo un valor menor con 5.22 X
10* UFC/g debido a la ausencia de nutrientes y a que no se adiciond GAS, este resultado
concuerda en magnitud con los valores en el orden de 10° a 10* bacterias degradadoras por
gramo de suelo seco para suelos no contaminados, reportados por Rosenberg (2006), mientras
que para suelos con contaminacion cronica se elevan hasta 4 érdenes de magnitud de 0.7 x
108 a 28.2 x 108 UFC/g como reporta Alghazawi et al., (1987) lo cual no coincide con los
resultados obtenidos debido a que la contaminacion con GAS no fue un permanente. La LC
estimulo mejor a la PBDGAS en relacion con el efecto de la SM por la mayor diversidad de

compuestos organicos e inorganicos presentes en ella, que estimularon mejor a la microbiota
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mineralizadora de GAS, mientras que la SM cuyos componentes s6lo inorganicos limitaron la

actividad bacteriana en comparacion con la LC.

Cuadro 9. Porcentaje de bacterias Gram positivas y Gram negativas de suelo
contaminado con 10,000 ppm de gasolina, biorremediado con extracto

fangico crudo y lombricomposta a 30,000 y 60,000 ppm

Gram positivas Gram negativas
Biorremediacién/Bioestimulacion Por ciento (%) (%)
Suelo Control Relativo 0 100
Solucion mineral 100 %
T1 18.19 81.81

suelo + gasolina 10,000 ppm
+extracto fungico crudo
+ lombricomposta 60,000 ppm

T2 9.10 90.9
suelo + gasolina 10,000 ppm
+extracto fungico crudo

+ lombricomposta 60,000 ppm

T3 0 100
suelo + gasolina 10,000 ppm
+ extracto flngico crudo

+ lombricomposta 30,000 ppm

Promedio de 3 muestras. T = tratamiento

La tendencia en los suelos contaminados con GAS sometidos a BR fue la prevalencia de
bacterias Gram negativas. Por lo tanto el porcentaje (%) de bacterias Gram positivas es del

11.11% mientras que las bacterias Gram negativas estan en un porcentaje mayor 88.88%.

Deshusses (1994) sefiala que los géneros de bacterias mas comunmente identificados en
biofiltros para la degradacion de GAS son: Pseudomonas spp (Gram negativa), Rhodococcus
spp (Gram positiva), Hyphomicrobium spp (Gram negativa), Mycobacterium spp (Gram

positiva), Flavobacterium spp (Gram negativa), Nocardia spp (Gram positiva), Thiobacillus
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spp (Gram positiva), por lo que seria posible encontrar alguno (s) de estos géneros de bacterias

degradadoras de GAS en los suelos biorremediados, principalmente bacterias Gram negativas.

Cuadro 10. Formas microscopicas observadas con tincion Gram de las
bacterias oxidantes de gasolina presentes en el suelo contaminado con 10,000
ppm de esta mezcla y biorremediado con extracto fungico crudo y

lombricomposta a 30,000 y 60,000 ppm

Gram negativas Gram positivas
Biorremediacion/Bioestimulacion [ Bacilos | Bacilos | Cocos | Cocobacilos Bacilos
cortos | largos esporulados
Suelo 10 0 0 0 0
Control Relativo
T 1: suelo + gasolina 10,000 ppm 2 6 1 0 0
+ extracto fungico crudo
+ lombricomposta 60,000 ppm
T2: suelo + gasolina 10, 000 ppm 6 2 2 0 1
+ lombricomposta 60,000 ppm
T 3: suelo + gasolina 10, 000 ppm 8 1 1 1 0
+ extracto fungico crudo
+ lombricomposta 30,000 ppm
Total 31 10 5 2 6

Promedio de 3 muestras. T = tratamiento
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Cuadro 11. Morfologia macroscépica dominante de las colonias bacterianas

oxidantes de gasolina cuantificadas en suelo contaminado con 10,000 ppm de

esta mezcla, biorremediado con extracto fungico crudo y lombricomposta a

30,000 y 60.000 ppm.
Biorremediacion/Bioestimulacion | Forma Color Bordes Brillo | Tamafio
(mm)
Suelo Control absoluto Circular | Dorado- | Entero Si 3
beige
T1 Circular | Dorado- | Entero Si 2
suelo + gasolina 10,000 ppm beige
+ lombricomposta 60,000 ppm
T2 Circular | Blanco- | Entero No 4
suelo + gasolina 10,000 ppm beige
+ extracto fungico crudo
+ lombricomposta 60,000 ppm
T3 Circular | Dorado- | Entero Si 2
suelo + gasolina 10,000 ppm beige

+ extracto flngico crudo
+ lombricomposta 30,000 ppm

Promedio de 3 muestras. T = tratamiento
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Cuadro 12. Densidad de la poblacion fangica degradadora de gasolina de suelo
biorremediado con extracto fungico crudo y lombricomposta a 30,000 y
60,000 ppm.

Propagulos fungicos

x 1072
Biorremediacion/Bioestimulacion
Suelo Control Relativo 0¢
Solucion Mineral 100 %
T1 2.00°

suelo + gasolina 10,000 ppm
+extracto fungico crudo
+ lombricomposta 60,000 ppm

T2 0¢
suelo + gasolina 10,000 ppm
+lombricomposta 60,000 ppm

T3 13.00¢
suelo + gasolina 10,000 ppm
+ extracto fungico crudo

+ lombricomposta 30,000 ppm

Promedio de 3 muestras. T = tratamiento. Letras distintas con diferencia estadistica
significativa (P<0.05) segun Tukey.

En el cuadro 12 se muestra el efecto de la BR de suelo por BS con EFC y LC en la densidad de
la poblacidn fungica degradadora de GAS (PHDGAS). El valor mayor de PHDGAS se obtuvo
en el suelo BR con EFC y LC a 30,000 ppm con 13.00 x 102 propagulos flingicos/g. Sanchez-
Yafez (2007) sefiala que los calculos de la poblacion de hongos en cualquier suelo con base en
la CVP tiene severas criticas ya que las colonias que crecen sobre el agar provienen de un
derivado de la espora, de un fragmento de micelio vegetativo, en la naturaleza se desconoce
bajo qué estado fisioldgico latente o activo estaba la unidad fungica viable en la muestra

original, por lo cual el solo agitar el tubo de la dilucion causa un error al estimar la poblacion
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fangica ya que la agitacion rompe el micelio y los cuerpos que contienen esporas en un nimero
indeterminado de fragmentos, cada uno de los cuales genera una colonia. En el suelo BR con
EFC y LC 60,000 ppm se observa un crecimiento minimo de hongos, en contraste con el CA'y
el suelo BR dnicamente con LC 60,000 ppm donde no se observo crecimiento, lo que sugiere

que la ausencia del EFC no estimulé su crecimiento.

9. Conclusién

La biorremediacién de suelo contaminado con 10,000 ppm de GAS, mediante un EFCy LC
seguida de la posterior fitorremediacion del mismo suelo con Z. mays/Azotobacter vinelandii
para la GAS remanente fue una opcién para su recuperacion. Mientras que se demostrd que la
biorremediacion con EFC y LC favorecid una amplia diversidad de una microbiota con

capacidad para mineralizar la GAS, lo cual acelero su recuperacion con la fitorremediacion.
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