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Resumen
La contaminacién de suelo por mezclas de hidrocarburos (HC) alifaticos y aromaticos como el
aceite residual automotriz (ARA) afecta negativamente su fertilidad, asi como su produccion y
cobertura vegetal, ademas inhibe la actividad microbiana en los ciclos biogeoquimicos que
sustentan la vida. Para biorrestaurar un suelo impactado con ARA, esta investigacion se dividid
en dos fases experimentales: I) el suelo se contaminé con 34500, 65418 y 89830 ppm de ARA,
y se biorremedié por bioestimulacion con un extracto fiungico crudo (EFC) para hidrolizar la
fraccion aromatica del ARA y/o Cicer arietinum como abono verde (AV) e inducir
mineralizacion de los HC alifaticos. II) El suelo se contamind con 34500 ppm de ARA y se
biorremedi6 en tres etapas secuenciales: 1) Bioestimulacion con un EFC. 2) después se cultivo
e incorpor6 C.arietinum como AV, y para el ARA remanente, 3) el suelo se fitorremedid con
Sorghum vulgare inoculado con Rhizophagus irregularis y/o Rhizobium etli. El objetivo de
esta investigacion fue analizar la biorremediacion de un suelo contaminado con ARA por una
doble bioestimulacion en secuencia con un EFC y/o C. arietinum y la ulterior fitorremediacion
del suelo con S. vulgare tratado con R. irregularis y/o R. etli para el ARA restante. El ensayo se
evalud con las variables respuesta: concentracion inicial y final de ARA e identificacion de sus
principales HC. En la etapa de fitorremediacion del suelo con S. vulgare se midi6 su fenotipia:
altura, longitud radical y biomasa: peso fresco y seco aéreo y radical en estadio de floracion. A
nivel radical se determind el porcentaje de colonizacion de R. irregularis. Los datos
experimentales se analizaron por combinacion de varianza (ANOVA) y Tukey con p<0.05

(programa JMP version 6.0).

Palabras clave: graminea, monooxigenasas, cometabolismo, mineralizacion

Xi



Abstrac:
Soil contamination by mixtures of aliphatic and aromatic hydrocarbons (HC) such as waste
motor oil (WMO) adversely affects fertility and production and plant cover also inhibits
microbial activity in biogeochemical cycles that sustain life. To biorrestaurar soil impacted with
WMO, this research was divided into two experimental phases: I) the soil was contaminated
with 34500, 65418 and 89830 ppm of WMO, and biostimulation biorremedio by a fungal crude
extract (FCE) to hydrolyze the fraction WMO aromatic and / or Cicer arietinum as green manure
(GM) and induce mineralization of aliphatic HC. IT) The soil was contaminated with 34500 ppm
of WMO and bioremedio in three sequential steps: 1) Biostimulation with an EFC. 2) then
cultured and incorporated C.arietinum as GM , and the remainder, 3) WMO phytoremedio the
soil with Sorghum vulgare inoculated with Rhizophagus irregularis and / or Rhizobium etli.
The objective of this research was to analyze the bioremediation of soil contaminated with
WMO by a double biostimulation in sequence with an EFC and / or C. arietinum and subsequent
soil phytoremediation with S. vulgare treated with R. irregularis and / or R. etli for the remaining
WMO. The assay was evaluated with the response variables: initial and final concentration of
WMO and identification of its main HC. Height, root length and biomass: Fresh aerial and root
dry weight and flowering stage in soil phytoremediation stage with S. vulgare your phenotyping
was measured. A radical level the percentage of colonization of R. irregularis was determined.
Experimental data were analyzed by combination of variance (ANOVA) and Tukey with P0.05

(JMP program version 6.0).

Keywords: grass, monooxygenases, cometabolism, mineralization
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2. Introduccion y antecedentes:

2.1.Contaminacion de suelo por aceite residual automotriz

La contaminacion de suelo por hidrocarburos derivados del petroleo, como el aceite residual
automotriz (ARA) es un problema econdémico-ambiental en el mundo. E1 ARA es un residuo
peligroso constituido por una mezcla heterogénea de hidrocarburos (HC) alifaticos lineales
o ramificados y monoaromaticos, diaromaticos, aromaticos policiclicos (HPA), resinas y
asfaltenos de alto peso molecular (Gomez et al., 2007); ademas contiene metales pesados
como el niquel o el plomo y otros compuestos de azufre y/o nitrégeno como el n-fenil- a-
naftilamina, n-fenil- B -naftilamina y tetrametil-diamino-difenil-metano (Vallejo et al.,
2005). De acuerdo con el Instituto Nacional de Ecologia y SEMARNAT (2007) en México
se producen 450X10° L de ARA/afio, y la mayor parte, equivalente a 400X10° L de ARA
o al 89 %, se desconoce su disposicion final (LGEEPA 2012), lo que origina un grave
problema de contaminacién ambiental, especialmente en suelo, donde el ARA impide el

intercambio gaseoso, la mineralizacion de la materia orgénica, reducen su fertilidad e inhibe

Reciclaje 8%

Combustible
ecologico
3%

Figura 1. Disposicion de aceite residual automotriz en México



la actividad microbiana involucrada en los ciclos biogeoquimicos que sustentan la vida

(Pardo et al., 2004).

2.2. Estrategias de biorremediacion de suelo contaminado con aceite residual
automotriz:

Se han empleado estrategias para restaurar suelos impactados con HC como el ARA, y se
requiere aplicarlas en orden de sucesion y no simultdneamente como erroneamente se hace
(Maldonado-Chavez et al., 2010; Ferrera-Cerrato et al., 2007). En la primera fase se
emplean los métodos fisicos cuando el nivel de contaminacion es tan alto que se requiere la
remocion mecanica o lavado para eliminar el exceso de HC en ese ambiente; en la segunda
fase se usan quimicos como el H2O2, KMnO4 y el O3 y/o la incineracion para eliminar los
HC en ese suelo (Delgadillo-Lopez et al., 2011; NOM-138-SEMARNAT/SS, 2003); y
cuando la concentracion del ARA en el suelo es tolerable para la microbiota heterotrofica
oxidante de HC y/o las plantas, entonces se utiliza la biorremediaciéon con sus variantes:
bioaumentacion, bioestimulacion y fitorremediacion de acuerdo con el problema (Vidali

2001).

2.3.Biorremediacion via Bioestimulacion:

La bioestimulacion es una estrategia de biorremediacion que consiste en incorporar al suelo
contaminado con ARA un abono organico animal o vegetal, y/o un fertilizante quimico que
supla la demanda de compuestos de N, P y/o K esencial para que la microbiota nativa
heterotrofica aerobica oxide sus HC (Roane et al., 2001). Sin embargo la biorremediacion
unicamente por bioestimulacion es lenta comparada con los métodos quimicos. Al respecto
la informacion asociada con la biorremediacion de un suelo contaminado con ARA en
diferentes niveles de contaminacion aplicando bioestimulacion con fertilizantes orgénico o

inorganicos es escasa, como lo reportaron Abdulsalam y Omale (2009), que analizaron la



bioestimulacion de un suelo impactado con 40000 ppm de ARA con 57.2 (g/kg de suelo) de
un fertilizante (N.P.K; 20:10:10) por 42 dias y mostraron que después de la bioestimulacion
se redujo en un 69.2 +0.05%, comparado con el mismo suelo contaminado con ARA sin

bioestimular empleado como control negativo, donde la atenuacion natural eliminé el

43.2+1.5%.

2.3.1.1.Bioestimulacion de suelo impactado con aceite residual automotriz con un extracto

fingico crudo

Uno de los factores limitantes de la biorremediacion de un suelo contaminado con ARA son
sus HC policiclicos aroméaticos (HPA) que son recalcitrantes, una opcion para su degradacion
parcial es aplicar enzimas extracelulares de hongos mitosporicos ligninoliticos (HML), como
Aspergillus sp. Alternaria sp. (Laura y Castellanos, 2009), Fusarium solani, Cladosporium
cladosporioides (Nazareno et al., 2000), Chaetomium globosum y C. erraticum (Troya et al.,
2000) que al sintetizar: a) la manganeso peroxidasa (MnP) hidroliza fenol por oxidacion de
Mn?* a Mn?; con b) la lignino peroxidasa (LiP) y la lacasa (p-difenol- dioxigeno: 6xido-
reductasa), ambas dependientes de cobre, rompen arométicos del ARA en ausencia de MnP
(Rodriguez et al., 2003). Con base en lo anterior es posible suponer que en un suelo
contaminado con ARA la aplicacion de un extracto fingico crudo (EFC) de HML es ttil para
degradar la fraccion aromatica del ARA, puesto que estas enzimas ligninoliticas son activas
en condiciones fisico-quimicas ambientales diversas y adversas de temperatura, pH e
inhibidores naturales de las proteinas (Pineda-Flores y Mesta-Howard, 2001).

Aunque la informacion generada hasta el momento sobre la biorremediacion de suelo
contaminado con ARA por bioestimulacion con un EFC de HML es minima, investigaciones
relacionadas si existen, como lo reporté Leal (2003), que realizé una doble y secuencial
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bioestimulacion de un suelo contaminado con 25000 ppm de ARA con un EFC de
Phanerochaete chrisosporium y una solucién mineral y lo comparoé con la bioestimulacion
de ese mismo suelo solo con la solucién mineral. Sus resultados reportaron que la doble
bioestimulacion con el EFC y solucion mineral redujo hasta 12080 ppm del ARA, mientras
que la bioestimulacion solo con la solucion mineral elimind apenas 3900 ppm, lo que
demuestra que al combinar en secuencia dos estrategias de bioestimulacion se acelera la
detoxificacion de suelo impactado con ARA. Asimismo Garcia et al., (2007), en agua
doméstica contaminada con ARA y bioestimulada con un extracto fungico purificado de
Pleurotus florida y una solucion mineral, en 96.7 h mineralizé el benceno del ARA y lo
redujo a 7.72 ppm, en comparacion al agua con ARA sin bioestimular, donde por atenuacion

natural el remanente de benceno fue de 32.77 ppm.

2.3.1.2. Bioestimulacién de suelo contaminado con aceite residual automotriz con Cicer
arietinum como abono verde

La continuacién de la biorremediacion de ese suelo impactado con ARA se mejora y acelera
con C. arietinum aplicado como abono verde (AV), ya que restaura el desequilibrio mineral
de ese suelo, especialmente la deficiencia de nitrogeno e induce a las poblaciones nativas
microbianas heterotroficas a mineralizar los HC del ARA, como lo sefialado por Balderas
(2014) en un suelo contaminado con 75000 ppm de ARA por bioestimulacién doble y
combinada con una solucion mineral, AV de Phaseolus vulgaris inoculado con Bacillus
cereus y Burkholderia sp. y sucesiva fitorremediacion con S. vulgare redujo el ARA hasta
80 ppm, comparado con la atenuacion natural donde el total del ARA fue persistente.
También Asquith et al., (2012), reportaron que en un suelo contaminado con 30,000 mg/kg
de hidrocarburos totales de petroleo al ser bioestimulado con enmiendas con abono verde

combinado con DaramendTM después de 195 dias redujo hasta un 80 % de esos HC,



comparado con un 10 % que se elimind por atenuacion natural en el mismo suelo

contaminado sin bioestimular usado como control negativo.

2.4. Fitorremediacion del suelo para eliminar el aceite residual automotriz remanente

En la biorrestauracion del suelo impactado con HC para eliminar el ARA remanente se
recomienda la fitorremediacion con gramineas como el S. vulgare por su denso sistema radial
que se asocia con microorganismos oxidantes de HC (Salt et al., 1998; USEPA, 2001). Esta
graminea ademas de un sistema radical extenso y fibroso puede ser tolerante a la
fitotoxicidad de algunos HC, y mecanicamente facilita la aireacion del suelo por la
penetracion radical, mientras que sus exudados enriquecen la rizosfera para estimular la
actividad de la microbiota heterdtrofa oxidante de HC (Pefia-Castro, et al., 2006). Al
respecto Shirdam et al., (2008) fitorremediaron un suelo contaminado con 40 000 ppm de
petroleo con Sorghum bicolor L y Linum usitatissumum L. y mostraron una reduccion de
9500 y 18500 ppm de petroleo respectivamente, comparado con el suelo sin fitorremediar
usado como control negativo donde la eliminacién de petréleo fue nula a los 90 dias. También
Osadolor y Seghosime (2013) fitorremediaron un suelo contaminado con 7546 ppm de ARA
con Melampodium paludosum. El resultado mostr6 una reduccion de 4539 ppm de ARA

después de 16 semanas.

2.4.1. Fitorremediacion de suelo contaminado con aceite residual automotriz con Sorghum

vulgare inoculado con Rhizobium etli y/o Rhizophagus irregularis

Los HC insolubles del ARA en el suelo inhiben el crecimiento vegetal al impedir el
intercambio gaseoso, al limitar la disponibilidad de agua, y colateralmente retardar las fases
de plantula o floracion (Méndez-Natera et al., 2004). Mientras que se reporta que los HC al

solubilizarse en la raiz disuelven las membranas de sus células corticales, por lo que la planta



tiene un mayor gasto energético para reparar el tejido radical dafiado y en ello disminuye el
crecimiento vegetal aéreo (Chaineau, et al.,1997; Loredo-Osti et al., 2004; Pefia-Castro, et
al., 2006).

La fitorremediacion del suelo para reducir el ARA remanente con S. vulgare podria mejorarse
por la inoculacion con R. etli; un género bacteriano promotor de crecimiento vegetal que
sintetiza fitohormonas en la rizosfera y tiene capacidad de mineralizar los HC alifaticos y por
cometabolismo degradar parcialmente los HPA (Loredo-Osti et al., 2004; Garcia-Rivero y
Peralta-Pérez, 2008). Otra manera de mejorar la fitorremediacion de suelo impactado con
HC del ARA e incrementar la mineralizacion de sus alifaticos, es la siembra de S. vulgare
inoculado con R. irregularis, que estimula su crecimiento por traslocacion de POs, ademas
de conferirle tolerancia ala fitotoxicidad de HC alifaticos y aromaticos, sin embargo minima
informacion se reporta en suelo contaminado con HC biorremediado por bioestimulacion y
posterior fitorremediacion con S. vulgare inoculado con R. irregularis, pero si de
investigaciones analogas con leguminosas; como el trabajo de  Villegas (2011), que
analiz6 en un suelo contaminado con fenantreno su fitorremediacion con Leucaena sp.
coinoculada con Glomus spp. y/o Rhizobium sp. Los resultados mostraron que en el suelo
fitorremediado con la leguminosa coinoculada se elimind 60 pg/kg de suelo de fenantreno
mas, que la cantidad eliminada de estos aromaticos que con la Leucaena sin inocular a los
60 dias. También Zhou et al., (2013) en un suelo contaminado con 50000 ppm de pireno
fitorremediaron con Medicago sativa cv Europe y Fetuca arundinacea cv Barclay inoculadas
con R. irregularis durante 60 dias. Los resultados mostraron que en el suelo la
fitorremediacion con M. sativa redujo el 28% de pireno y F. arundinacea un 9.95% mientras

que en el suelo contaminado usado como control la mineralizacion de pireno fue nula.



Lo anterior muestra que la biorremediacion con las diversas variantes reducen la
concentracion de mezclas de HC, sin embargo, se emplean estas estrategias de forma
independiente y la depuracion de esos suelos generalmente es lenta, por lo que para acelerar

la restauracion de un suelo contaminado con ARA se planted la siguiente hipotesis:

3. Hipotesis:

Un suelo contaminado con 34500, 64418 y 89830 ppm de aceite residual automotriz sera
eficazmente restaurado por doble bioestimulacion con un extracto fungico crudo, Cicer
arietinum y/o ulterior fitorremediacion con Sorghum vulgare inoculado con Rhizobium etli

y/o Rhizophagus irregularis.

4. Objetivo general:
Analizar en un suelo contaminado con aceite residual automotriz la bioestimulacion con un
extracto fangico crudo, Cicer arietinum y posterior fitorremediacion con Sorghum vulgrare

inoculado con microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

4.1. Objetivos particulares:

1. Evaluar en un suelo contaminado con aceite residual automotriz su bioestimulacion
con Cicer arietinum como un abono verde y un extracto fungico crudo
individualmente o combinado.

2. Analizar el efecto de la fitorremediacion de suelo para reducir el aceite residual
remanente con Sorghum vulgare inoculado con Rhizophagus irregularis y Rhizobium

etli.



5. Material y métodos:

Este trabajo de investigacion se realizd en dos fases experimentales establecidas de la

siguiente manera:

FASE I

Suelo contaminado con 34500, 65418 y 89830 ppm de aceite residual automotriz se
biorremedi6 con una doble bioestimulacion con un extracto fiingico crudo y/o C. arietinum

como abono verde por 60 dias.

FASE Il

Biorremediacion secuencial de suelo contaminado con 34500 ppm de aceite residual
automotriz con un extracto fingico crudo seguido de la bioestimulacion con Cicer arietinum
como abono verde y ulterior fitorremediacion con Sorghum vulgare inoculado con

Rhizophagus irregularis y/o Rhizobium etli por 120 dias.



5.1. Diagrama de bloques: Biorremediacion de suelo contaminado con aceite residual

automotriz por bioestimulacion con un extracto fungico crudo y/o C. arietinum como

abono verde

FASE I

Activacion HML Cultivo
C. arietinum
—
I_l\/
Barbecho
Actividad LiP, C. arietinum
MnP y lacasa [ ]
1
EFC AV
— Suelo con ARA  |«—
3x10%, 6x10* y 9x10*
ppm/kg suelo
[ A \
Actividad LiP, Identificacion de Cuantificacion
MnP y lacasa hidrocarburos del
ARA de ARA

Nota: ARA= aceite residual automotriz; AV= abono verde; HML=hongos mitosporicos

ligninoliticos; LiP=lignino peroxidasa; MnP=manganeso peroxidasa



5.2. Produccidn de extracto fungico crudo para bioestimulacion de suelo contaminado

con aceite residual automotriz

De la coleccion de HML del laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH, se cultivaron Penicillum chrysogenum,
Aspergillus tubingensis, A. fumigatus y Fusarium thapsinum en medio liquido con lignina
residual de paja de trigo (LIREPATO) como tUnica fuente de carbono y energia, con la
siguiente composicion quimica (g/L): LIREPATO, 10,0; peptona de soya, 5.0; CuSOs4, 0.01;
MgSOq4, 1.5; KH2PO4, 1.5; KoHPOy4, 1.5, NaCl, 0.9; extracto de levadura, 1.0; detergente
Roma® al 1%, 2.5mL; solucién de oligoelementos 0.001 mL; azul de bromotimol al 0.1%,
10,0mL, pH ajustado a 5.5. Los HML se incubaron 18 dias/28°C en agitador mecanico
(Thermo Scientific MaxQ 4000) a 150 rpm y se mantuvo un pH 5.5 + 0.2 constante. Cada
semana se colectd 10.0 mL del medio LIREPATO para determinar la actividad lacasa, LiP y
MnP durante dos semanas y luego se congelaron las muestras hasta su analisis (Bonilla et al.,
2013). Para obtener el EFC, con bomba de vacio (Power electric) las muestras de LIREPATO
con los HML se filtraron y se ajustd a un pH de 6.5 £ 0.2 con potenciémetro (HANNA
instruments) y se conservo en frascos schott /en congelacion hasta su aplicacion para

bioestimular el suelo contaminado con ARA (Figura 2).
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Figura 2. Obtencion de extracto fungico crudo para biorremediar un
suelo contaminado con aceite residual automotriz

5.2.1. Actividad lacasa, lignino y manganeso peroxidasa generados por hongos
mitosporicos ligninoliticos

Las muestras de LIREPATO con los HML se centrifugaron a 8000 rpm (Hettich Universal
320R) y 4°C/15 min (Troya et al, 2000; Laura y Castellanos 2009); el sobrenadante obtenido

se utilizo para medir la actividad Lacasa, LiP y MnP:

Actividad lacasa: para cada muestra se mezclé 300 pL del sobrenadante, 2.4 mL del buffer
acetato de sodio (Sigma) 25 mM pH 3, 300 uL CuSO4 (S5ppm), 300 pL 2,2’-acino-bis-(3
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) o ABTS (Sigma) 10 Mm y para el blanco 300 pL agua
destilada; 2.4 mL del buffer acetato de sodio; 300 uL CuSO4y 300 uL. del ABTS. La actividad
lacasa se cuantifico en espectrofotometro (UV-Vis Thermo Scientific Evolution 60S)
mediante la oxidacion de ABTS a 25°C/ 420 nm/3min, con un coeficiente de extincion molar

de €420 = 36000 M! cm-! (Mun-Jung et al., 2004).

LiP: para cada muestra se mezclé 400 pL del sobrenadante; 2.5 mL del buffer sodio (Sigma)
100 mM pH 3.0; 1.0 mL del alcohol veratrilico (Sigma) 10 mM, 100 uL. de H,O, (AlyM®)

10 mM. El blanco se prepard con 400 pL del agua destilada; 2.5 mL del buffer tartrato de
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sodio; 1.0 mL del alcohol veratrilico y 100 puL del H>O»; la adicion de 100 uL. del H>O» inicia
la oxidacion del alcohol veratrilico. La actividad LiP se cuantificd en espectrofotometro
(UV-Vis Thermo Scientific Evolution 60S) mediante la oxidacion de alcohol veratrilico a
25°C/ 310 nm /3min, con un coeficiente de extincion molar de €310=9300 M™! cm™! (Moldes

etal., 2003 en Gao et al., 2011; Bonilla et al., 2013).

MnP: se mezclo para cada muestra 400 pL del sobrenadante; 3.4 mL de buffer malonato de
sodio (Sigma) 50 mM pH 4.5; 0.1 mL de MnSO4 (Baker) 15 mM, la reaccidn inicia con la
adicion de 100 pL de H2O2 (AlyMR) 10 mM. El blanco se prepard con 400 pL agua destilada;
3.4 mL de buffer malonato de sodio; 0.1 mL de MnSOs; 100 uL. de H>O,. La actividad MnP
se cuantifico en espectrofotometro (UV-Vis Thermo Scientific Evolution 60S) por oxidacion
de MnSO4 a tartrato Mn™ , se considerd 25°C/ 240 nm /3min, con un coeficiente de extincion
molar de £240=6500 M™! cm™! (Moldes et al., 2003 en Gao et al., 2011). La actividad lacasa,
LiP y MnP se convirtié a unidades enzimaticas internacionales (IU) con la siguiente formula:

(44)(Vp) (10°)
(O (©) (D) (Vi)

IU (I)=

Donde:

* JU = actividad enzimatica (umol min™! 1)

= AA = Absorbancia final — absorbancia inicial

= Vt= Volumen total de la reaccion (mL)

* 10° = conversion de mol a umol

= t=Tiempo de la reaccion (min)

» ¢ = Coeficiente de extincion molar (M cm™) (mol I'' cm™)
= b =Trayectoria optica (1.0 cm)
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5.3. Andlisis fisico-quimico del suelo:

Se utilizé un suelo lateritico s6dico en un terreno agricola denominado “La cajita’’ de la
Tenencia Zapata del municipio de Morelia, Mich., sobre el km 5 de la carretera Morelia-
Patzcuaro, México. Un suelo degradado y con un historial agricola de 20 afios de un sistema
de cultivo intensivo cereal-cereal: maiz-trigo y maiz-cebada, ubicado a los 19° 39’ 27°° de
latitud norte 100° 19 59°° de longitud oeste, con una altitud de 1820 msnm con clima
templado, temperatura media anual de 17.3 °C, precipitacion anual de 796 mm, granizadas
promedio 3-4/afio, heladas 4-8/afio e insolacion 227:63 h: min.

Se dispuso de 1.0 kg de suelo sin contaminar con ARA y se tamiz6 con malla no. 40 (0.1682
mm) para analizar sus propiedades fisico-quimicas en el laboratorio de Edafologia “Martha
Bustos Zagal” de la facultad de Biologia de la UMSNH. Los resultados obtenidos se muestran
en el cuadro 2: textura arenoso-franco con pH moderadamente 4cido, alta concentracion de
materia orgdnica y baja capacidad de intercambio cationico. Este suelo tiene propiedades de
un suelo volcanico de porosidad ligeramente alta, porcentaje de saturacion alta y capacidad
de campo y humedad aprovechable baja segiin la Norma Oficial mexicana NOM-021-

SEMARNAT-2000.
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Cuadro 2. Analisis fisico quimico de un suelo sin contaminar con aceite residual

automotriz
Parametro Unidad Valor Interpretacion™
pH: 1:20 I UPH I 6,1 I Moderadamente acido
Materia organica % 7,33 Muy alto
Capacidad de intercambio Cmol(+)Kg™! 15 Baja
cationico
Textura % Ac-%L- 7-12- Arenoso-franco
% Ar 81
Densidad real g/cms 2,03 Sin interpretacién en la NOM
Densidad aparente g/cms 0,96 Comun en suelo volcanico
Porosidad % 53 Ligeramente alta *
Porcentaje de saturacion de % 63 Alta ™
humedad
Capacidad de campo % 8.4 Baja*
Humedad aprovechable % 4,2 Baja®

*NOM-021-SEMARNAT-2000

5.4. Cultivo de Cicer arietinum como abono verde para bioestimular el suelo

contaminado con aceite residual automotriz

En el suelo contaminado con 34500 ppm de ARA primero bioestimulado con el EFC, se
sembro C. arietinum y 30 dias posteriores a su siembra se barbech6 e incorpor6 como AV

para bioestimulacién de ese suelo durante 30 dias mas (Alvarez y Treto, 2002).

5.5. Disefio experimental fase I:
El suelo contaminado con 34500, 65418 y 89830 ppm de ARA se colocé en matraces Bartha,

con un disefo experimental de bloques al azar con 8 tratamientos y 5 repeticiones. Se dejo el
mismo suelo contaminado con ARA en esas concentraciones como control negativo y solo

se conservo la humedad a capacidad de campo para medir el efecto de la atenuacion natural;
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y se compard con el suelo contaminado con AR bioestimulado con EFC y/o C. arietinum

como abono verde (Cuadro 3):

Cuadro 3. Bioestimulacion de un suelo contaminado con aceite residual automotriz con

un extracto fangico y/o Cicer arietinum como abono verde

Aceite residual Bioestimulacion

Bioestimulacion de suelo automotriz (ppm) con extracto
fangico crudo y

abono verde

Control negativo A 89830 -
Tratamiento A 89830 +
Control negativo B 65418 -
Tratamiento B 65418 +
Control negativo C 34500 -
Tratamiento C 34500 +

Simbologia: (+) Bioestimulacion; (-) Atenuacion natural

5.5.1. Cuantificacion inicial y final de aceite residual automotriz del suelo bioestimulado

con extracto fingico crudo y C. arietinum como abono verde

Cada 30 dias se colectaron muestras de 10.0 g de suelo que se conservaron a 4°C hasta el andlisis

de ARA, por el método de Soxhlet (Smith et al., 2011).
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5.6. Identificacién de hidrocarburos aromaticos remanentes del aceite residual

automotriz en un suelo biorremediado

5.6.1. Extraccion de aceite residual automotriz:

Las muestras de suelo contaminadas con ARA conservadas a 4°C se secaron a temperatura
ambiente por 48 h, se homogenizaron y de cada una se tomaron tres alicuotas de 3.0 g para
un total de 3 repeticiones. Se colocaron en tubos hasch de 10.0 mL y se adicion6 3.0 mL de
hexano (pureza 98.5% ACS-Sigma Aldrich grado HPLC); se agité por 60 s en bortex y
posteriormente se filtraron en embudo de separacidn tres veces; se elimind residuos de agua
en embudo con filtro de algodén y MgSO4, finalmente se dej6 evaporar el solvente por 24 h
a temperatura ambiente y se afor6 cada muestra a un volumen total de 1.0 mL para su

posterior analisis.

5.6.2. Identificacion de hidrocarburos por cromatografia de gases acoplada a masas:

Las muestras de suelo con el ARA se analizaron en cromatdgrafo de gases Agilent
Technologies serie 7890A acoplado a masas serie 5975C, se inyect6 1.0 pL. de muestra modo
Splitless, se uso helio (99.995% pureza) como gas de acarreo en una columna capilar Zebron-
SMS de 30.0 m de longitud, con un didmetro interno de 0.25 mm y un espesor de pelicula de
0.25 mm. La temperatura de inyector fue de 250°C y la temperatura inicial del horno fue de
50 °C con rampa 30-150°C rampa 2 de 10°C c¢/min hasta 310°C/2min. El detector de
temperatura fue de 280°C con un tiempo de equilibrio de 3 min y una temperatura maxima

de 320°C (método modificado de Peng et al., 2009).
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Figuras 3. Identificacion de hidrocarburos del aceite residual automotriz:

a) extraccién con hexano; b) cromatografo Agilent Technologies serie 78902

5.7. Andlisis de resultados

Los datos experimentales fueron sujetos a un analisis combinado de varianza (ANOVA) y
Tukey para comparar diferencia estadistica significativa con p<0.05 (programa JMP version

6.0).
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FASE II:

La segunda parte experimental se realiz6 en invernadero, bajo un disefio de bloques al azar
con cinco repeticiones, para ello suelo contaminado con 34500 ppm de ARA/kg de suelo se
biorremedi6 en jarras de Leonard como se muestra en la figura 5, primero con un EFC por
30 dias y después con C. arietinum como abono verde, barbechado e incorporado al suelo a
nivel de plantula por 60 dias. Después de esta doble bioestimulacion se inicid etapa de
fitorremediacion del ARA remanente con S. vulgare inoculado con R. irregularis y/o R. etli;
con las variables respuesta: fenotipia y biomasa a nivel fisiologico de floracion; también se
midio en su raiz el porcentaje de colonizacion de R. irregularis. Finalmente en el suelo
biorremediado se cuantifico la concentracion de lacasa, MnP y LiP inicial y final; asi como

la concentracion e identificacion inicial y final de del ARA remanente.

Sorghum vulgare

Figura 4. Jarra de Leonard para
biorremediar suelo contaminado con
aceite residual automotriz

w 0'0F

e
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e—— o~

— Transporte de agua
y solucion mineral
= por capilaridad

wd 0

Solucion
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=
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5.8. Diagrama de bloques fase I1: Bioestimulacién de suelo contaminado con 34500 ppm
de aceite residual automotriz con un extracto fungico y/o C. arietinum vy

fitorremediacion con S. vulgare inoculado con R. irregularis y Rhizobium etli.

Jarras de Leonard
1.0kg de suelo con

ARA
Muestra inicial de —
suelo con ARA i L
Extracto fingico crudo
(30 gas)
g
Cicer arietinum
(60 dias)
[
Rhizophagus J L
irregularis Fitorremediacion Rhizobium etli
5
(50 propagulos o f}> ) . <:| 4X10° UFC
esporas) con Sorghum vulgare Jsemilla
|
[ )
Sorghum vulgare Suelo
I I
[ 1 [ ]
Colonizacion Fenotipia y Identificacion Cuantificacion Cuantificacion
Rhizophagus biomasa de inicial y final del ARA por de MnP,LiP y
irregularis. en Sorghum de Soxhtlet Tacasa
raiz de S. vulgare a hidrocarburos
vulgare floracion por GS-MC
ANOVA y Tukey
——> (p<0.05%) D

Simbologia: ARA= aceite residual automotriz; GS-MC=cromatografia de gases acoplada a masas;
LiP=lignino peroxidasa; MnP=manganeso peroxidasa, UFC=unidades formadoras de colonias.
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5.9. Disefio experimental fase I1: Biorremediacion de suelo contaminado con 34500 ppm

de aceite residual automotriz con extracto fungico crudo en jarras de Leonard

Suelo arenoso-franco fue solarizado durante 7 dias y tamizado con malla no. 40 (0.1682 mm),
ese suelo se coloco en jarras de Leonard de acuerdo al disefio experimental del cuadro 5y
posteriormente ¢l suelo correspondiente a los tratamientos: control relativo, Ri-Rh, Rh y Ri
se contamind con 34500 ppm de ARA (p/v) y se adiciono por cada kg de suelo: H2O> a 5.0
ppm/50.0 mL, MnSO4 al 0.9%/10.0 mL y CuSO4 al 0.5%/ 10.0 mL (Jiménez et al., 1999y

Garcia et al., 2007).

5.9.1. Bioestimulacién de suelo contaminado con aceite residual automotriz con Cicer

arietinum en jarras de Leonard

La semilla de C. arietinum se germind en una cama de algodon humeda y estéril en oscuridad,
luego de su emergencia se trasplantd en las jarras de Leonard con el suelo previamente
bioestimulado con el EFC; después de 30 dias de la siembra de C. arietinum, este se cort6 en
trozos de 0.5 cm aproximadamente y se incorpord al suelo. Se humedecié hasta capacidad de
campo y se bioestimuld con el abono verde por 30 dias (Alvarez y Treto, 1995). Del suelo
bioestimulado con el EFC y C. arietinum, se colectd 30 g de ese suelo y se conservaron hasta
su analisis a 4°C para medir la actividad lacasa, LiP y MnP y en congelaciéon para ARA

remanente e identificar los HC presentes.

5.9.2. Actividad lacasa, manganeso y lignino peroxidasa en suelo contaminado con aceite
residual automotriz

Para medir la actividad de estas enzimas del suelo contaminado con ARA y doblemente

bioestimulado con EFC y C. arietinum se diluy6 1.0 g en 9.0 mL de NaCl al 0.85%-tween
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80 al 5% (100:1). La mezcla se mantuvo en agitacion 10 min/150rpm y centrifugaron a 8000
rpm/4°C/ 15min; del sobrenadante se tomo una alicuota para medir la actividad lacasa, LiP

y MnP de acuerdo al apartado 5.2.1.

5.10. Fitorremediacion de suelo para eliminar el aceite residual automotriz
remanente con Sorghum vulgare coinoculado con Rhizophagus irregularis y/o

Rhizobium etli

5.10.1. Desinfeccion y siembra de la semilla de Sorghum vulgare usado para

fitorremediacion del suelo contaminado con el aceite residual automotriz remanente

La semilla de S. vulgare se desinfectd con cloralex ®/5min y etanol 70°/7 min, entre cada
reactivo se realizaron 5 lavados con agua potable estéril. Se sembraron 5 semillas de S.
vulgare inoculadas con 50 propagulos de R. irregularis y/o 4X10° UFC de Rhizobium etli
por cada semilla en el suelo con o sin ARA previamente bioestimulado con EFC y C.

arietinum (Larenas y L de Viana 2005).

5.10.2. Inoculo de Rhizophagus irregularis para Sorghum vulgare usado en fitorremediacion

de suelo con aceite residual automotriz:

Se inocularon 50 propagulos de R. irregularis (Ferbiliq ®) por cada semilla de S. vulgare,
para ello, 2500 esporas de este hongo micorricico arbuscular (HMA) con agua destilada
estéril como vehiculo y se aplico 1.0 mL de este indculo por cada semilla de S. vulgare o0 0.5

mL en la semilla coinoculada con R. etli.
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Figura5. Tincion de raices de Sorghum vulgare con tinta china-
vinagre para cuantificar el porcentaje de colonizacion de

Rhizéphagus irregularis.

5.10.3. Colonizacion de Rhizhopagus irregularis en Sorghum vulgare usado para

fitorremediacion de suelo contaminado con aceite residual automotriz remanente

Para determinar el porcentaje de colonizacion de R. irregularis en S. vulgare, sus raices de
esta graminea se tifieron, para ello, el sistema radicular completo de cada planta se lavd con
agua potable corriente para eliminar residuos de suelo y se cortaron en segmentos de 1.0 cm
aproximadamente y se dispusieron en cassettes de plastico para citologia. Se realizo el
aclareamiento de las raices con KOH al 10% (p/v) en ebullicion por 10 min. Posteriormente
se elimind los residuos de KOH con agua potable y se mantuvieron en ebullicion con tinta
china-vinagre 5% (v/v) y se lavaron con agua (figura 6). Se retird el excedente y se
conservaron por 24 h a 4°C en una solucion vinagre al 5%. Se elimind el excedente y se

colocaron las raices tefiidas en glicerol 70% (v/v) hasta su observacion en microscopio a 40X
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para cuantificar el porcentaje de colonizacion de R. irregularis en la raiz de S. vulgare

(Vierheilig et al., 1998 y Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2007).

5.11. In6culo de Rhizobium etli durante la fitorremediacién de suelo con aceite
residual automotriz

R. etli pertenece a la coleccion microbiana del Laboratorio de Microbiologia Ambiental del

IIQB de la UMSNH. Esta bacteria se activo en caldo extracto de levadura manitol y rojo

Figura 6. Rhizobium etli en agar extracto de lavadura manitol y rojo congo-
'otaxima sodica 84 pg: a) morfologia colonial y microscépica-Tincion de Gram 100X

congo con la siguiente composicion quimica (g/1): manitol, 10.0; KH>PO4, 1.0; K;HPO4, 1.0;
MgSO0s, 1.0; NaCl, 1.0; extracto de levadura, 5.0 y rojo congo 10mL/l a pH 6.7+£0.2 y se
incubd a 28°C/24h/150rpm. Después se sembro en el mismo medio sélido para observar
morfologia colonial, microscopica y verificar pureza; se observo su morfologia microscopica
por tincion de Gram a 100X. Posteriormente se determind el perfil de sensibilidad de R. etli
con sensidiscos de antibiodticos para géneros bacterianos Gram negativo- positivo y se incubd
48h /28°C. Luego R. etli se inoculé en la semilla de S. vulgare con 4X10° UFC /semilla

(Garcia-Gonzalez et al., 2005; Hudzicki, 2009).
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5.12. Fitorremediacién del suelo para eliminar el aceite residual automotriz
remanente con Sorghum vulgare coinoculado con Rhizophagus irregularis y/o

Rhizobium etli

El suelo contaminado con ARA primero bioestimulado con el EFC y luego con C. arietinum,
después se fitorremedioé con S. vulgare inoculado con R. irregularis y/o R. etli; para ello se
sembraron 5 de sus semillas en cada jarra de Leonard y se mantuvieron en solarium hasta su
emergencia, posteriormente se trasladaron al invernadero (Taiz y Zeiger, 2006). Las variables
repuesta evaluadas en S. vulgare a nivel de floracion fueron la fenotipia: su altura y longitud
radical; la biomasa: peso fresco y seco de la parte aérea y radical (Juarez-Cisneros y Sanchez-

Yafez 2014).

5.13. Solucion mineral completa para alimentar a Sorghum vulgare usado en la

fitorremediacion de suelo contaminado con aceite residual automotriz

Se empled una solucion mineral de ultrasol multiproposito ® MKP (1:1:1) para alimentar el
S. vulgare con la siguiente composicion quimica: NOs, 18 %; P.O5, 18 %; K»0, 18 %; MgO,
1 %; Fe, 400 ppm; Cu, 100 ppm; Mo, 100 ppm, pH (1g/L 20° C) 5-6. Para la fitorremediacion
del suelo para eliminar el ARA remanente esta graminea inoculada con R. irregularis y/o R.
etli, se alimentd con una concentracion reducida de la solucion mineral en un 50% de la

formula anterior (Judrez-Cisneros y Sanchez-Yafiez 2014).
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5.14. Cuantificacion e identificacion de los hidrocarburos del aceite residual

automotriz en el suelo biorremediado

Se colectaron muestras de suelo contaminado con 34500 ppm de ARA cada 30 dias al final
de cada una de las fases de su biorremediacion y se determind la concentracion del ARA por
extraccion con Soxhlet (Vasquez, 2010; Smith et al., 2011), mientras que la identificacion de

los HC se realiz6 de acuerdo al apartado 5.5 y 5.6.

5.15. Disefio experimental fase I1:

En la segunda fase se coloc6 1.0 kg de suelo solarizado en Jarras de Leonard, se empled un

disefio experimental de bloques al azar con 6 tratamientos y 5 repeticiones.

Cuadro 4. Biorremediacién de un suelo contaminado con 34500 ppm de aceite residual
automotriz por bioestimulacion con un extracto fungico, abono verde vy
fitorremediacién con Sorghum vulgare inoculado con R. irregularis y Rhizobium etli.

Tratamiento Contenido
Control absoluto Suelo +S. vulgare + agua
Control relativo Suelo + S. vulgare + *SM100%

Control negativo Suelo + ARA

Ri-Re Suelo + ARA+ S. vulgare + R. etli + R. irregularis + **SM50%
Ri Suelo + ARA+ S. vulgare + R. etli + SM50%
Re Suelo + ARA+ S. vulgare + R. irregularis + SM50%

Simbologia: ARA=aceite residual automotriz; EFC=Extracto fungico crudo; *SM100N/P=Solucién mineral
completa al 100% del N/P recomendado; **SMS5ON/P=Solucion mineral reducida en 50% del N/P
recomendado.
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6. Resultados y discusion fase I:

6.1. Actividad lacasa, manganeso y lignino peroxidasa generada en un extracto fungico
crudo por hongos mitospdricos ligninoliticos en medio de cultivo con lignina

residual de paja de trigo

En la figura 9 se muestra la actividad enzimatica individual de los HML que después fueron
mezclados entre si en relacion 1:1 y aplicados como EFC para bioestimular el suelo
contaminado con ARA. Estos HML sintetizaron MnP, LiP y lacasa, ahi la mayor actividad
alcanzada fue de MnP donde P. chrysogenum gener6 una actividad de 17.7 UI'! de MnP y A.
fumigatus 15.39, mientras que la menor actividad MnP fue por A. tubingensis con 8.37 y F.
thapsinum con 6.92 UI''. En contraste, se obtuvo una menor actividad lacasa y LiP con

valores inferiores a 1.6 UT'!.

&
20 i3 Lacasa

18 = MnP
12 7 % ® LiP

—
2
g 12
s 10 a
N
s 0
Fg 4 b b
Sz 2 b b b b
jé Penicillum Aspergillus Penicillum Aspergillus Fusarium
chrysogenum- tubingensis chrysogenum-HMB fumigatus thapsinum

HMA

Hongos mitospdricos ligninolitico

Figura 7. Actividad enzimatica de hongos mitosporicos ligninoliticos en medio de cultivo

con lignina residual de paja de trigo

Simbologia: MnP=Manganeso peroxidasa; LiP= Lignino peroxidasa. *Letras diferentes indican diferencia

estadistica significativa, ANOVA-Tukey (p < 0.05). n=3
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6.2. Bioestimulacién de suelo contaminado con aceite residual automotriz con un

extracto fangico crudo y/o Cicer arietinum

6.2.1. Cuantificacion de aceite residual automotriz remanente:

En la figura 9 se evidencio el efecto positivo de la bioestimulacion de suelo con un EFC y C.
arietinum aplicado como AV simultaneamente para reducir la concentracion de ARA en un
suelo contaminado con 34500 ppm en 60 dias. En consecuencia se registrd una disminucioén
del ARA donde el remanente fue de solo 7776.6 ppm, valor con diferencia estadistica
significativa comparado con el suelo bioestimulado solo con el EFC donde el ARA
remanente fue de 10645 y en el bioestimulado solo con C. arietinum de 11690 ppm
respectivamente. En contraste, en el suelo sin biorremediar por la atenuacion natural se redujo
un minimo del ARA, con un remanente de 31531 ppm. Lo anterior hizo evidente que la doble
bioestimulaciéon con el EFC y C. arietinum como abono verde facilito la disminucion del
ARA, lo que apoya que el EFC hidrolizé parcialmente los HC arométicos parcialmente
recalcitrantes del ARA y los transformé en otros susceptibles a la mineralizacion por la
microbiota heterotrofica aerobia y con la incorporacion de C. arietinum al suelo se
reestablecid el equilibrio mineral, en especial la relacion C:N, esencial para la oxidacion del

ARA (Garcia et al., 2002; Vallejo y Roldan, 2005; Balderas, 2013).

En la figura 9 también se muestra que en el suelo contaminado con 65418 ppm de ARA la
doble bioestimulacion con C. arietinum aplicado como AV y el EFC tuvo un efecto positivo,
donde el ARA remanente fue de solo 22540 ppm; en contraste se registré6 una minima
disminucion del ARA en el suelo que no se biorremedid considerado control negativo A,

donde la concentracion de ARA persistente fue de 64500 ppm de este contaminante. En esta
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figura también se observd que en el suelo A con 89830 ppm de ARA bioestimulado
simultineamente con el EFC y C. arietinum se redujo su concentracion hasta 37366 ppm,
contrario a lo observado en el suelo sin biorremediar denominado control negativo B, ahi el
ARA remanente fue de 85533 ppm. El anélisis estadistico mostré que el ARA remanente
tanto en el suelo contaminado con 65418 ppm de ARA y el del suelo con 89830 ppm no
mostraron diferencia estadistica significativa, por lo que se demostré que en ese suelo la
doble bioestimulacion con el EFC y C. arietinum puede ser eficaz en suelo con un nivel de
hasta 89830 ppm de ARA. Sin embargo, a pesar de que la eliminacion del ARA fue evidente
en solo 8 semanas con la doble bioestimulacion, no se redujo la concentracion hasta los
niveles permisibles de contaminacién de suelo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, pero es importante sefialar que con niveles altos de
contaminacion no es recomendable la biorremediacion, sino agentes quimicos que tienen un
impacto negativo colateral, sin embargo, fue evidente que la doble bioestimulacién con un
EFC y C. arietinum redujo la cantidad de ARA y entonces si seria factible concluir con
fitorremediacion y microorganismos promotores de crecimiento vegetal para la depuracion

final de ese suelo.
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Figura 8. Concentracion de aceite residual automotriz remanente en un suelo

bioestimulado con Cicer arietinum y/o extracto fungico crudo.

Simbologia: AV= abono verde; EFC= extracto fungico crudo. *Letras diferentes indica diferencia estadistica

significativa ANOVA-Tukey (p<0.05) n=5.

6.2.2. Identificacion de hidrocarburos aromaticos del aceite residual automotriz remanente:

El ARA es una mezcla de HC aromaticos y alifaticos dependiendo del uso que haya tenido
antes de su disposicion final, sin embargo de acuerdo a la literatura hasta la fecha no se ha
reportado un perfil general de los principales HC que lo constituyen, ni se ha reportado el
efecto de las diferentes estrategias de biorremediacion sobre cada uno de estos HC, por lo
que en esta fase de la investigacién se reportan los HC encontrados en un suelo
contaminado con ARA antes y después de su biorremediacion con un EFC y C. arietinum
como AV.

En el cuadro 5 se muestra que en el suelo contaminado con 34500 ppm ARA los HC presentes

al inicio del experimento fueron una mezcla heterogénea de HC alifaticos lineales y
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ramificados de 12 hasta 27 carbonos; también se detectaron aromaticos como el benceno,
fenoles y naftaleno. Asimismo se observa que en el suelo con ARA sin bioestimular usado
como control negativo a los 60 dias la atenuacion natural eliminé el benceno y los HC
alifaticos lineales sencillos C<15. Mientras que se evidencidé que en el suelo con ARA
bioestimulado con un EFC y C. arietinum combinados se eliminaron moléculas mas
complejas, como el benceno, 2,2-dimetil-1-metilenpropil, el naftaleno e HC alifaticos
lineales o ramificados de 12 hasta 24 carbonos; sin embargo también se observé que los HC
alifaticos con C>24 fueron recalcitrantes. Lo anterior sugiere que el EFC degrado
parcialmente los HC aromdticos del ARA y los hizo susceptibles a una posterior
mineralizacion por las poblaciones microbianas heterotrofas autoctonas, que al mismo
tiempo fueron favorecidas por la bioestimulacion conjunta con C. arietinum como AV, que
les aportd macro y micro nutrimentos, especialmente N, para contrarrestar el desequilibrio
mineral generado por el exceso de C del ARA y usarlos como fuente de C y energia (Gomez

et al., 2009; Naiying et al., 2009; Juckpech et al., 2012).
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Cuadro 5. Hidrocarburos remanentes en un suelo contaminado con 34500 ppm de

aceite residual automotriz bioestimulado con un extracto fungico crudo y/o Cicer

arietinum como abono verde

Suelo con Atenuacion | Bioestimulacion
ARA Natural Dia 60
Hidrocarburo Formula Estructura Dia 0 Dia 60
s identificados quimica Muestra Control Abono verde-
inicial negativo Extracto
fangico crudo
C11Hie + - -
—5=
Ci2Hi6 % | + + -
3 |
8 CioH + + -
o
< C14H180 + + +
C24H3804 Q{é u + + +
2 C17H36- + + +
s C27H56
s 2 -
<= ——
C4H9NO3 o + - -
2 e
© o
3 C11H240 - _ + _ -
£
S CisH2 177y * - -
8 C21H44 MS000S + - -
= Co3H ‘ + + +
= 23H4s W?W
o + + +
o C14H2002 Y .
&) )
g 2 >

Simbologia: signo (+) = hidrocarburo recalcitrante; signo (-) = hidrocarburo mineralizado. Resultado generado
por comparacion en BIBLIOTECA NIST MS 2.0
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En el cuadro 6 se muestran los HC en un suelo contaminado con 65418 y 89830 ppm de ARA
bioestimulado con un EFC y Cicer arietinum como AV. Ahi también se encontr6 una mezcla
inicial de HC alifaticos lineales y ramificados de 12 hasta 27 carbonos, benceno, fenoles y
naftaleno; y pudo observarse que después de 60 dias por atenuacion natural se eliminaron
solo el benceno (1-metil-4-(1-metilpropil), el 2-nitro-tertari-butanol, el 2-isopropil-5-metil-
I-heptanol y el octadecano. Lo que sugiere que la contaminacion de suelo con ambas
concentraciones de ARA afectd negativamente a las poblaciones microbianas heterotréficas
nativas y en consecuencia la oxidacion de HC fue minima por atenuacion natural (Leal 2003;
Fernandez et al., 2008); contrario a lo observado en el suelo contaminado con ambas
concentraciones de ARA, donde la bioestimulacion con el EFC combinado con la
incorporacion mineral de nutrimentos de C. aritinum en forma de AV favorecio la oxidacion
de HC alifaticos lineales de C<22 y diaromaticos como el naftaleno y el 2,5-ciclohexadieno-
1,4,diona,2,6,bis (1,1,dimetiletil). Este resultado es posible debido a que la bioestimulacion
con el AV incorpord minerales como el N al suelo e indujo a las poblaciones microbianas
heterotroficas a mineralizar los HC alifaticos de cadena corta (Goémez et al., 2009), y
colateralmente por cometabolismo pudo inducirse la oxidacion de otros HC de mayor niimero
de carbonos (Pardo et al., 2004; Vallejo et al., 2005; Pefia-Castro et al., 2006). Ademas se
ha reportado que la accion de las enzimas ligninoliticas como la MnP, lacasa y LiP del EFC
hidrolizan los HC aromaticos fendlicos y no fendlicos a metabolitos secundarios susceptibles
a la oxidacion por las poblaciones microbiana heterotroficas nativas (Jiménez et al., 1999;

Gianfreda y Rao 2004; Naiying et al., 2009; Juckpech et al., 2012).
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Cuadro 6. Hidrocarburos presentes en un suelo contaminado con 65418 y 89830 ppm

de aceite residual automotriz bioestimulado con un extracto fungico crudo y/o Cicer

arietinum como abono verde

Suelo con | Atenuacién | Bioestimulacion
ARA Natural Dia 60
Hidrocarburos | Formula Dia 0 Dia 60
identificados guimica | Estructura Muestra Control Abono verde-
inicial negativo Extracto
fangico crudo
C11Hie6 + - -
—5O=
C12H16 % E + + +
§ |
2 C1oH + + -
o
< C14H180 @/HQ + + -
Cp4H3804 : ©4 + + n
24H3804 %fl L
C17H36y + + -
g C1gH38 I
JERRE u
+ (O R
<_( = C19H4O- WAMAAMMAAAMAMAMA + + +
C27Hs6 |
C4H9NO3 | . + - -
(%2} o—N,
o N\
ie] )
.S Cr1H240 - H/r)v + - -
=
S
g Cisza (] ; : :
8 Co1H4q4 oy + + +
(&)
[Fried
= Co3H + + +
= 23Has “?W
C24H50 s + + +
o e 7 + + +
3 C14H2002 7K
E’ N\ gp EE

Simbologia: signo (+) = hidrocarburo recalcit}ante; siéﬂo (-) = hidrocarburo mineralizado. Resultado generado
por comparacion en BIBLIOTECA NIST MS 2.0

33




7. Resultados y discusion fase I1:

7.1. Actividad lacasa, manganeso y lignino peroxidasa en suelo contaminado con aceite

residual automotriz bioestimulado con un extracto fungico crudo y abono verde:

Se ha reportado que algunos HML sintetizan las enzimas extracelulares lacasa, MnP y LiP
para hidrolizar la lignina de los residuos vegetales (Gianfreda y Rao, 2004; Riva 2006 y Gao
et al., 2011); esto pudo evidenciarse en la figura 11, donde se reportd que en el suelo sin
ARA y sin EFC se gener6 una actividad de la MnP de 5.64 UI'!, 2.44 de lacasa y su menor
actividad fue de la LiP con 0.11 UI''. También se ha reportado que la presencia de HC como
el ARA puede impedir el intercambio gaseoso e inhibir parcialmente la actividad enzimatica,
como se observé en un suelo contaminado con 34500 ppm de ARA usado como control
negativo (CN) donde solo se detectd 6.15 UI'! de la MnP, mientras que la lacasa y la LiP se
redujo hasta 0.03 y 0.11 UI'! respectivamente. Sin embargo, también fue evidente que en
ese suelo contaminado con 34500 ppm de ARA cuando se agregd el EFC incremento
significativamente la actividad de estas monooxigenasas por la combinacion de las enzimas
nativas y las del EFC, ahi la MnP a los 30 dias fue de 9.4, la LiP de 7.16 y la lacasa fue de
1.35 UT'!. Esa actividad enzimatica se redujo a los 60 dias posteriores a la bioestimulacion
hasta 4.96 de MnP y de la LiP 3.22 UI'!, mientras que la lacasa aument6 como consecuencia
de la enmienda con C. arietinum como AV, ahi se observd un incremento de su actividad
hasta 5.6 UI'!, lo que sugiere que a los 60 dias de la bioestimulacion la concentracion del
ARA remanente no afectd significativamente la actividad de esta enzima y permitid su
sintesis por los HML nativos que degradan la lignina presente en el AV (Canas y Camarero,

2010). Ademas fue evidente la reduccion de la actividad de estas enzimas a los 90 dias, con
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0.6 UI'! de la MnP, 1.6 de LiP y lacasa de 1.86 UI'!, posiblemente como consecuencia de la
minima disponibilidad de HC aromaticos de la lignina o el ARA que son el sustrato en el que
actian o como consecuencia de los factores fisico-quimicas ambientales adversos

(Nousiainen et al., 2014).
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Figura 9. Actividad enzimatica en suelo con aceite residual automotriz bioestimulado

con un extracto fngico crudo y Cicer arietinum.

Simbologia: LiP= Lignino peroxidasa; MnP=Manganeso peroxidasa. *Letras diferentes indica diferencia
estadistica significativa ANOVA-Tukey (p<0.05) n=3

7.2. Fenotipia de Sorghum vulgare inoculado con Rhizophagus irregularis y/o Rhizobium
etli usado en la fitorremediacion de suelo con el aceite residual automotriz
remanente

En el suelo contaminado la concentracion de ARA SE sugiere SE redujo por el efecto de la

bioestimulacion con el EFC y el AV niveles quepermiten su fitorremediacion con S. vulgare
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inoculado con R. etli y R. irregularis que aumentan su resistencia al estrés causado por HC

del ARA para acelerar y favorecer su depuracion (Binet et al., 2000).

En la figura 12 se muestra la altura de la planta (AP) y la longitud de la raiz (LR) del S.
vulgare inoculado con R. irregularis y/o R. etli usado para fitorremediar el ARA remante en
un suelo inicialmente contaminado con 34500 ppm y bioestimulado con un EFC y la posterior
incorporacion de C. arietinum como AV. Ahi se muestra que S. vulgare cultivado en suelo
sin ARA usado como control absoluto alcanzé AP de 53.6 cm, valor sin diferencia estadistica
de S. vulgare usado como control relativo con una AP de 52.9 cm. En contraste, en el suelo
con ARA Ila altura de S. vulgare fue inferior, con 40.1 cm cuando fue inoculado con R.
irregularis y R. etli, mientras que con la inoculacion individual de esta graminea solo con R.
etli el valor fue de 35.0 cm y 38.4 cm en S. vulgare inoculado solo con R. irregularis, ambos
valores sin diferencia estadistica significativa. Estos resultados mostraron el efecto negativo
del ARA en el crecimiento vegetal al reducirse la altura del S. vulgare comparado con esta
graminea cultivada en suelo sin contaminante. Al respecto se ha reportado que el ARA es
fitotoxico en contacto directo con la planta al lisar las membranas plasmaticas de las células
corticales de sus raices, esto induce un mayor gasto energético para mantener y reestablecer
su arquitectura radical y en consecuencia se limita su crecimiento aéreo, ademas la
hidrofobicidad del ARA impide el intercambio gaseoso y adecuada capacion de agua y/o
adquisicion de nutrimentos (Udo y Fayemi, 1975; Pefna-Castro et al., 2006). En esa figura
también se observo que el valor de la LR fue superior en S. vulgare en suelo sin ARA, irrigado
solo con agua, donde se obtuvo 47.2 cm, lo que sugiere que esta graminea mostrd una mayor
elongacion radical inducido como mecanismo de resistencia al déficit mineral en este suelo

(Lira 2010). En contraste se observé que en S. vulgare cultivado en suelo contaminado con
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ARA coinoculado con R. irregularis y R. etli la LR fue de 10.7 cm, asimismo en ¢l inoculado
solo con R. etli con 10.1 cm y de 13.4 cm en el inoculado con R. irregularis. Esta respuesta
fenologica sugiere que la inoculacion de S. vulgare de forma individual o combinada con R.
irregularis y R. etli contrarrestaron el efecto fitotoxico del ARA al no generar diferencia
estadistica significativa al S. vulgare usado como control relativo donde se generd una LR de
14.5 cm. Al respecto se ha reportado que ambos géneros microbianos le confieren resistencia
a las plantas expuestas a HC como el ARA; se ha reportado que R. irregularis favorece la
absorcion y/o asimilacion de algunos nutrientes y agua, y esto colateralmente reduce el estrés

abiotico generado por estos HC (Zhou et al., 2013).
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Figura 10. Fenotipia de Sorghum vulgare inoculado con Rhizobium etli y Rhizophagus

irregularis usado en la fitorremediacion de aceite residual remanente.

Simbologia= ARA: aceite residual automotriz; SM/100%: Solucién mineral completa; SM/50%: solucioén
mineral reducida un 50% de N-P; Re: Rhizobium etli; Ri: R. irregularis *Letras diferentes indica diferencia
estadistica significativa ANOVA-Tukey (p<0.5), n=5
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7.3. Biomasa de Sorghum vulgare inoculado con Rhizophagus irregularis y/o Rhizobium

etli en suelo con el aceite residual automotriz remanente

La figura 13 muestra los valores del peso fresco aéreo (PFA) de S. vulgare usado en la
fitorremediacion de un suelo para eliminar el ARA remanente previamente bioestimulado
con un EFC y C. arietinum. Ahi se muestra que el mayor PFA se registrd en S. vulgare con
5.04 g usado como control relativo, seguido de S. vulgare cultivado en el suelo control
absoluto, con 4.36 g. En esa misma figura se observo el efecto negativo del ARA en esta
graminea cultivada en suelo con el ARA restante, con un PFA de 2.14 g en S. vulgare
coinoculado con R. irregularis y R. etli y de 2.18 g en el inoculado solo con R. irregularis,
ambos valores sin diferencia estadistica significativa. Sin embargo, S. vulgare inoculado solo

con R. etli gener6 el menor PFA con valor de 1.34 g.

En S. vulgare el peso fresco de la raiz (PFR) en el suelo sin ARA, alcanz6 un valor de 1.84
g en el suelo control relativo y 0.86 g en el control absoluto, ambos valores sin diferencia
estadistica significativa. En contraste, en S. vulgare coinoculado con R. etli y R. irregularis
el PFR fue de 0.5 g, mientras que al inoculado solo con R. etli fue de 0.42 y 0.24 g en el
inoculado con R. irregularis. Tanto el PFA como ¢l PFR de S. vulgare cultivado en suelo sin
ARA fue superior que el cultivado en suelo contaminado, debido al estrés ocasionado por los
HC del ARA, pues se ha demostrado que lisan las membranas celulares, lo que afecta la
fotosintesis, sintesis de lipidos y proteinas, lo que se refleja en la reduccion del tejido vegetal

(Debiane et al., 2008; Cheema et al., 2008).
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Figura 11. Peso fresco aéreo y de raiz de Sorghum vulgare inoculado con Rhizobium etli
y Rhizophagus irregularis usado en la fitorremediacion del suelo para eliminar el aceite

residual remanente.

Simbologia= ARA: aceite residual automotriz; SM/100%: Solucion mineral completa; SM/50%: solucién
mineral reducida un 50% de N-P; Re: Rhizobium etli; Ri: R. irregularis *Letras diferentes indica diferencia
estadistica significativa ANOVA-Tukey (p<0.5), n=5

La figura 14 muestra el peso seco aéreo de S. vulgare en la fitorremediacion de un suelo
contaminado con 34500 ppm de ARA remanente posterior a su bioestimulacion con un EFC
y C. arietinum. Se observo que S. vulgare cultivado en suelo sin contaminar alimentado con
una solucion mineral o control relativo generé un PSA de 1.6 g, seguido de 1.08 de S. vulgare
cultivado en el mismo suelo sin ARA irrigado solo con agua (control absoluto); ademas fue
evidente una reduccion del PSA en la graminea cultivada en suelo con ARA coinoculada con
R. etli y R. irregularis o solo con este HMA; donde S. vulgare registro un PSA de 0.69 y
0.416 g respectivamente. Sin embargo el menor PSA se obtuvo en S. vulgare del suelo con

ARA inoculado solo con R. etli. Al respecto se ha reportado que los HC policiclicos
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aromaticos como los del ARA causan estrés vegetal al impedir la correcta absorcion de agua
y nutrimentos, lo que se evidencia por una menor biomasa vegetal, en comparacioén con S.
vulgare crecido en suelo sin ARA y alimentado con una solucién mineral (Joner y Leyval,
2003; Zhou et al., 2013). En esta figura también se muestra que el valor del peso seco de la
raiz (PSR) de S. vulgare usado como control absoluto fue estadisticamente superior, con 0.71
g, comparado con S. vulgare correspondiente al control relativo que fue de 0.36 g. Sin
embargo también se observd un efecto negativo del ARA en la raiz de esta graminea
coinoculada con R. irregularis y R. etli, con 0.17 g de PSR y sin diferencia estadistica a 0.14
del inoculado con R. etli. El menor valor de PSR se obtuvo en S. vulgare inoculado solo con
R. irregularis, con 0.09 g. En diversas investigaciones se ha demostrado que la presencia de
HC aromaticos como los del ARA afectan negativamente el crecimiento vegetal, como lo
reportan Verdin et al., (2006) en Cichorium intybus inoculada con R. irregularis cultivado
en un suelo contaminado con 140 ppm de antraceno, caus6 una reduccion de hasta el 70 %
de su biomasa comparada con la cultivada en suelo sin este contaminante. También Cheema
et al., (2009) reportaron que en un suelo contaminado con 70 (mg/kg 'suelo) de fenantreno
y 72 (mg/kg ! suelo) de pireno Festuca arundinacea fue negativamente afectado al reportarse
una biomasa de hasta 53.5% menor que el obtenido en esta planta usada como control
absoluto cultivada en suelo sin contaminacion. Ademas Wu et al., (2009) demostraron que
en un suelo contaminado con 2.44, 4.05 y 9.46 mg/ kg'! de fenantreno con Medicago sativa
L. inoculada con Glomus etunicatum (BGC USAOI) mostr6 un PSA y un PSR

estadisticamente inferior que el obtenido en esta leguminosa cultivada en suelo sin este
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contaminante.
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Figura 12. Peso seco aéreo y radical de Sorghum vulgare inoculado con Rhizobium etli y
Rhizophagus irregularis usado en la fitorremediacion del suelo para eliminar el aceite

residual remanente

Simbologia= ARA: aceite residual automotriz; SM/100%: Soluciéon mineral completa; SM/50%: solucion
mineral reducida un 50% de N-P; Re: Rhizobium etli; Ri: R. irregularis *Letras diferentes indica diferencia
estadistica significativa ANOVA-Tukey (p<0.5), n=5

7.4. Colonizacién radical de Sorghum vulgare por Rhizophagus irregularis cultivado en
suelo contaminado con aceite residual automotriz

La figura 15 muestra el porcentaje de colonizacion de R. irregularis en la raiz de S. vulgare
cultivado en la tltima fase de biorremediacion de un suelo contaminado con el ARA
remanente después de su bioestimulacion con un EFC y C. arietinum como AV. Ahi se
observo que el mayor porcentaje de colonizacion se alcanzé en la raiz de S. vulgare cultivado

en suelo sin ARA irrigado solo con agua usado como control absoluto, con un 79.2 % de
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micelio interno y externo, y un 10.1% de arbusculos. Lo anterior sugiere que la colonizacion
de esta graminea corresponde a HMA nativo de ese suelo, puesto que no se habia inoculado
previamente, y al compararlo con el porcentaje de colonizacion en S. vulgare alimentado
con una solucion mineral correspondiente al control relativo, se mostr6 una reduccion en la
colonizacidn, ahi se obtuvo un 52% de micelio pero no se encontraron otras estructuras, lo
que sugiere que en el control absoluto la escasa disponibilidad de nutrimentos como el P, N,
K favoreci6 la colonizacion y generd las diferentes estructuras de este HMA; al respecto
Smith et al., (2004) y Gao et al (2010) reportaron que cuando la disponibilidad de
nutrimentos es baja R. irregularis genera abundante micelio y otras estructuras para su
absorcion, translocacion y asimilacion hacia la planta hospedera como respuesta a esta
condicion nutricional. También se ha demostrado que la colonizacion por HMA como R.
irregularis en algunas gramineas puede contrarrestar el efecto negativo de los HC aromaticos
como los del ARA sobre su crecimiento y acelerar la depuracion de ese suelo (Debiane et al.,
2007; Ruiz-Sanchez et al., 2010). En esta figura también se observo que S. vulgare inoculado
solo con este HMA con un 59 % de colonizacion generd micelio intra y extraradical, también
se observaron arbusculos y vesiculas, y ademas no fue estadisticamente diferente al obtenido
en suelo sin el contaminante, es decir, contrarrest6 el efecto toxico del ARA. Al respecto se
ha demostrado que este HMA tolera algunos HC como el fenantreno, antraceno, criseno,
dibenzo (a,h)antraceno, pireno y benzopireno (Joner et al. 2001 en Gao et al., 2010). Sin
embargo, también se ha reportado que la presencia de estos HC inhiben parcialmente la
colonizacion de R. irregularis y otros HMA en diversas plantas, como se evidencio en S.
vulgare inoculado con R. etli y R. irregularis que registré un 31% de colonizacion por un
HMA nativos, valor sin diferencia estadistica significativa comparado con el al 24%

reportado en esta graminea inoculada solo con R. etli, en ambos casos se encontré un mayor
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porcentaje de micelio y menor de arbusculos. Joner y Leyval (2003) reportaron que en un
suelo contaminado con 50 (mg kg ™! suelo seco) de dibenzo(a, h) antraceno fitorremediado
con Lolium perenne, cv. Barclay inoculado con un HMA, se alcanz6 un 17 % de colonizacion
después de 16 semanas, comparado con un 42 % de colonizacion en esta leguminosa cultiva
en suelo sin contaminar. Lo que se explica porque los HC del ARA impiden el correcto
crecimiento de los HMA en las células vegetales, ademas afectan negativamente la
arquitectura de las membranas celulares al inhibir la sintesis de lipidos estructurales y de

reserva en los HMA (Debiane et al., 2011 y Calonne et al., 2014).
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Figura 13. Porcentaje de colonizacion de Rhizophagus irregularis en raices de Sorghum

vulgare usado para fitorremediar un suelo con 34500 ppm de aceite residual automotriz.

Simbologia= ARA: aceite residual automotriz; SM-100%: Soluciéon mineral completa; SM-50%: solucion
mineral reducida un 50% de N-P; Re: Rhizobium etli; Ri: R. irregularis *Letras diferentes indica diferencia
estadistica significativa ANOVA-Tukey (p<0.5), n=5
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Las figuras 16 hasta la 20 muestran que durante la fitorremediacion de suelo para eliminar el
ARA remanente con S. vulgare inoculado con R. irregularis y/o R. etli en sus raices se

detectaron diferentes estructuras morfoldgicas diversas.

Figura 14. Arbusculos de hongos micorricicos nativos en raiz de Sorghum vulgare en
suelo sin contaminar con aceite residual automotriz. Observacion en microscopio éptico
40X.

Figura 15. Arbusculos de hongos micorricicos nativos en raiz de Sorghum vulgare en
suelo con aceite residual automotriz. Observacion en microscopio éptico 40X.
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Figura 16. Arbusculos de Rhizophagus irregularis y hongos micorricicos nativos en
raiz de Sorghum vulgare en suelo contaminado con aceite residual automotriz.

Microscopio 6ptico 40X.

Figura 17. Micelio extrarradical de hongos micorricicos nativos en raiz de Sorghum
vulgare en suelo sin contaminar con aceite residual automotriz alimentado con solucion

mineral por 60 dias. Observacion en microscopio 6ptico 40X.
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Figura 18. Vesiculas de Rhizophagus irregularis y hongos micorricicos nativos en raiz
de Sorghum vulgare en suelo contaminado con aceite residual automotriz. Microscopio
Optico 40X.

En la figura 21 se muestra el efecto de la biorremediacion por bioestimulacion con un EFC
y C. arietinum y posterior fitorremediacion con S. vulgare en el suelo contaminado con 34500
ppm de ARA. Ahi pudo evidenciarse que en el suelo contaminado con ARA que no fue
biorremediado (control negativo), se redujo minimamente la concentracion de este
contaminante, donde el remanente fue de 30264 ppm de ARA, mientras que al aplicarse una
estrategia secuencial el ARA remanente fue minimo, ahi la primera fase en la que se aplico
un EFC por 30 dias el ARA se redujo hasta 6786 ppm, esta evidente reduccion de ARA
sugiere que la adicion de lacasa, MnP y LiP favorecio la degradacion de algunos de los HC
del ARA susceptibles a una posterior mineralizacion por las poblaciones microbianas
heterotroficas aerdbicas, ya que se ha reportado que estas monooxigenasas oxidan diversos
HC aromaticos (Gianfreda y Rao, 2004; Rodriguez 2006; Juckpech et al., 2012). En ese

mismo suelo, después de su bioestimulacion con un EFC se observd que con la siembra de
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C. arietinum a los 60 dias se redujo el ARA hasta 2127 ppm y al incorporar esta leguminosa
como AV después de 30 dias hasta 2066 ppm; este resultado sugiere que esta leguminosa
generod exudados radicales que favorecieron el crecimiento de poblaciones microbianas
nativas y al incorporarlo en la segunda fase como abono verde aportd6 minerales esenciales
como el N, lo que mejoro el equilibrio mineral en ese suelo y promovid a las poblaciones
microbianas heterotréficas aerobias a mineralizar los HC del ARA (Garcia y Treto 2002).
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Figura 19. Aceite residual automotriz remanente en suelo bioestimulado
secuencialmente con un extracto fangico crudo, Cicer arietinum y fitorremediado con
Sorghum vulgare inoculado con Rhizophagus irregularis y Rhizobium etli.

*Letras diferentes indica diferencia estadistica significativa ANOV A-Tukey (p<0.5), n=5

Finalmente para concluir la biorremediacion de ese suelo contaminado con ARA y
bioestimulado, se aplico fitorremediacion con S. vulgare inoculado con microorganismos
promotores de crecimiento vegetal (figura 22); y se observd que el ARA remanente en el
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suelo cultivado con esta graminea coinoculada con R. irregularis y R. etli fue de 114 ppm de
ARA, mientras que al inocularse solo con R. etli fue de 100 ppm y con diferencia estadistica
significativa en el inoculado con R. irregularis el ARA remanente fue de 86.9 ppm. Con este
resultado se mostro que la inoculacion individual de S. vulgare con R. irregularis fue la mejor
opcidon para concluir la depuracion de ese suelo. Al respecto se ha reportado que R.
irregularis mejoran el crecimiento vegetal al conferirle a la planta resistencia al estrés
abiotico como el generado por HC como el ARA, favorece su establecimiento en suelo
contaminado, le aporta nutrimentos, mejora el intercambio gaseoso, la absorcion y
asimilacion de los HC por las plantas (Debiane et al., 2007; Ruiz-Sanchez et al., 2010).
Ademas se ha demostrado que R. irregularis puede absorber y asimilar algunos de los HC en
sus hifas, lo que favorecio la depuracion de ese suelo (Debiane et al., 2008; Naiying et al.,

2009; Calonne et al., 2014).
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Figura 20. Aceite residual automotriz remanente en la Gltima fase de biorremediacion
por fitorremediacion con Sorghum vulgare inoculado con Rhizopagus irregularis y/o

Rhizobium etli

Simbologia="ARA: aceite residual automotriz; SM: Solucién mineral reducida un 50% del N-P-K
recomendado; Re: Rhizobium etli; Ri: R. irregularis *Letras diferentes indica diferencia estadistica significativa
ANOVA-Tukey (p<0.05), n=5
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7.5. Identificacion de hidrocarburos aromaticos del aceite residual automotriz
remanente:

En el cuadro 8 se muestran los principales HC del ARA en un suelo contaminado con 34500
ppm antes y después de su biorremediacidon en secuencia, primero por bioestimulacion con
un EFC, después con C. arietinum como AV y para concluir su depuraciéon por
fitorremediacion con S. vulgare inoculado con R. etli y/o R. irregularis.

En el suelo con ARA correspondiente al dia 0, se muestran los HC presentes antes de su
biorremediacion, ahi se encontrd una mezcla heterogénea de alifaticos lineales y ramificados
de 12 hasta 35 carbonos; algunos aromaticos como el benceno, fenoles y naftaleno; se mostré
que en el suelo contaminado con ARA por atenuacion natural considerado como control
negativo a los 120 dias se elimin¢ el fenol, 2,4-di (1,1-dimetiletil) e HC alifaticos ramificados
de 12 y 14 carbonos. Mientras que se observé que en el suelo biorremediado se eliminaron y
se generaron diversos HC segun la fase de biorremediacion. Se observo que en ese suelo al
aplicar el EFC durante los primeros 30 dias se elimind HC alifaticos ramificados de 12 y 14
carbonos y lineales de hasta 35 carbonos y aromaticos como el benceno (1-metil-4-(1-
metilpropil), el 2-nitro-tertari-butanol, el 2-isopropil-5-metil-1-heptanol; después con la
segunda fase de bioestimulacion con C. arietinum como AV, ademas se elimino el naftaleno,
el 1-ciclohex-1-1-enil-1-fenil-etanol; y colateralmente se generd acido ftalico di(7-metil-
octil) éster. Al respecto se ha reportado que las monooxigenasas del EFC oxidan alcanos y
otros HC del petroleo y generan alcoholes, aldehidos y acidos carboxilicos, principalmente;
la MnP oxida compuestos aroméaticos fendlicos mientras que la lacasa oxida aromaticos no
fenodlicos (Gianfreda y Rao 2004; Alcalde et al., 2006; Kinne et al., 2010). Finalmente en la
tercera fase de biorremediacion correspondiente a la fitorremediacion de ese mismo suelo

con S. vulgare se observo la eliminacion y formacion de diversos HC: en el suelo
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fitorremediado con esa graminea inoculada con R. etli y/o R. irregularis se eliminaron el
nonadecano, eneicosano, eicosano y el heptacosano, mientras que de los aromaticos se
oxidaron el naftaleno y el 1-ciclohex-1-1-enil-1-fenil-etanol. Sin embargo también se generod
I-decanol, 2 hexil-1-, fenol, 2,4-di(1-1 dimetiletil), heptadecano, 1-decanol y acido ftalico
di(7-metil-octil) éster.

De acuerdo a la literatura el perfil de diversidad de HC del ARA, tanto alifaticos como
aromaticos producto de la fitorremediacion es de los primeros reportados que demuestran
que una parte de los HC se mineraliza, otra se degrada y genera nuevos HC que incluso
pueden ser recalcitrantes.

Algunas investigaciones relacionadas han reportado que la fitorremediacion de suelos
contaminados con HC del petroleo, como el benceno, naftaleno, antraceno o pireno es una
opcion al favorecer la eliminacidén de una mezcla heterogénea de HC debido a que el sistema
radical de estas plantas en parte mejora la estructura del suelo favoreciendo el intercambio
gaseoso y por medio de sus exudados promueve a las poblaciones microbianas heterotréficas
a oxidar los HC (Wang et al., 2012; Zhou et al., 2013; Calonne et al., 2014). Asimismo se
ha reportado que la inoculacion de plantas como S. vulgare con R. irregularis acelera la
depuracion de ese suelo al favorecer la asimilacion de algunos HC en las células lipidicas
vegetales y también en las hifas de este HMA (Verdin et al., 2006; Wu et al., 2009; Gao et

al., 2011).
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Cuadro 7. Hidrocarburos remanentes en un suelo contaminado con 34500 ppm de

aceite residual automotriz bioestimulado con un extracto fungico crudo, Cicer arietinum

y fitorremediacion con Sorghum vulgare inoculado con Rhizophagus irregularis y/o

Rhizobium etli
o Bioestimulacion | Fitorremediacion con S.
o g , Dias-30-90 vulgare
2 - 3 . Dia 120
B | 8 5 s < g
8E| 32 S 2 + = >
Sc| EE z E S Sh 3 2 2
2o N % B ) Q E g E E
IS & m o =3 = 3 c = =
v =S 2o Z > >
5 = S s i, 2b S =0 @ =
sQ | oA S~ ($) (a4 o o
C12H12 + + + - - - -
C14H220 S - - - + + +
S C14H180 1 + + + - - - -
g O e
o
(=
< Co4H3804 : © /’;w\ + + + + - - -
C26H4204 @#W - - + + + + +
”’\/\/\/Y
@ C17H36 NWWW + + + + - + +
© 0
1S C21H4 WM + + + + - - -
= :
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o T )
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Simbologia: ARA=aceite residual automotriz; signo (+)= presencia del hidrocarburo; (-) ausencia
hidrocarburo. Resultado generado por comparacion en BIBLIOTECA NIST MS 2

del
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8. Conclusion:

La biorremediacion de suelo contaminado con 34500, 65418 y 89830 ppm de ARA con una
doble bioestimulacion con un EFC y Cicer arietinum como AV redujo significativamente la
concentracion de ARA en 8 semanas y se demostro su eficacia para mineralizar los HC mas
sencillos del ARA y degradar HC alifaticos de cadena larga y ramificados e HC aromaticos
del ARA haciéndolos susceptibles para una facil mineralizacion por las poblaciones
microbianas heterotroficas nativas. También se demostrd que en el suelo contaminado con
34500 de ARA la biorremediacion secuencial por bioestimulacion primero con el EFC se
degradd la mayor concentracion del ARA, después con C. arietinum como AV y con la
fitorremediacion con S. vulgare inoculado con R. irregularis y/o R.etli a las 17 semanas se
redujo la concentracion de ARA hasta alcanzar los niveles permisibles de contaminacion de
acuerdo a la NOM-138-SEMARNAT/SS (2009), ahi la fitorremediacion con S. vulgare
inoculado solo con R. irregularis fue la mejor opcion para eliminar la mayor concentracion

de ARA y el suelo fue restaurado.

En esta investigacion también se identifico el perfil de los principales HC que constituyen
el ARA y se observo su mineralizacion, degradacion y/o transformacion en otros compuestos
dependiendo de la estrategia de biorremediacion empleada, lo que servird como base para
nuevas investigaciones en este topico, puesto que a la fecha la informacién generada es

minima o inexistente.
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9. Perspectivas:

La contaminacion de suelo por ARA es un problema ambiental creciente cuya restauracion
puede ser por biorremediacion; en este trabajo se demostré la importancia de aplicar de forma
simultinea y en secuencia la bioestimulacion y fitorremediacion asociada con
microorganismos promotores de crecimiento vegetal para eliminar una fraccion de los HC
alifaticos lineales o ramificados y aromaticos parcialmente recalcitrantes. Sin embargo, para

mejorar esta investigacion es importante en posteriores trabajos evaluar lo siguiente:

a) Conocer los principales mecanismos fisiologicos y/o estructurales de S. vulgare para
eliminar el ARA: asimilacion, oxidacion, barreras mecanicas

b) Conocer en S. vulgare el metabolismo de los HC del ARA y demostrar su inocuidad
como producto forrajero.

c) Investigar en R.irregularis y R.etli los principales mecanismos fisiologicos y/o
estructurales para oxidar y/o asimilar HC del ARA y los factores fisico-quimicos
criticos involucrados en este proceso.

d) Determinar en suelo la cinética de las lacasa, LiP, y MnP a diversas concentraciones

de ARA, al ser empleadas como herramienta de biorremediacion ambiental.
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11.Anexos:

11.1. Cromatogramas: Identificacion de HC en suelo contaminado con 34500, 65418 y

89830 ppm de ARA bioestimulado con un EFC y C. arietinum como abono verde (Fase

D)
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Figura 24. Cromatograma de suelo contaminado con 34500 ppm de aceite residual automotriz
sin biorremediar, dia 0
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Figura 25. Cromatograma de suelo contaminado con 34500 ppm de aceite residual automotriz
sin biorremediar, dia 60
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Figura 26. Cromatograma de suelo contaminado con 34500ppm de aceite residual automotriz
bioetimulado con un extracto fungico crudo y C. arietinum como abono verde
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Figura 27. Cromatograma de suelo contaminado con 34500ppm de aceite residual automotriz
bioetimulado con un extracto fangico crudo
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Figura 28. Cromatograma de suelo contaminado con 34500ppm de aceite residual automotriz
bioetimulado con C. arietinum como abono verde
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Figura 29. Cromatograma de suelo contaminado con 65418 ppm de aceite residual automotriz
sin biorremediar, dia 0
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Figura 30. Cromatograma de suelo contaminado con 65418 ppm de aceite residual automotriz
sin biorremediar, dia 60
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Figura 31. Cromatograma de suelo contaminado con 65418 ppm de aceite residual automotriz
bioetimulado con un extracto fangico crudo y C. arietinum como abono verde
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Figura 32. Cromatograma de suelo contaminado con 89830 ppm de aceite residual automotriz
sin biorremediar, dia 0
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Figura33. Cromatograma de suelo contaminado con 89830 ppm de aceite residual automotriz
sin biorremediar, dia 60
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Figura 34. Cromatograma de suelo contaminado con 89830 ppm de aceite residual automotriz
bioetimulado con un extracto fungico crudo y C. arietinum como abono verde

Cuadro 8. Porcentaje de materia organica antes y después de la bioestimulacion del suelo

con C. arietinum y un extracto fingico crudo

Tratamiento Aceite residual Materia Interpretacion*
automotriz (ppm) organica (%)
Control absoluto**  —emeee 5.33 Alto
Control negativo A 34500 6.22 Muy alto
Abono verde-extracto fingico crudo 34500 5.28 Alto
Extracto fingico crudo 34500 4.40 Alto
Abono verde 34500 6.02 Muy alto
Control negativo B 65418 8.34 Muy alto
Abono verde-extracto fungico crudo 65418 7.9 Muy alto
Control negativo C 89830 9.78 Muy alto
Abono verde-extracto flingico crudo 89830 9.85 Muy alto

*NOM-021-RECNAT-2000
**Control absoluto-suelo sin aceite residual automotriz
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11.2. Clasificacion macro y microscopica de hongos mitospdéricos ligninoliticos

productores del extracto un fangico crudo

De la coleccion de hongos del laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de
Investigaciones Quimico Biologicas de la UMSNH los HML codificados como Aspergillus
sp-MAA, Penicillum sp- MAB y MAC, Aspergillus sp-MAD y Fusarium sp- MAE
cultivados en PDA después de 7 fueron clasificados de acuerdo a su morfologia colonial y

microscopica (figura 25).

Se mostré que Aspergillus sp-MAA formo una colonia granular con micelio aéreo de color
negro-pardo muy abundante y radiada, sin otros pigmentos ni color al reverso. Su morfologia
microscopica mostrd conididéforos aseptados y conidios globosos de forma radial de tamafio
relativamente grande con respecto a otros Aspergillus sp. De acuerdo a estas caracteristicas
macro y microscopicas el HML fue clasificado como A. niger. El HML Aspergillus sp-MAD
formo una colonia lisa de color verde pardo, radiada, de textura polvorosa y sin pigmentos al
reverso. Su morfologia microscopica mostrd conidioforos aseptados y conidios globosos
abundantes caracteristicas de Aspergillus sp. También se identificaron los HML
denominados Penicillum sp-MAB y MAC, los cuales formaron una colonial radial de color
verde en el centro y crema en la periferia con textura aterciopelada-algodonosa. Su
morfologia microscopica mostré conidioforos terventicilados con fialides cilindricas y
conidios esféricos (Carrillo 2003). El HML Fusarium sp-MAD form¢ una colonia circular
de micelio aéreo en color blanco-crema con textura aterciopelada y sin pigmentos en el
reverso. En su estructura microscopica se observaron cadenas largas de microconidios y
monofialides, pocos macroconidos ligeramente curvados y escasa formacion de

clamidosporas (Ochoa et al., 2012).
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[ ———————————— BB 1|
Figura 35. Morfologia colonial de hongos mitospdéricos ligninoliticos en agar papa dextrosa y
morfologia microscépica con azul de lactofenol, 40X a) y d)= Aspergillus sp: b) y c)= Penicillum
sp; d): Fusarium sp

11.2.1. Obtencidén de cultivos axénicos de hongos mitospoéricos ligninoliticos:

Los HML Penicillum sp-MAB, Penicillum sp-MAC, Aspergillus sp-MAD se cultivaron en
agar papa dextrosa (APD) Bioxon ® (g/L): infusidon de papa 4,0; dextrosa 20,0 y agar 15,0
conpH=15,6+0,2 vy seincubaron 72 h/28°C. El HML Aspergillus sp-MAA se cultivo en
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agar V8 (AV8) (g/L): CaCOs3, 1.0; jugo V8®, 160mL y agar, 15.0 y el HML Fusarium sp-
MAE se cultivo en agar Spezieller Nahrstoffarmer (ASN) con la siguiente composicion (g/1):
cada HML se transfirio un disco de 6mm de diametro en agua desinizada estéril, se realizaron
las diluciones 1X10! hasta 1x10%; se tomaron 30pL de cada dilucion a PDA/AVS o SNA y
se sembrd con asa de Drigalsky, se incub6é a 30°C/24h en oscuridad. Después con
estereoscopio a 40X y bisturi se transfirieron 2 esporas aisladas de cada HML en APD o AVS
y se incubaron 30°C/dias para obtener cultivos axénicos. También se observo su morfologia
colonial: color, textura, tamafo, forma y produccion de pigmentos y su morfologia
microscdpica por tincion con azul de lactofenol en microscopio optico a 40X (Betancourt

2013).

11.2.2. Extraccion de DNA de hongos mitospdricos ligninoliticos:

De cada HML crecido en PDA/AVSE o SNA se tomaron 3 discos de 6.0 mm de didmetro en
tubos Eppendorf de 1,5mL estéril, y se adiciono nitrégeno liquido; para la extraccion de DNA
genomico de los los HML Penicillum sp-MAB, Penicillum sp-MAC, Aspergillus sp-MAD y
Fusarium sp-MAE se emple6 Wizard®Genomic DNA purification Kit (Promega ®)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de DNA extraidas se conservaron
4°C/24h (Promega Corporation, 2010).

Para el HML Aspergillus sp-MAA se trasfirieron 2 discos de 6.0 mm en tubos Eppendorf'y
se adicion6 0.2ml de buffer con Tris-HCI 0.2N pH 8.0, NaCl 0.5M, EDTA 0.01M y SDS 1%
y 2mL de fenol: cloroformo (1:1 v/v). Se agit6 en vortex 6min. Se adicioné 0.3mL de buffer
y 0.3mL de fenol: cloroformo. Se mezcld y centrifugd por 30s. La fase acuosa se transfiri6 a
otro tubo y se repitid este proceso hasta adicion del fenol: cloroformo para obtener separacion
de fase acuosa. Se adicion6 etanol 95% y permanecieron en reposo 30min. Posteriormente
se centrifugd por Smin, la pastilla se lavo con etanol 70% a temperatura ambiente se dejo
evaporar el residuo de etanol, se lavd con agua desionizada para su conservacion y se
mantuvo 24h/ 4°C. El ADN extraido se visualiz6 en un gel agarosa 1.5% mediante
electroforesis. Posteriormente se amplifico por el método de reacciéon en cadena a la
polimerasa (PCR) las regiones internas transcritas ITS1-5.8s-ITS2 del rDNA mediante los
iniciadores ITSS (5"GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3 e ITS4
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(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC 3"). Las reacciones de PCR se realizaron con
HotStarTaq DNA polymerase (HotStarTaq Master Mix Kit, Qiagen, Valencia, CA) en
termorreciclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf).

Las muestras fueron purificadas con Wizard SV Gel y PCR Clean-up System (Promega,
Corp., Madison, Wisconsin) siguiendo el protocolo del fabricacante. Los productos de la
PCR fueron observados en gel agarosa 1.5% con buffer TAE. Las secuencias de los
nucleotidos de los productos de la PCR se obtuvieron de una compaiiia externa (Macrogen
Inc. Soul, Korea). La secuencias obtenidas fueron comparadas con el total de las secuencias
nucleotidicas de hongos reportados en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information (Ochoa et al., 2007; Ochoa et al., 2012 y Rodriguez-Alvarado et
al., 2012); URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

11.2.3. Identificacién molecular de hongos mitosporicos ligninoliticos

La figura 36 muestra la amplicacion por PCR de la region ITS ribosomal de los géneros
Asprgillus sp., Penicillum sp. y Fusarium sp. Utilizados en la produccion de un extracto
fingico crudo. Sel analisis comparativo de las secuencias con la base de datos NCBI permitio
identifiar las especies de Aspergillus thubingensis y A. Fumigatus, asi como dos cepas de

Penicillum Chrysogenum y Fusarium thapsinum.

Figura 36. Amplificacion de la region
ITS 1-5.8 S-ITS4 del rDNA. de los
hongos mitosporicos ligninoliticos:
A=Aspergillus sp. B= Penicillum sp.
C=Penicillum sp. D=Aspergillus sp. y

E=Fusarium sp.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Aspergillus tubingensis partial 18S rRNA gene, 5.8S rRNA gene, partial 28S rRNA gene,
internal transcribed spacer 1 (ITS1) and internal transcribed spacer 2 (ITS2), isolate CBS

127.49
Score Expect Identities Gaps Strand
1110 bits(601) 0.0 601/601(100%) 0/601(0%) Plus/Plus
Query 14 TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTT
gijct 1 TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTT
ggery 74 GGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGT
éi?ct 61 GGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGT
éigry 134 CGGCCGCCgggggggCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGA
égjct 121 CGGCCGCCGGGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGA
éigry 194 ACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACA
égjct 181 ACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACA
éigry 254 ATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAA
géict 241 ATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAA
éggry 314 TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGG
Sgict 301 TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGG
éigry 374 GGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCC
gg?ct 361 GGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCC
éigry 434 GTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
gi?ct 421 GTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
éigry 494 GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAA
gi?ct 481 GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAA
gigry 554 CCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
gijct 541 CCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
600
Query 614 A 614
Sbjct 601 A 601
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Penicillium chrysogenum isolate ER 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene.

Score Expect Identities Gaps Strand

1068 bits(578) 0.0 581/582(99%)  1/582(0%)  Plus/Plus

Query 1 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGG
ggjct 48 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGG
éSZry 61 GTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTITGCTTcggcgggcccgceccttaactgg
éé?ct 108 GTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGG
éilry 121 ccgccggggggcttacgecccccgggeccgecgeccgccgAAGACACCCTCGAACTCTGTCT
éi?ct 168 CCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCT
éi;ry 181 GAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
éé?ct 228 GAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
éilry 241 GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAG
:ggct 288 GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAG
Si;ry 301 TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGT
2ggct 348 TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGT
églry 361 CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCG
éigct 408 CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCG
467

Qiery 421 GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTT
4

Si?ct 468 GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTT
giny 481 GTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTT
gé?ct 528 GTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTT
;i;ry 541 GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC-TAT 581

Sbjct 588 GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 629
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Penicillium chrysogenum isolate ER 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene.

Score Expect Identities Gaps Strand

1079 bits(584) 0.0 584/584(100%)  0/584(0%)  Plus/Plus

Query 1 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGG
ggjct 48 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGG
éggry 61 GTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTcggcgggcccgecttaactgg
éé?ct 108 GTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGG
éiny 121 ccgccggggggcttacgecccceccgggeccgegeccgeccgAAGACACCCTCGAACTCTGTCT
1

Si?ct 168 CCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCT
éi;ry 181 GAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
éé?ct 228 GAAGATTGTAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
éilry 241 GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAG
gg?ct 288 GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAG
Si;ry 301 TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGT
gﬁ?ct 348 TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGT
éSZry 361 CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCG
gi?ct 408 CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCG
éS;ry 421 GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTT
4

Si?ct 468 GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTT
éiny 481 GTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTT
gé?ct 528 GTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTT
éilry 541 GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA 584

Sbjct 588 GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA 631
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Aspergillus fumigatus strain KARVS04 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene.

Score Expect Identities Gaps Strand

1103 bits(597) 0.0 597/597(100%) 0/597(0%)  Plus/Plus

Query 1 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGG
ggjct 65 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGG
éiiry 61 GTCCAACCTCCCACCCGTGTCTATCGTACCTTGTTGCTTcggcgggcccgeccgtttegac
éé?ct 125 GTCCAACCTCCCACCCGTGTCTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTCGAC
éiiry 121 ggccgccggggaggcecttgegecccecgggeccgegeccgccgAAGACCCCAACATGAACG
1
Si?ct 185 GGCCGCCGGGGAGGCCTTGCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACG
éiiry 181 CTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTGATTATCGTAATCAGTTAAAACTTTCAACAACG
éégct 245 CTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTGATTATCGTAATCAGTTAAAACTTTCAACAACG
ggiry 241 GATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
gg?ct 305 GATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
4
éiery 301 CAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
gg?ct 365 CAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
éiiry 361 GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTC
gi?ct 425 GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTC
éiiry 421 CCCCTCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCG
gigct 485 CCCCTCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCG
44
éuery 481 TATGGGGCTTTGTCACCTGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCAACTTTAT
4
:b?ct 545 TATGGGGCTTTGTCACCTGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCAACTTTAT
ggiry 541 TTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
:i;ct 605 TTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
661
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Fusarium thapsinum isolate LK FI 27 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene.

Score Expect Identities Gaps Strand

953 bits(516) 0.0 516/516(100%) 0/516(0%)  Plus/Plus

Query 1 TACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAG
ggjct 21 TACCGAGTITTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGITGCCTCGGCGGATCAG
ggery 61 CCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGT
12

Sb?ct 81 CCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGT
éigry 121 AACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTIGG
éi?ct 141 AACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGG
éggry 181 CATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
éégct 201 CATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
2

Qigry 241 ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGC
2ggct 261 ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGC
gigry 301 GTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCTCACGGCAAG
gggct 321 GTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCTCACGGCAAG
380

Query 361 CCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCT
420

Sbjct 381 CCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGICTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCT
44

ngry 421 CGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCG
4

Sigct 441 CGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCG
éggry 481 GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC 516

Sbjct 501 GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC 536
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