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RESUMEN

En México existe gran extraccion y produccién de hidrocarburos por parte de la
empresa PEMEX; estos hidrocarburos y sus derivados son transportados por todo
el pais por medio de tuberias que atraviesan el subsuelo, es asi como se presta la
oportunidad de existencia para tomas clandestinas y/o fugas por mal mantenimiento
0 incorrecta instalacion de las tuberias. Puebla es uno de los siete estados con
mayor incidencia de tomas clandestinas, siendo Acatzingo uno de los municipios
mas afectados causando deterioro en los suelos agricolas, provocando
consecuencias negativas en el sector agricola, econdmico y social. La
fitorremediacion es el uso de plantas para la remediacion de ambientes
contaminados a través de diferentes mecanismos dentro de los que se encuentra la
rizorremediacion, que es la actividad microbiana llevada a cabo en la raiz, gracias
a la cual ocurre una mayor degradacion del contaminante organico. El presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar la capacidad de rizorremediacién de suelos

agricolas contaminados con diésel procedentes de Acatzingo, Puebla.

Se realizaron pruebas de cinética de germinacion para cuatro plantas que fueron
Zea mays, Helianthus annuus, Tithonia tubiformis, y Arabidopsis thaliana inoculadas
con un consorcio bacteriano (Bacillus pumilus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas frederiksbergensis y Azospirillum brasilense), de las cuales fue
seleccionada Zea mays por su mejor capacidad de germinacion para ser aplicada
en la rizorremediacién bajo condiciones de invernadero. Se desarrollaron diferentes
tratamientos con suelo tindalizado, no tindalizado, enriquecidos con sustrato post-
cosecha de Pleurotus ostreatus, bioaumentados y semillas inoculadas. Se evaluaron
los parametros fisiologicos de la planta, asi como la remocion de diésel en suelo

biorremediado a los 45 y 90 dias.

Dentro de los parametros analizados se pudo observar que los tratamientos con
mejor crecimiento vegetal fueron aquellos a los que se les agrego inoculacion en la
semilla y bioaumentacion al suelo. Dichos tratamientos presentaron también los

mayores porcentajes de degradacion de diésel (46.30%, 44.06%).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México existe gran extraccion y produccién de hidrocarburos por parte de la
empresa PEMEX, al menos en un periodo del 1 de Octubre al 31 de Diciembre de
2018, se produjeron 2,435 Mbpced (miles de barriles de petréleo crudo equivalentes
diarios) de hidrocarburos totales, y 1,755 Mbd (miles de barriles diarios), 7.8%
menos que el mismo periodo en el afio 2017 (PEMEX, 2019). Todos estos
hidrocarburos y sus derivados son transportados por todo el pais por medio de
tuberias que atraviesan el subsuelo, acto que presenta un gran inconveniente
debido a que no existe un control de los fluidos transportados. Es asi como se presta
la oportunidad de existencia para tomas clandestinas y/o fugas por mal
mantenimiento o incorrecta instalacion de las tuberias. Puebla es uno de los siete
estados con mayor incidencia de tomas clandestinas con un total de 1,815 durante
el 2018 (PEMEX, 2018), y tan solo 569 del 1 al 20 de Enero del 2019 (Monroy,
2019).

Los municipios de Acatzingo y San Martin Texmelucan son los mas afectados por
estas actividades ilicitas y derrames de hidrocarburos en el estado, debido a que
afectan (o tienen graves consecuencias) en las actividades agricolas de los
municipios ya que la contaminacion por hidrocarburos dafia el suelo cambiando el
estado de los nutrientes e interrumpe las actividades microbianas (Ezeonu y col.,
2012). Se han presentado accidentes que han tenido lugar en éstos municipios,
como en marzo 2017 cuando se incendié una tuberia en Acatzingo, debido a una
toma clandestina (Anaya, 2018), lo cual resulta ser perjudicial debido a que la
presencia de hidrocarburos en suelo agricola llega a retrasar la germinacién debido
a la falta de humedad y el endurecimiento de la estructura del suelo, en caso de que
la concentracion sea baja, de lo contrario puede incluso no presentarse germinacion
y dar paso a la pudricion de la semilla, que puede deberse a la interferencia creada
entre aceite - aire y aceite - agua del suelo (Quifiones-Aguilar y col., 2003), lo que a
su vez repercute en la produccion agricola, afectando a la poblacion en aspectos
como salud y economia, ya que las actividades agricolas forman parte importante

del desarrollo econdmico de ésta region.



2. JUSTIFICACION

La contaminacion de suelos por hidrocarburos se ha buscado mitigar por medio de
diferentes técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas. La fitorremediacién es el uso de
plantas para la remediacion de ambientes contaminados a través de diferentes
mecanismos dentro de los que se encuentra la rizorremediacion, que es la actividad
microbiana llevada en la raiz, gracias a la cual ocurre una mayor degradacion del

contaminante orgénico.

Las ventajas de la fitorremediacion son que representa una practica “agradable” a
la vista de la poblacion, ademas de que representa un bajo costo que va de 50 a
100 mil pesos, un 80% menos comparado con el método convencional (Delgadillo-
Lépez, y col., 2011), debido a que no requiere un trabajo demasiado complicado.
Otra de las ventajas de la fitorremediacion es que se realiza in situ (dentro del sitio),

lo que disminuye costos de transporte del suelo contaminado.

La presente investigacion se enfocard en la fitorremediacion, especificamente
rizorremediacion de suelos agricolas contaminados con diésel de la zona de
Acatzingo, aprovechando los procesos metabdlicos de algunas bacterias y su
interaccion con la raiz de Zea Mays. Se llevara a cabo a nivel invernadero bajo
condiciones controladas, para que posteriormente pueda ser aplicada a mayor
escala en la remediacién de los campos agricolas de la zona lo cual generara una

mejora en el sector agricola, econémico y social.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el porcentaje de degradacion ex situ de suelos agricolas contaminados con

diésel procedentes de Acatzingo, Puebla, por medio de rizorremediacion.

3.2 Objetivos especificos

= Determinar la cinética de germinacion in vitro de diésel en plantas de Zea
mays, Helianthus annuus, Tithonia tubiformis, y Arabidopsis thaliana inoculadas
con un consorcio bacteriano.

= Calcular la degradacion de diésel por medio de bioaumentacion y
rizorremediacion en plantas de Zea mays a nivel invernadero.

= Determinar la calidad de la especie vegetal por pardmetros de crecimiento en
presencia de diésel a 45 y 90 dias.



4. HIPOTESIS

Nula: La rizorremediacion con Zea mays no aumentarda la capacidad de

degradacion de diésel en suelos agricolas y afectara los parametros de crecimiento.

Alterativa: La rizorremediacion con Zea mays aumentard la capacidad de
degradacion de diésel en suelos agricolas y mejorard los parametros de

crecimiento.



5. MARCO TEORICO

5.1 Biorremediacién

La biorremediacion es el empleo de organismos, microorganismos 0 Sus
componentes para la degradacion o descomposicion de una sustancia peligrosa por
medio de procesos de trasformacion o mineralizacion a fin de convertirla en otra de

caracter menos toéxico o mas inofensivo al ambiente (Calisaya-Calderén, 2017).

La biorremediacion puede aplicarse de dos formas, in situ (dentro del sitio), o ex situ
(fuera del sitio). Las técnicas ex situ requieren la extraccion del suelo contaminado
y trasladarlo a otro espacio para darle el tratamiento correspondiente, que puede
ser por medio de biolabranza, biopilas o biorreactor. El tratamiento in situ acelera el
proceso de degradacion en el mismo ambiente, ya sea por medio de

bioestimulacion, bioventeo, bioaumentacion o fitorremediacion.

Este proceso puede realizarse de forma natural, lo que se conoce de mejor manera
como atenuacién natural, y es la capacidad que tienen los microorganismos
autoctonos de la zona para degradar el contaminante, por o mismo, éste proceso
puede durar un periodo muy largo. Por el contrario, se encuentra la biorremediacion
asistida, que es el conjunto de practicas que utilizan los procesos naturales de
biodegradacion de contaminantes y buscan acelerar y/o potenciar dichos procesos;
dentro de la cual se incluye la bioestimulacion (adicibn de nutrientes) y la

fitorremediacion (utilizacion de plantas).

5.2 Fitorremediacion

La fitorremediacion de suelos contaminados se basa en el uso de plantas, suelo y
técnicas agrondmicas para eliminar, retener, o disminuir la toxicidad de los
contaminantes del suelo (Carpena y Bernal, 2007). La reduccion de los
contaminantes con ayuda de plantas se lleva a cabo por medio de sus procesos
bioquimicos y los microorganismos presentes en su rizésfera.

A diferencia de cualquier otra técnica de biorremediacion, la fitorremediacion aplica

practicas comunes, sin requerimiento de sustancias quimicas mas que las utilizadas



para la fertilizacion, no llega a afectar la estructura del suelo y resulta ser atractiva
a la vista.

El proceso a través del cual una planta actia sobre un contaminante en particular
depende del grado de contaminacion, de las caracteristicas fisicoquimicas del
contaminante y del sitio contaminado, asi como de las propiedades fenotipicas y
genotipicas de cada especie vegetal, tales como su grado de tolerancia y su
capacidad para captar, absorber, acumular y/o degradar los contaminantes
(Meagher, 2000; Vangronsveld y col., 2009).

5.3 Tipos de fitorremediacion

Es importante recalcar la diferencia entre la fitorremediacion de contaminantes
elementales y organicos. Los contaminantes elementales presentan problemas al
buscar su remediacion, ya que son inmutables por procesos fisicos o biol6gicos.
Dentro de este grupo de contaminantes encontramos a metales pesados toxicos y
radionucleidos como Argén (Ar), Cadmio (Cd), Cesio (Cs), Cromo (Cr), Plomo (Pb),
Mercurio (Hg), Estroncio (Sr), Tecnecio (Tc) y Uranio (U). Los mejores escenarios
para la fitorremediacion de los contaminantes elementales implican que las plantas
extraigan y transloguen un catién u oxianion toxico a los tejidos por encima del suelo
para su posterior cosecha; convertir el elemento en una especie quimica menos
toxica (es decir, transformacién); o al menos secuestrar el elemento en las raices
para evitar la lixiviacion del sitio (Meagher, 2000).

En el caso de los contaminantes organicos, la fitorremediacion busca mineralizarlos
por completo en componentes no téxicos, como didxido de carbono, nitrato, cloro y
amoniaco (Germida, y col., 2002). Dentro del grupo de los contaminantes organicos
encontramos los bifenilos policlorados (PCB, por sus siglas en inglés) como la
dioxina; hidrocarburos aromaticos policiclicos (PHA, por sus siglas en inglés) tales
como benzoapireno; nitroaromaticos como el trinitrotolueno (TNT); e hidrocarburos
lineales halogenados tales como tricloroetileno (TCE). Muchos de estos
compuestos no solo son téxicos y teratogénicos, sino también cancerigenos. Los

contaminantes pueden remediarse en las plantas a través de varios procesos



biofisicos y bioquimicos naturales: adsorcion, transporte y translocacion;

hiperacumulacion; o transformacion y mineralizacion (Meagher, 2000).

La fitorremediacion se presenta en diferentes categorias en las que la planta trata
el contaminante, puede lograrse a través de la acciéon de uno o varios de los

siguientes procesos:

X4

L)

Fitoextraccion

L)

¢ Uso de plantas con la capacidad de acumular contaminantes en sus
partes aéreas para posteriormente ser removidas (cosechadas) por

medio de técnicas agricolas.

>

< Fitovolatilizacion

L)

e Uso de plantas para la absorcion del contaminante que posteriormente
serd liberado a la atmosfera por medio de evapotranspiracion de los
estomas de la planta.

¢ Fitoinmovilizacion (Fitoestabilizacion)

e Uso de plantas de preferencia con un area radicular extensa, para

disminuir la movilidad del contaminante acumulandolo dentro de las

raices y evitando su movilizacion a areas mas profundas del suelo.

X/
o

Fitodegradacién
e Uso de plantas para la degradacién de contaminantes por medio de
absorcién y metabolizacion gracias a las diferentes reacciones dentro
de la planta como oxidacién, reduccion e hidrdlisis, o a la interaccion
con sus enzimas.
% Rizorremediacion
e Degradacion de contaminantes recalcitrantes debido a la presencia de
bacterias en la zona rizosférica y la interaccion entre enzimas
excretadas, los exudados radiculares y el compuesto organico
(Hernandez-A y Rubifios-P, 2004).



Fitovolatilizacion
Absorcion, translocacion y
] transformacién de contaminantes
volatiles a formas menas toxicas
por la planta, para su liberacion
ala atmosfera
Contaminantes orgianices y
meralesnetaloides velatiles

Y

Fitodegradacion
Destruccion de contaminantes
organicos por su metabolismo
(transformacién o mineralizacion)

en la planta
Contaminantes organicos

Fitoextraccion

Extraccion del contaminante del suslo por
su absorcion, translocacion y acumulacion
en los tejidos aéreos de la planta
Metales y contaminantes organices

no velitles

Rizorremediacion

" Metabolismo yio aumento en la captacion
o estabilizacién del contaminante por efecto

- AT

Fitoestabilizacion J’/;’/?/
Disminucion de la biodisponibilidad &5.

ylo toxicidad del contaminants por su

acumulacion en raices, incorporacion a lignina sinérgico de la asociacion planta-
o humus, o precipitacion en |a nzosfera microorganismos en la nizosfera
Principalmente metales Principalmente contaminanies organicos

Imagen 1. Principales procesos implicados en la fitorremediacion del suelo

Fuente: (Peralta-Pérez y Volke-Sepulveda, 2012)

La fitorremediacibn no se basa solamente en el aprovechamiento de los
mecanismos de las plantas para la eliminacion de contaminantes, sino también de
los microorganismos situados en sus raices, que ayudan a la acumulacion y/o

inmovilizacion de los mismos.

5.4 Riz6sfera

La rizosfera es la zona del suelo situada en los primeros milimetros del suelo (1 a 3
mm) que rodean a la raiz, por lo cual se encuentra bajo la influencia fisica y

fisiol6gica de la misma.

La actividad microbiana de la rizosfera es de gran importancia para el suelo y la
planta, debido a que se incrementa el conteo microbiano gracias a los exudados
gue las plantas liberan en dicha zona (se ha determinado que las plantas llegan a
exudar hasta un 35% de los compuestos de carbono fotosintetizados), diversos



estudios notifican que en tan sélo un gramo en peso seco del suelo se presentan de
108 bacterias, 10° actinomicetos y 10° hongos (Mufiéz, y col., 2010). Es por esto
que la presencia de microorganismos en esta zona es de gran importancia para las
reacciones primordiales de la planta, como la fijacién de nitrégeno, el incremento en
la tolerancia al estrés (biotico y abidtico), la promocion del crecimiento de las
plantas, la produccién de biopeliculas o antibioticos para la degradacion de
compuestos alelopaticos o autotoxicos; aunado a que aumenta la capacidad de

remocion de los contaminantes como son los hidrocarburos.
Los exudados de las raices de la planta se pueden clasificar en dos tipos:

1. Compuestos de bajo peso molecular (aminoacidos, acidos organicos,
azucares, compuestos fendlicos, etc.)
2. Compuestos de elevado peso molecular (proteinas y mucilago), gran

proporcion de los exudados.

Uno de los elementos méas importantes para las reacciones en la rizésfera es el
oxigeno, ya que es la base para la oxido-reduccion y la sobrevivencia de diversos
microorganismos, es por eso que éste también es liberado por las raices de la

planta.

5.5 Interaccion planta-microorganismo

Las plantas participan en la degradacién de hidrocarburos de petréleo gracias a la
habilidad que tienen para asimilar n-alcanos y liberar CO2. Los procesos implicados
en la degradacion de hidrocarburos por las plantas son: a) presencia de exudados
radicales, los cuales generan el efecto rizosférico y aumentan la degradacion
cometabdlica; b) liberacion de enzimas asociadas con las raices capaces de
transformar compuestos organicos y c) sistema radical sobre las condiciones del

suelo (Gunter, y col., 1996).

Los exudados son el enlace entre las plantas y los microorganismos que conducen
al efecto rizosférico. Factores como la especie de la planta, estado de desarrollo de
la misma, el lugar, tipo de suelo, cantidad de nutrimentos, pH, disponibilidad de

agua, temperatura, cantidad de oxigeno, luz y la presencia de un contaminante



determinan el tipo y cantidad de exudados radicales, lo que a su vez influye en el
tipo de interaccion entre plantas, microorganismos y suelo (Hernandez-A y
Rubifios-P, 2004).

5.6 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

En las ultimas décadas, se ha investigado el papel de las bacterias de la rizosfera o
rizobacterias de diversas gramineas como cafla de azlcar, maiz, trigo, sorgo,
cebada y pastos tropicales. Cuando las bacterias se localizan en estructuras
especializadas, como los nédulos en las leguminosas, se establece una simbiosis
mutualista estricta. Por el contrario, cuando las rizobacterias aprovechan el
microambiente favorable de la planta, sin formar estructuras de novo sobre la raiz,

se habla entonces de una simbiosis asociativa (Loredo-Osti y col., 2004).

Estos microorganismos rizosféricos tienen la capacidad de solubilizar minerales,
fijar nitr6geno atmosférico, promover el crecimiento vegetal y/o estimular respuestas
de defensa para proteger a las plantas de ataques patdgenos; ademas de que
producen fitotoxinas y aleloquimicos que inhiben el crecimiento de plantas
hospedantes (De la Fe-Pérez y col., 2015).

5.6.1 Bacterias del género Pseudomonas

La especie Pseudomonas aeruginosa pertenece al grupo de las bacterias Gram-
negativas aerobias; se diferencian de las Gram-positivas por la estructura de la
pared celular ya que contienen una membrana externa compleja, compuesta por

diferentes macromoléculas (Martin, 2004).

Algunas de sus propiedades principales son: el bajo requerimiento nutritivo, la
posibilidad de utilizar una amplia variedad de compuestos organicos como de

energia y la capacidad de soportar diversas condiciones fisicas.

Como resultado de estas caracteristicas particulares, P. aeruginosa es capaz de
adaptarse a diferentes nichos ecoldgicos, incluso donde los nutrientes son escasos.

Otras de las caracteristicas importantes son: la capacidad de formar biopeliculas



qgue le permite adherirse de manera muy eficaz a las superficies, y la resistencia a

los agentes antimicrobianos (Martin, 2004).

Las Pseudomonas son consideradas como el grupo mas eficiente involucrado en la
degradacion de xenobioticos, debido a que pueden provocar la hidrélisis con tanto
éxito como la deshalogenacion, la hidroxilacion, la division de anillos aromaticos y
la reduccién de grupos nitro (Golovleva y col., 1990). La capacidad de estas
bacterias para degradar estos compuestos depende del tiempo de contacto con el
compuesto, las condiciones ambientales en las que se desarrollen y su versatilidad

fisiolégica (Torres-Rodriguez, 2003).
5.6.2 Bacterias del género Bacillus

El género Bacillus fue descrito por primera vez por Cohn y comprende un grupo de
especies filogenética y fenotipicamente heterogéneas. Incluye mas de 100
especies. En una etapa temprana de la clasificacion de las especies del género
Bacillus se tienen en cuenta dos caracteristicas fundamentales: el crecimiento
aerobio, la respuesta positiva a la tincion de Gram, la forma bacilar y la formacion

de endospora (Tejera-Hernandez, y col., 2011).

Este género contiene cientos de especies bacterianas, muchos de ellos promueven
el crecimiento vegetal; han mostrado la capacidad de producir y excretar
citoquininas en la rizésfera, e influir positivamente en el crecimiento vegetal (Rojas-
Solis y col., 2013)

Gutiérrez Luna y col., (2010) analizaron doce cepas aisladas de la rizésfera de
plantas de limon Citrus aurantifolia y el efecto de compuestos volatiles en el
desarrollo de las raices de A. thaliana; se observaron cambios morfol6gicos
diferenciales en la arquitectura de la raiz, debido a que algunas cepas bacterianas
promovian el desarrollo de raices laterales y crecimiento de pelos radiculares, asi

como una mayor longitud de la raiz primaria de las plantas.

Corrales Ramirez y col., (2014) analizaron la capacidad de solubilizacion de fosfatos

de B. pumilus; se evaluo la relacion del tamafio de la colonia y el tamafio del halo



de solubilizacién en mm, en medio Pikovskaya, resultando el segundo mejor halo

de solubilizacion con 15 mm de diametro.

5.6.3 Bacterias del género Azospirillum

El género Azospirillum fue descrito por Beijerinck en el afio 1925, describié una
nueva especie de bacteria, aislada a partir de suelo holandés. J. Dobereiner y J. M.
Day aislaron la bacteria y fueron los primeros en informar que estaba ampliamente
distribuida en la rizosfera de varios pastos tropicales. Desde entonces, Azospirillum
se ha aislado de las raices de numerosos pastos, cereales y leguminosas silvestres

(Bashan y Levanony, 1990).

El género Azospirillum comprende bacterias que son conocidas por la capacidad
gue tienen para promover el crecimiento vegetal en plantas, es perteneciente a la
subclase de las Proteobacterias (Caballero, 2001); las bacterias pertenecientes a
este género son organismos fijadores de N2 que poseen una amplia distribucion
ecolégica, debido a que se han encontrado en zonas templadas, tropicales vy
subtropicales (Parra y Cuevas, 2002).

Se ha investigado la capacidad de Azospirillum en la degradacion de compuestos
xenobidticos y pesticidas (como el glifosato) a nivel in vitro y en practicas de

rizorremediacion con plantas de maiz y trigo (Travaglia y col., 2015).

Muratova y col., (2005) demostraron la capacidad de A. Brasilense para degradar
petréleo crudo ademas de que la presencia de Azospirillum en la rizésfera genera
una disminucién del efecto téxico en la planta, promoviendo la supervivencia y el

desarrollo aun en presencia del contaminante.
5.7 Fijacion de N,

La fijacion biolégica de nitrogeno (FBN) es la reduccion enziméatica de nitrégeno
atmosférico (N,) a amonio (NH,). Este proceso es exclusivo de algunas bacterias
denominadas bacterias diazotréficas y es una opcidn importante para la
recuperacion de la fertilidad del suelo. La mayor parte de la investigacion sobre FBN

se ha realizado en la simbiosis entre rizobios y leguminosas; sin embargo, desde el



aislamiento de Clostridium pasteurianum por Winogradsky en 1893 y Azotobacter
chroococcum por Beijerinck en 1901, se despert6 el interés por el estudio de los
microorganismos diazotréficos de vida libre y es en las Ultimas décadas cuando se
ha investigado la FBN en bacterias asociadas a diversas gramineas (Loredo-Osti y
col., 2004).

5.8 Hidrocarburos

Debido a su naturaleza, los hidrocarburos son una mezcla de compuestos ricos en
carbono e hidrégeno, pero también contienen elementos como azufre, oxigeno,
nitrogeno y trazas de metales. Dada la capacidad del carbono para formar cuatro
enlaces, pueden formarse cadenas o ciclos. Las cadenas se conocen como
compuestos alifaticos, son atomos de carbono unidos por enlaces sencillos
(alcanos), dobles (algquenos) o triples (alquinos). Los hidrocarburos ciclicos pueden
ser saturados (carbonos unidos por enlaces sencillos), o aromaticos (carbonos

unidos por enlaces dobles) (Luque, 2009).

Los compuestos aromaticos y los alcanos son los mas predominantes en los
hidrocarburos. Los n-alcanos, n-alcaliaromaticos y aroméaticos de C,, a C,, son los
mas facilmente biodegradables, en comparacion a los n-alcanos, n-alcaliaromaticos
y aromaticos de mas de C,, que tienen muy baja solubilidad en agua y son de muy

lenta transformacién por los microorganismos (Luque, 2009).

Los compuestos aromaticos presentes en los hidrocarburos generalmente son de

dos tipos: aromaticos volatiles bencénicos y los poliaromaticos (PHA’s).

5.9 Aromaticos volatiles bencénicos

Estos compuestos son derivados del benceno (anillo aromatico de seis atomos de
carbono con tres enlaces dobles y tres enlaces sencillos), pueden estar
conformados por uno o varios anillos. Los mas analizados son el benceno, tolueno
(metilbenceno), etilbenceno y xilenos (BTEX) debido a su movilidad y toxicidad
ambiental (Luque, 2009).



5.10 PHA’s

Estos compuestos conforman del 10 al 25% del petréleo crudo y son la fraccion mas
pesada. Los PHA’s son moléculas conformadas por dos o mas anillos aromaticos,
la mayoria contiene anillos fusionados. Se les considera compuestos organicos
persistentes, debido a que pueden permanecer largos periodos de tiempo en el
ambiente gracias a sus propiedades semivolatiles que les proporciona gran
movilidad (Luque, 2009).

Tienen impactos en la salud humana, debido a sus propiedades genotoxicas, esto
es que causan dafios al material genético (teratogénicas, mutagénicas y
carcinogénicas). Los carcinogénicos mas potentes dentro de los PHA’s son el

benzo(a) antraceno, benzo(a) pireno y el dibenzo(a,h)antraceno.
5. 11 Diésel

Es un hidrocarburo liquido con una densidad sobre de 832 kg/m3 (0.832 g/cm?3),
el cual estd compuesto principalmente por parafinas y utilizado como combustible

en calefaccién y en motores tipo diésel (Rios-Vazquez, 2005).

El diésel estd compuesto de una mezcla de hidrocarburos C;, a Cyq, l0S cuales
incluyen aproximadamente 64% de hidrocarburos alifaticos, 1-2% de hidrocarburos
olefinicos y 35% de hidrocarburos aromaticos (ATSDR, S.F.).

De acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, el diésel forma parte de los
hidrocarburos de fraccion media debido a que su contenido de moléculas de
carbono se encuentra dentro del rango establecido por la misma para esta categoria

que es de C; a Cyg.

Durante la destilacion fraccionada del petroleo la extraccion de los gases, gasolina
y queroseno se continda con la destilacion del combustible diésel. El cual esta
constituido por hidrocarburos muy poco volatiles, ligeramente aceitosos usado como
combustibles para los motores de este tipo. Sus estandares de produccion y calidad
dependen de la materia prima del pais que lo produce (Quiroga y Alejandra, 2016).



5.12 Normatividad aplicable a suelos agricolas contaminados con
hidrocarburos y sus procesos de biorremediacion

La existencia de diferentes normativas que establezcan los limites permisibles de
cualquier contaminante es de gran importancia debido a que se regula su presencia
en cualquier medio, asegurando asi una buena calidad y evitando que la salud
publica se vea afectada.

5.12.1 Nacionales

NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012

Limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos y lineamientos para el

muestreo en la caracterizacion y especificaciones para la remediacion.

De acuerdo a la normativa nacional, el diésel al ser parte de los hidrocarburos de
fraccion media, tiene un LMP de 1200 mg/kg en suelos de uso agricola (Tabla 1),
asi como concentraciones <40 mg/kg para los PHA'’s (Tabla 2).

Tabla 1. Limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en
suelo agricola

Fraccion de hidrocarburos | Uso de suelo agricola
(mg/kg base seca)

Ligera 200
Media 1200
Pesada 3000

Tabla 2. Limites maximos permisibles de hidrocarburos especificos en suelo

agricola

Hidrocarburos especificos | Uso de suelo agricola
(mg/kg base seca)

Benceno 6
Tolueno 40
Etilbenceno 10
Xileno (suma de isémeros) 40
Benzo[a]pireno 2
Dibenzo[a,h]antraceno

Benzo[a]antraceno
Benzo[b]fluoranteno
Benzolk]fluoranteno

Fuente: (SEMARNAT, 2013
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5.12.2 Internacionales

En cuanto a la normatividad internacional, Ecuador establece 150 mg/kg como valor
maximo permisible de PHA’s en suelo de uso agricola (Tabla 3) y <2 mg/kg de
hidrocarburos arométicos policiclicos (Tabla 4); Peru establece 1200 mg/kg PS
como estandar de calidad para la presencia de diésel de fraccion media en suelos
(Tabla 7); Unién Europea establece un contenido maximo de 6 mg/kg en peso seco
de PHA16 para sustratos de cultivo, enmiendas del suelo y cubiertas del suelo (Tabla
5); en el caso de Espafia se establecen para cada PHA un valor maximo especifico
como lo son 0.3 mg/kg peso seco para Tolueno y 0.1 mg/kg peso seco para
Naftaleno (Tabla 6).

= ECUADOR
Acuerdo No. 097-A

Norma de calidad ambiental del recurso suelo y criterios de remediacion para suelos
contaminados (Anexo 2, Libro VI de la Calidad Ambiental, del Texto Unificado de la

Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente).

Tabla 3. Valores maximos permisibles para criterios de calidad de suelo en
uso agricola Ecuador

Sustancia Unidades Uso de suelo agricola
(concentracién
€n peso seco)

Benceno ma/kg 0.05
Etilbenceno mg/kg 0.1
Estireno mag/kg 0.1

Tolueno mag/kg 0.1

Xileno mg/kg 0.1

PCB’s mg/kg 0.1
Hidrocarburos Aromaticos mg/kg 150

Policiclicos(PHA'’s)
Clorobenceno mg/kg 0.1



http://extwprlegs1.fao.org/docs/pdf/ecu155129.pdf
http://extwprlegs1.fao.org/docs/pdf/ecu155129.pdf
http://extwprlegs1.fao.org/docs/pdf/ecu155129.pdf

Tabla 4. Valores maximos permisibles para criterios de remediacion o
restauracion de suelo en uso agricola Ecuador

Sustancia Unidades Uso de suelo agricola
(concentracién en peso
Seco)
Hidrocarburos aromaticos
monociclicos
Benceno mg/kg 0.05
Etilbenceno mg/kg 0.1
Estireno mg/kg 0.1
Tolueno mg/kg 0.08
Xileno mg/kg 0.1
PCB’s mg/kg 0.5
Hidrocarburos totales(THP) mg/kg 150
Clorobencenos (cada tipo) mg/kg 0.05
Hidrocarburos aromaticos mg/kg <2
policiclicos
Benzo(a)antraceno mg/kg 0.1
Benzo(a)pireno mg/kg 0.1

Fuente: (Presidencia de la republica, S.F.)

= UNION EUROPEA
DECISION 2015/2099 DE LA COMISION

Por la que se establecen los criterios ecoldgicos para la concesion de la etiqueta
ecoldgica de la UE a sustratos de cultivo, enmiendas del suelo y cubiertas del suelo

Tabla 5. Limites de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) UE

Contenido maximo en el
Contaminante producto (mg/kg de peso
Seco)
HAP5 6

HAP16= suma de naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-

cd]pireno, dibenzo[a,h]Jantraceno y benzo(ghi)perileno

Fuente: (Comision europea, 2015)

= ESPANA

Real Decreto 9/2005, de 14 de enero, por el que se establece la relacion de
actividades potencialmente contaminantes del suelo y los criterios y estandares

para la declaracion de suelos contaminados



Tabla 6. Listado de contaminantes y niveles genéricos de referencia para
proteccion de los ecosistemas Espafia

« PERU

Sustancia Organismos del suelo
(mg/kg peso seco)
Benceno 1
Clorobenceno 1
Fenol 0.27
Naftaleno 0.1
Benzo(a)pireno 0.15
Benzo(a)antraceno 3.8
Tolueno 0.3
Estireno 0.68
Fuente: (Ministerio de la presidencia, 2005)

Resoluciéon Ministerial N°182-2018-MINAM

Estandares de calidad ambiental (ECA) para suelo
Tabla 7. Estandares de calidad ambiental (ECA) para suelo Peru

Parametros en mg/kgPS | Suelo agricola

Hidrocarburo aroméaticos voléatiles

Benceno 0.03

Tolueno 0.37
Etilbenceno 0.082

Xilenos 11
Hidrocarburos poliaromaticos

Naftaleno 0.1

Benzo(a)pireno 0.1

Hidrocarburos de petréleo

Fraccion Cq — Cq 200
Fraccion > C;y — Cyg 1200
3000

Fraccién > C,q — Cy

Fuente: (Ministerio del ambiente, 2017)



6. METODOLOGIA
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6.1 Material bioldgico utilizado

Son utilizadas cuatro cepas bacterianas extraidas de suelos agricolas
contaminados con hidrocarburos de las zonas de Acatzingo y San Martin
Texmelucan, Puebla, examinadas por Sanchez Varguez en 2018, debido a su
capacidad de promocién de crecimiento vegetal y sus diferentes caracteristicas

fisiologicas se seleccionaron:

e Cepafijadorade N,
(A5, Azospirillum brasilense )

Imagen 2. Cepa A5

e Termoresistente,
emulsificadora y
biodegradadora

(1b Bacillus pumilus)

e Emulsificadora y tolerante a
diésel
(15a Pseudomonas

aeruginosa )

Imagen 4. Cepa 15a



e Solubilizadora,
emulsificadora y tolerante a
diésel

(s-b Pseudomonas

frederiksbergensis)

Imagen 5. Cepa sb

Fuente: Propia

Debido a que estas cepas bacterianas presentaron el mayor porcentaje de

biodegradacion a una concentracioén inicial de 24 000 ppm de diésel a nivel in vitro.

En 2019, Guevara-Avendafo realizdé una biodegradacion a nivel microcosmos para
evaluar la eficiencia de dicho consorcio microbiano en el suelo a 24 000 ppm de
diésel.

6.1.1 Preparacion del inoculante

Debido a que el material biolégico se encuentra normalmente en stock en
condiciones criogénicas, es necesario hacer una reactivacion de las cepas
bacterianas en tubos de ensayo con Caldo Nutritivo para las cepas 15a y sb,
mientras que para la cepa A5 al ser fijadora se requiere un caldo de medio Nfb,
dejandose agitar en incubacion en 24 y 48 horas respectivamente, posterior a esto
son sembradas en cajas de Agar Nutritivo para las cepas 15a y sb, mientras que
Rojo Congo se utiliza para la cepa A5. En el caso de la cepa 1b, Unicamente se
hace un rayado sobre una caja de Agar Nutritivo con la muestra dejandose incubar

en un tiempo de 24 horas.

6.1.1.1 Inoculante para ensayos de cinética de germinacién en plantas

Se realiza un pre cultivo en tubos de Caldo Nutritivo para las cepas 15a, 1by sb, en
el caso de la cepa A5 se utiliza Caldo Nfb, dejandose inocular un tiempo de 16 y 36
horas respectivamente haciendo coincidir los tiempos para que todas las cepas se

encontraran listas al mismo tiempo, posteriormente se hace un ajuste de poblacion



centrifugando en tubos falcén para sacar el concentrado bacteriano y diluirlo en
buffer de fosfatos que sera analizado en un espectrofotdmetro a 610 nm hasta llegar
auna D.O. de 0.1 para 15a, 0.3 para sb, 0.5 para A5y 1b.

A continuacién, se realiza la pre adaptacion de las cepas en un medio HBm, al cual
le sera afadido el 0.1% de diésel estéril y el 1% de poblacidon ajustada dejandose

incubar en agitacion el mismo tiempo requerido para cada cepa.

6.1.1.2 Inoculante para rizorremediacion

Se realiza un pre cultivo en tubos de Caldo Nutritivo para las cepas 15ay 1b, en el
caso de la cepa A5 se utiliza Caldo Nfb, dejandose inocular un tiempo de 16 y 36
horas respectivamente haciendo coincidir los tiempos para que todas las cepas se
encontraran listas al mismo tiempo, posteriormente se hace un proliferacion
bacteriana en la que el contenido de los tubos son trasladados a un matraz con los
Caldos respectivos haciendo una modificacion en el Caldo Nfb, el cual es aumentar
la cantidad de fructuosa y asi acrecentar el crecimiento bacteriano, dejandose
incubar el mismo tiempo. Finalmente, la poblacion fue ajustada en buffer de fosfatos
aunaD.O. de 0.1 para 15a; 0.5 para A5 y 1b, la cual nos expresa una poblacién en
el suelo de 2.8 x108 ufc/mL.

6.2 Ensayos de cinética de germinacion en plantas

Previo a la determinacion del disefio experimental se realizan pruebas de cinética
de germinacion de cuatro plantas candidatas a la rizorremediacion, escogidas por
diferentes razones como: ser endémica de la zona, resistentes a poliaromaticos y
utilizadas en fitorremediacion de hidrocarburos, dentro de las cuales sera

seleccionada la mas resistente y apta para la investigacion.

En primera instancia se propicia la germinacion in vitro de las semillas de las plantas
a ocupar; Helianthus annuus (Girasol), Zea mays (Maiz) (Imagen 6), Tithonia
tubuformis (Jacq.) Cass (Palocote) y Arabidospsis thaliana (Oruga). Para llevar a

cabo este tipo de germinacion, las semillas son colocadas en cajas de plastico
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estériles o cajas Petri estériles, separadas en cuatro tratamientos, tales que llevaran

un seguimiento diario durante 12 dias:

1. Control: Germinacion de semilla (PT)

Son colocadas las semillas en la caja con una cama de papel filtro y agua hasta

lograr la germinacion.
2. Germinacion de semilla inoculada (PI)

Las semillas se colocaron en la caja con una cama de papel filtro, éstas fueron
inoculadas agregando 2x108 cel/mL de inoculante obtenido del consorcio

bacteriano con 1b, A5, 15a.
3. Germinacion semilla con diésel (P+5 ppm, P+10 ppm)

Las semillas fueron contaminadas con una solucion de diésel-metanol en
concentraciones de 5 y 10 ppm, en base al proceso de disolucion del
contaminante expuesto por Alkio y col., (2005).

4. Germinacion semilla con inoculante y diésel (PI+5 ppm, PI+10 ppm)

Son ubicadas las semillas en la caja con una cama de papel filtro, las cuales
seran inoculadas con el consorcio bacteriano de sb, 1b, A5, 15a; ademas de una
dosis de diésel con una solucién de diésel-metanol en concentraciones de 5y
10 ppm, para poder analizar la asociacion bacteria-contaminante-planta.
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Imagen 6. Germinacion in vitro de Zea Mays



6.3 Rizorremediacioén

Para poder establecer el disefio experimental de la investigacion fue necesario
hacer un andlisis, estudio y clasificacion del suelo con el que se llegé a trabajar,
esto con el fin de anticipar el comportamiento del contaminante y la planta dentro

del mismo.

Se disefié el experimento a nivel invernadero bajo condiciones atmosféricas
controladas como el porcentaje de humedad a 67%, una temperatura de 28°C y una
dosis de fertilizacién del suelo C:N:P 100:10:1.

6.3.1Actividades preliminares de acondicionamiento del suelo
6.3.1.1Tindalizacién

El proceso de esterilizacion del suelo agricola consté de embolsarlo y mantenerlo
en una autoclave durante dos horas a 10 Psi, repitiendo el proceso cada tercer dia

hasta haber triplicado el procedimiento.

6.3.1.2 Contaminacién de suelo con diésel

Para asegurar una exactitud en los procedimientos fue necesario obtener el valor
preciso de la densidad del diésel utilizado, esto se consiguié por medio de la férmula
de densidad y el pesaje a un vial que contenia 1 mL de diésel, obteniendo un valor
de 0.8248 g/mL.

Posteriormente se contaminé el suelo con 10 500 ppm, valor obtenido al término de
un proceso de evaluacién de la biorremediacién de diésel a nivel microcosmos por

(Guevara-Avendano, 2019).

6.3.1.3 Adicién de sustrato

Se adicioné como texturizante, bioestimulador y biaumentador para el suelo, la paja
residual de la produccion del hongo comestible Pleurotus ostreatus en una
concentracion de 6% respecto del peso del suelo, mezclandolo hasta que sea

homogéneo.



6.3.2 Disefio experimental

Se utilizaron dos tipos de suelo: a) suelo tindalizado, y b) suelo no tindalizado con y

sin contaminante a una concentracion inicial de 10 500 ppm.

A partir de los cuales, se dividieron en cuatro tratamientos: suelo estéril (SE), suelo
no estéril (SNE), suelo estéril bioaumentado (SEBIOS) y suelo no estéril
bioaumentado (SNEBIOS), y sus respectivos testigos (SE ST, SNE ST, SEBIOS ST,
SNEBIOS ST). Los suelos bioaumentados fueron inoculados con el consorcio
bacteriano integrado por tres bacterias: 1b, 15a, y A5, a una concentracion final en
el suelo de 2.8 x108 Ufc/mL.

Se colocaron 1.5 kg de cada tipo de suelo en macetas alcanzando 16 repeticiones,
mismas que fueron distribuidas en dos sub-tratamientos con la diferencia de que la
mitad tendria semillas inoculadas con el consorcio microbiano utilizado para la

bioaumentacion (Sin) y el resto tendria semillas no inoculadas (S) (Imagen 7).

Tabla 8. Disefio experimental para rizorremediacion

Suelo tindalizado + diésel + sustrato (SE ST)

Suelo sin tindalizar + diésel + sustrato (SNE ST)

Suelo tindalizado + diésel + sustrato + bioaumentacion (SEBIOS ST)

Suelo sin tindalizar + diésel + sustrato + bioaumentacion (SNEBIOS ST)

Suelo blanco + semilla no inoculada (SB)

Suelo blanco + semilla inoculada (SBI)

Suelo tindalizado + diésel + sustrato + semilla inoculada + agua (SESin)

Suelo tindalizado + diésel + sustrato + semilla no inoculada + agua (SES)
Suelo sin tindalizar + diésel + sustrato + semilla inoculada+ agua (SNESin)
Suelo sin tindalizar + diésel + sustrato + semilla no inoculada + agua (SNES)
Suelo tindalizado + diésel + sustrato + bioaumentacion + semilla inoculada
(SEBIOSIn)

Suelo tindalizado + diésel + sustrato + bioaumentacién + semilla no inoculada
(SEBIOS)

Suelo sin tindalizar + diésel + sustrato + bioaumentacion + semilla inoculada
(SNEBIOSin)

Suelo sin tindalizar + diésel + sustrato + bioaumentacién + semilla no inoculada
(SNEBIOS)

Suelo tindalizado + diésel + sustrato + semilla inoculada con A5 (SEA)

Suelo sin tindalizar + diésel + sustrato + semilla inoculada con A5 (SNEA)




Imagen 7. Disefio experimental para rizorremediacion

6.3.3 Analisis de parametros

Se analizaron diferentes determinaciones para evaluar el crecimiento de las plantas

a los 45 y 90 dias posteriores a la germinacion.

1. Tasa de crecimiento ( altura de la planta (A), longitud de raiz (LR), diametro
planta (D), diametro hoja (DH) )

2. Produccion de biomasa ( peso raiz y tejido aéreo (PSR Y PSA))

3. Degradacion de diésel (acumulacion de hidrocarburos en raiz, tejido aéreo y
suelo)

4. Evaluacién de la calidad de la planta (ICD)

6.3.3.1 indice de calidad de Dickson

Para obtener informacion sobre la calidad de la especie vegetal se tomaron las
mediciones de largo aéreo, longitudes de raiz, peso himedo y peso seco realizadas
a los 45 y 90 dias para posteriormente obtener el indice de calidad de Dickson.

El ICD se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion:

PST

A, PSA
D" PSR

ICD= indice de calidad de Dickson =



Donde:

PST= peso seco total de la planta (g)

A= altura de la planta (cm)

D= diametro de la planta (mm)

PSA= peso seco de la parte aérea de la planta (g)
PSR= peso seco de la parte radical de la planta (g)
6.3.3.2 Capacidad de germinacion

Segun Labouriau, la germinabilidad de una muestra de semilla es el porcentaje de
semillas en el que el proceso de germinacion llega al final, en condiciones
experimentales, mediante el crecimiento intraseminal que resulta en la protrusion (o
emergencia) de un embrion vivo. En general, se presenta como porcentaje,

acompafiado de alguna medicion de dispersion (Ranal y Garcia de Santana, 2006).

Del punto de vista practico, esta estadistica se parece al valor del porcentaje de
germinacion de semilla plena o completa obtenida al final de un ensayo de
viabilidad. (FAO, s.f.)

6.3.3.3 Porcentaje de germinacién

Es el numero se semillas germinadas con respecto a un tiempo especifico
establecido.

6.3.3.4 Tiempo modal

El tiempo modal es el punto de distribucion en el que se observa la mayor frecuencia
de semillas germinadas. Representa el pico de germinacion, aungque a veces no es
anico. Hay muestras de semillas cuyas distribuciones presentan dos o mas picos de
germinacion (germinaciéon con tiempo polimodal) y, en este caso, esta medicion es

inadecuada para sintetizar la informacién (Ranal y Garcia de Santana, 2006).



6.3.3.5 Tiempo medio de germinacion

Propuesto por Haberlandt en 1875 (Ranal y Garcia de Santana, 2006), se calcula
como la media ponderada del tiempo de germinacion. EI nimero de semillas
germinadas en los intervalos de tiempo establecidos para la recoleccién de datos
se usa como peso. En este caso, el uso de la media ponderada es indispensable,

ya que considera que germina un numero diferente de semillas

= Y nit
i=1 Ni

Donde:

t,= tiempo desde el inicio del experimento hasta la observacion it (dia u hora)

n; = nimero de semillas germinadas en el tiempo i (no el nimero acumulado, sino

el niamero correspondiente a la observacion ith)

k = Gltima vez de germinacion
6.3.3.6 Cuantificacién de degradacién de diésel
6.3.3.6.1 Extraccion de fraccion media

Se realiz6 el andlisis de hidrocarburos de fraccidon media, diésel de C;, — C,g. Se
llevd a cabo la extraccion y cuantificacion de diésel a 45 y 90 dias de cada uno de
los tratamientos por triplicado con base al método de extraccibn EPA 3550C
(Ultrasonic Extraction). Consiste en afiadir sulfato de sodio anhidro (activado a 400
°C durante 4 horas en una mufla) y silica gel, en relacién 1:1 con la finalidad de
eliminar la humedad del suelo para luego sonicar en presencia del disolvente
orgéanico cloruro de metileno o también llamado diclorometano (grado HPLC, marca
Fermont). El extracto obtenido fue filtrado en papel de filtro estandar y
posteriormente evaporado a 45 °C hasta obtener un volumen de 1 mL, el cual se
aforé y almacend en viales de 2 mL en condiciones de refrigeracion hasta su

inyeccion en el cromatografo (Imagenes 8y 9).
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Imagen 8. Filtracion del extracto

Imagen 9. Aforo del extracto a 1 mL

6.3.3.6.2 Cuantificacion por cromatografia de gases

Se realiz6 un analisis cuantitativo de la fraccion media (diésel) de acuerdo con el
método EPA 8015B (Nonhalogenated Organics using CG-FID), se inyecto 1 uL de
muestra extraida en un cromatografo de gases GC System-FID, Modelo HP 6890
con una columna capilar HP-5 (0.25 mm* 30 m* 0.25 um) cuyo flujo inicial fue de
1.0 mL/min (Imagen 10).

Las condiciones de analisis del horno fueron: Temperatura inicial 45 °C, una rampa
de 20°C/min y temperatura maxima 275 °C.



Imagen 10. Cromatdgrafo de gases GC System-FID, Modelo HP 6890

6.4 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para identificar tendencias dentro de los
pardmetros analizados, utilizando Minitab, versién 19.2.0. La interpretacién de los
resultados se llevo a cabo por medio de un ANOVA, el cual mediante las medias
poblacionales y una prueba de hipotesis supone verdadera una afirmacién inicial.
De igual forma se utilizé la prueba de Tuckey, la cual nos sirve para probar todas
las diferencias entre medias de tratamientos y nos proporciona informacion sobre la

agrupacion; todo esto para poder determinar qué tratamiento es el mas eficiente.
7. RESULTADOS
7.1 Resultados de cinética de germinacién

7.1.1 Efecto de diésel en Zea Mays (Maiz)

El comportamiento de Zea Mays en presencia de diésel a las concentraciones de 5
y 10 ppm aunado a la presencia del consorcio microbiano se representa en la
Grafica 1y Tabla 9.



Gréfica 1. Cinética de germinacién de Zea Mays
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El porcentaje de germinacion del Testigo (PT) fue cercano al 100% al tercer dia, el
tratamiento inoculado con 5 ppm se comporté como el testigo. Sin embargo, en los
tratamientos con 10 ppm del diésel afectd6 negativamente a todos retrasando la
germinacion tres dias con respecto al testigo. El grado de afectacion de la
germinacién con diésel fue P+10 ppm > PI+10 ppm > P+5 ppm > PI+5 ppm. Los
tratamientos inoculados ya sea con 5y 10 ppm tuvieron menos afectacién al diésel
y las plantas inoculadas sin diésel presentacion el segundo mayor porcentaje de

germinacion (Gréfica 1).

Tabla 9. Analisis de germinacion de Zea Mays

Tratamiento Tiempo de germinacién
CG Mediana T mod T med

PT 96.3% +0.005 3.50+0.00 6.00+0.00 5.90+0.01
a b b a

Pl 98.9% +0.009  2.5+0.40 4.0+0.81 5.86+0.02
a c C b

Pl+5ppm 92.2% +0.009 2.5+0.40 4.0+0.81 5.86+0.02
a c C b

P+5ppm 80.4% +0.02 4.33+0.84 7.67+1.69 5.96+0.03
b a a b

PlI+10ppm 75.4% % 0.08 3.5+0.40 6.0+0.81 6.2610.13
c b a a

P+10ppm 67.8% +0.01 4.5+0.70 8.0+1.41 6.371£0.05



d a a a
P valor 0.000 0.009 0.009 0.000
*Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia minima significativa con un valor de

p < 0.05, con respecto a cada parametro analizado, CG= Capacidad de Germinaciéon, T mod=
Tiempo modal de germinacion, T med= Tiempo medio de germinacion

Como se expresa en la Grafica 1, la mayor capacidad de germinacién la obtuvo la
planta testigo (PT) con un 98.9%, seguido de Pl y el tratamiento con diésel PI+5
ppm. Los tratamientos posteriores fueron afectados en la capacidad de germinacion
P1+5 ppm > P+5 ppm > PI+10 ppm > P+10 ppm con diferencia significativa ( P=0.000

).

En el caso de las mediciones de los tiempos de germinacion, la variable de mediana,
nos demostré que P+10 ppm y P+5 ppm tuvieron los valores mas altos, es decir el
efecto toxico del diésel fue negativo para la germinacion; mientras que los
tratamientos con menor valor de mediana fueron el testigo (PT) y Pl con diferencia
significativa ( P=0.010).

Para el tiempo modal de germinacion observamos a P+10 ppm y P+5 ppm con los
valores mas altos, lo que significa que la frecuencia de semillas germinadas se
presentd en un mayor tiempo a diferencia de los tratamientos testigo e inoculados

con diferencia significativa ( P=0.010 ).

El tiempo medio de germinacion se presentd con diferencia significativa ( P=0.000
), donde los valores mas altos se encontraron para P+10 ppm y PI+10 ppm, a

diferencia de los tratamientos restantes P+5 ppm, PI+5 ppm, PT y PI.

7.1.2 Efecto de diésel en Helianthus annuus (Girasol)

El comportamiento de Helianthus annuus en presencia de diésel a las
concentraciones de 5y 10 ppm aunado a la presencia del consorcio microbiano se

refleja en la Grafica 2 y Tabla 10.



Gréfica 2. Cinética de germinacion de Helianthus annuus
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El tratamiento Pl de Helianthus annuus presenté el mayor porcentaje de
germinacion (66.6% ) en el dia 6. Seguido del testigo (PT) y el tratamiento inoculado
con 5 ppm que retrasaron el inicio de la germinacion debido a la presencia de diésel.
Los tratamientos sin inoculante y con 10 ppm de diésel presentaron mayor grado de
afectacion de forma que P+10 ppm > PI+10 ppm > P+5 ppm, mismos que
presentaron los menores porcentajes de germinacion alcanzando del 20 al 40% en
el dia 12 (Gréfica 2).

Tabla 10. Analisis de germinacion de Helianthus annuus

Tratamiento Tiempo de germinacion
CG Mediana T mod T med
PT 61.1% +0.04  3.16%0.62 5.33+1.24 7.56+0.22
a b b b
Pl 64.2% + 0.01 2.83+0.47 4.66+0.94 7.39+0.07
a c C b
Pl+5ppm 56.9% + 0.01 3.66+0.23 6.33+0.47 7.86+0.07
a b b b
P+5ppm 23.3%+0.02 5.0£1.08 9.0+2.16  8.82%+0.30
b a a a

PI+10ppm 21.4% *0.01 3.5t0.40 6.0+0.81 8.3410.44
b b b a



P+10ppm 12.2% 1 0.01 6.16+0.47 11.33+0.94 8.53+0.16
c a a a
P valor 0.000 0.001 0.001 0.001
*Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia minima significativa con un valor de
p < 0.05, con respecto a cada parametro analizado, CG= Capacidad de Germinaciéon, T mod=
Tiempo modal de germinacion, T med= Tiempo medio de germinacion

Los mayores valores de capacidad de germinacion se encontraron con el
tratamiento inoculado (PI) junto con el testigo (PT) con mas del 60%, el tratamiento
mas afectado fue P+10 ppm que presentd una capacidad de germinacion de 12.2%,
con diferencia significativa ( P=0.000 ).

Las mediciones del tiempo de germinacion arrojaron que los mayores valores de la
mediana se encontraron con los tratamientos adicionados con diésel a 5y 10 ppm
( P+10 ppm y P+5 ppm ), el tratamiento inoculado (PI) presentd el menor valor con

diferencia significativa ( P=0.001 ).

El tiempo modal de germinacién mostro que los tratamientos que tardaron mas en
llegar al pico de germinacion fueron P+10 ppm y P+5 ppm al presentar los valores
mas altos, a diferencia del tratamiento inoculado (PI) con tiempo modal de 4.66 dias
( P=0.001).

El tiempo medio de germinaciéon presento los valores mas altos arriba de 8 dias en
los tratamientos P+10 ppm > P+5 ppm > PI+10 ppm > PI+5 ppm, a diferencia del
resto de los tratamientos que presentaron valores de 7 dias con diferencia
significativa ( P=0.001 ).

7.1.3 Efecto de diésel en Arabidospsis thaliana (Oruga)

El comportamiento de Arabidospsis thaliana en presencia de diésel a las
concentraciones de 5y 10 ppm aunado a la presencia del consorcio microbiano se

refleja en la Grafica 3y Tabla 11.



Gréfica 3. Cinética de germinacién de Arabidospsis thaliana
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La grafica de germinacion para Arabidospsis thaliana demuestra que el mayor

porcentaje se obtuvo del testigo (PT) con un 93.3% de germinacién en el dia 7, el

tratamiento con inoculacién (PI) se comporté de forma similar, llegando a dicho

porcentaje con 3 dias de diferencia; los tratamientos con 5 ppm de diésel tuvieron

afectaciones significativas, debido a que el inoculado (PI+5 ppm) consiguié un

73.3% de germinacion, mientras que el no inoculado (P+5 ppm) se mantuvo en 20%;

siendo éste el menor valor, ya que los tratamientos con 10 ppm no presentaron

germinacion (Grafica 3).

Tabla 11. Analisis de germinacion de Arabidospsis thaliana

Tratamiento Tiempo de germinacion
CG Mediana T mod T med
PT 61.57%+0.05 3.5+0.40 6.0+0.81 6.55+0.18
a a a a
Pl 70.16% +£0.03 3.5+0.40 6.0+0.81 6.12+0.11
a a a a
Pl+5ppm 49.31% £ 0.03 4.3+0.84 7.66+1.69 6.701£0.29
b a a a
P+5ppm 13.12% £ 0.01 3.840.23  6.66%0.47 6.51+0.21
C a a a
Pl+10ppm 0% £ 0.0 0.0£0.0 0% 0.0 0.0£0.0
d b b b



P+10ppm 0%+ 0.0 0% 0.0 0%+ 0.0 0% 0.0
d b b b
P valor 0.000 0.000 0.000 0.000
*Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia minima significativa con un valor de
p < 0.05, con respecto a cada parametro analizado, CG= Capacidad de Germinacién, T mod=
Tiempo modal de germinacion, T med= Tiempo medio de germinacion

La mayor capacidad de germinacion analizada en Arabidospsis thaliana se present6
en el testigo (PT) con un 70.16%; la presencia de diésel afectd considerablemente
a los tratamientos de modo que PI+5 ppm y P+5 ppm tienen una diferencia de 36%
de capacidad de germinacion entre tratamientos, mientras que PI1+10 ppm y P+10
ppm no presentan germinacién ( P=0.000 ).

La mediana del tiempo de germinacion presenté su valor maximo en PI+5 ppm,
mientras que el valor minimo se presentd para el tratamiento inoculado (PI) y el

testigo (PT), con diferencia significativa ( P=0.000 ).

El tiempo modal mostré que el tratamiento que tardé mas tiempo en llegar a su pico
de germinacion fue PI1+5 ppm, mientras que el testigo (PT) y el tratamiento inoculado
(PI) obtuvieron un menor tiempo modal de germinacién, con diferencia significativa
( P=0.000).

El tiempo medio de germinacion para Arabidospsis thaliana es muy parecido en
todos los tratamientos, teniendo PI+5 ppm > Pl > P+5 ppm > PT presentando valores

arriba de 6 dias, con diferencia significativa ( P=0.000 ).

7.1.4 Efecto de diésel en Tithonia tubuformis (Jacq.) Cass (Palocote)

El comportamiento de Tithonia tubuformis en presencia de diésel a las
concentraciones de 5y 10 ppm aunado a la presencia del consorcio microbiano se

refleja en la Grafica 4 y Tabla 12.



Gréfica 4. Cinética de germinacién de Tithonia tubuformis
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El porcentaje de germinacién del tratamiento inoculado (PI) fue del 100% al quinto
dia, los tratamientos con diésel se vieron afectados; sin embargo, los inoculados
obtuvieron mejor germinacioén, aun con 5 ppm se obtuvo un 80% al sexto dia, y con
10 ppm un 58% de germinacion al quinto dia. Los tratamientos no inoculados y con
diésel obtuvieron menos del 40% de germinacion (Gréfica 4).

Tabla 12. Analisis de germinacion de Tithonia tubuformis

Tratamiento Tiempo de germinacidn
CG Mediana T mod T med
PT 57.4% + 0.007 3.240.62 5.33+1.24  7.46%0.07
c b b b
PI 98.6% + 0.01 2.740.47 4.3310.94 7.301+0.04
a b b b
Pl+5ppm 76.9% + 0.01 3.2£0.23  5.310.47 7.3910.04
b b b b
P+5ppm 30.4% + 0.01 4.5+0.70  8.0+1.41 8.39+0.24
d a a a
PI+10ppm 53.2% + 0.02 3.0£0.40 5.0+0.81 7.62+0.17
c b b b
P+10ppm  13.3% +0.01 5.3:t0.94 9.66+1.88  8.50%0.52
e a a a

P valor 0.000 0.006 0.006 0.001




*Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia minima significativa con un valor de
p < 0.05, con respecto a cada parametro analizado, CG= Capacidad de Germinaciéon, T mod=

Tiempo modal de germinacién, T med= Tiempo medio de germinacion

La capacidad de germinacion mas alta para Tithonia tubuformis fue en los
tratamientos inoculado (Pl) y testigo (PT), mientras que los porcentajes mas
pequefios se presentaron en los tratamientos con presencia de diésel sin

inoculacion (P+5 ppm y P+10 ppm) con diferencia significativa ( P=0.000 ).

La mediana del tiempo de germinacion presenté sus valores mas altos en los
tratamientos con diésel sin inoculacion P+10 ppm y P+5 ppm de 5.3 y 4.5 dias
respectivamente; los tratamientos con inoculacion y diésel obtuvieron un tiempo de

germinacioén similar con 3.0 y 3.2 dias respectivamente ( P=0.006 ).

En el tiempo modal, los tratamientos que tardaron mas en llegar al pico de
germinacion fueron P+10 ppm y P+5 ppm con 9.66 y 8.0 dias; sin embargo, los
tratamientos con menor tiempo modal fueron el testigo (PT) y el tratamiento

inoculado (PI) con valores de 5.33 y 4.33 dias respectivamente ( P=0.006 ).

El tiempo medio de germinacion mayor se encontrd con los tratamientos P+10 ppm
y P+5 ppm con mas de 8 dias, el resto de los tratamientos obtuvieron tiempos
similares posicionandolos como PI+10 ppm > PI+5 ppm presentando valores arriba

de 7 dias con diferencia significativa ( P=0.001 ).

De acuerdo con los resultados obtenidos en cuanto a capacidad y tiempo de
germinacion Zea Mays es viable para aplicarla en el proceso de rizorremediacién
por su disponibilidad y tolerancia a diésel de acuerdo a los resultados obtenidos de

los pardmetros de germinacion.



7.2 Resultados de rizorremediacion

Tabla 13. Parametros de crecimiento de Zea Mays a 45 dias

Tratamiento 45 Dias
PH (9) PS (9) PSR (g) PSA (g9) A (cm) D (mm) ICD Hojas DH (mm) LR (cm)
SB 1.58+0.06 0.48+0.05 0.30+0.05 0.18+0.001 27.25+0.20 3.00+0.00 0.04+0.007 5.00+0.00 2.83+0.23 38.65+4.61
d d c c a a b c b b
SBI 2.61+0.15 0.64+0.01 0.38+0.01 0.26+0.01 30.55+1.26 4.00+0.00 0.08+0.001 6.00+0.00 3.66+0.47 55.00+4.08
c c c b a a b a a a
SES 5.00+0.60 1.00+0.01 0.84+0.01 0.16+0.005 24.60+0.08 3.83+0.42 0.15+0.02 5.50+0.47 3.41+0.43 23.55+1.28
a b a c b a a b a c
SESin 3.81+0.15 1.26+0.17 1.00+0.15 0.25+0.02 29.60+1.51 3.91+0.11 0.15+0.006 6.00+0.47 3.66+0.47 34.25+3.06
b a a b a a a a a b
SNES 3.49+0.11 0.75+0.004 0.52+0.008 0.20+0.01 25.57+0.95 3.75+0.35 0.08+0.007 5.00+0.00 3.33+0.31 23.80+0.57
b c b b b a b c a c
SNESIn 3.59+0.12 0.84+0.02 0.63+0.01 0.22+0.009 32.40+0.77 3.83%+0.32 0.12+0.01 5.50+0.40 3.41+0.23 51.92+3.36
b c b b a a a b a a
SEBIOS 3.50+0.17 0.45+0.01 0.26+0.01 0.19+0.002 25.25+0.96 3.91+0.11 0.06+0.004 5.33+0.47 3.83+0.23 19.95+1.38
b d d c b a b b a d
SEBIOSin 4.56+0.48 1.33+0.03 1.08+0.01 0.25+0.006 28.94+0.07 4.00+0.23 0.17+0.01 5.66+0.23 4.16+0.23 24.89+0.72
a a a b a a a b a c
SNEBIOS 3.00+0.24 0.56+0.05 0.34+0.007 0.13+0.008 24.35+0.87 3.33+0.64 0.07+0.006 5.00+0.40 3.00+0.47 23.42+1.22
b d c c b a b c b c
SNEBIOSin 3.83+0.53 1.00+0.03 0.87+0.03 0.21+0.02 27.82+0.34 3.91+0.35 0.13+0.02 6.66+0.47 3.66+0.47 26.60+0.70
b b a b a a a a a b
SEA 2.46+0.12 0.80+0.12 0.50+0.009 0.33+0.01 24.57+0.75 3.66+0.23 0.09+0.002 5.66+0.23 3.66+0.23 29.82+2.63
c c b a b a b b a a
SNEA 5.46+0.19 0.84+0.01 0.59+0.12 0.20+0.005 32.90+0.59 4.08+0.11 0.11+0.02 6.83+0.64 4.08+0.11 47.32+2.30
a c b b a a a a a a
P valor 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.089 0.000 0.000 0.003 0.000

*Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia minima significativa con un valor de p < 0.05, de los parametros medidos después
de 45 dias. PH= Peso Humedo, PS= Peso Seco, PSR= Peso Seco Radical, PSA= Peso Seco Parte Aérea, A= Altura, D= Diametro, DH= Diametro
de hoja, ICD= Indice de Calidad de Dickson, LR= Longitud de raiz



Dentro de los pardmetros analizados para las plantas a los 45 dias, con respecto a el peso
humedo de la planta, los tratamientos con mayor valor estadisticamente significativos (
P=0.000 ) fueron SNEA > SES > SEBIOSin con valores de 5.46 >5.00 > 4.56 g, y los que
obtuvieron un menor peso hiimedo fueron SBI > SEA > SB con 2.61 >2.46 >1.58 g (Tabla
13).

Asi, el mayor peso seco total de la planta se present6 para los tratamientos:
SEBIOSin > SESin > SNEBIOSIin con valores de 1 g hasta 1.33 g, a su vez los
valores con menor peso seco fueron SB y SEBIOS con 0.48 y 0.45 g, con diferencia
significativa ( P=0.000 ).

En el caso del peso seco radical se observd un mayor valor en los tratamientos
SEBIOSin > SES > SESin > SNEBIOSIn con valores de 0.87 hasta 1.08 g, a su vez,
los tratamientos con menor valor se presentaron en SBI > SB > SEBIOS con valores

maximos de 0.38 g, con diferencia significativa ( P=0.000 ).

Podemos observar que el peso seco en la parte aérea fue mayor en el tratamiento
SEA con 0.33 g, ademas de que no existi6 diferencia entre el resto de los
tratamientos pues sus valores fueron de 0.26 a 0.18 g, sin embargo, el valor mas
bajo lo presentdé SNEBIOS (0.13) g con diferencia significativa ( P=0.000 ).

La mayor altura a los 45 dias se registro para los tratamientos SNEA > SNESin >
SBI > SESin con un rango de valores que van de 32.9 a 28.94 cm; los tratamientos
mas afectados que presentaron menor altura fueron SES > SEA > SNEBIOSin
ligeramente arriba de 24 cm ( P=0.000 ).

Con respecto al diametro de la planta los tratamientos no fueron diferentes
significativamente ( P=0.089 ). Los tratamientos SNEA, SEBIOSin y SBI presentaron
el maximo valor de un 4.0 mm; y el tratamiento SB present6 el menor valor de 3.00

mm.

El indice de calidad de Dickson demostr6 que, la calidad de la especie vegetal es
mejor en los tratamientos SEBIOSin > SESin > SES, mientras que la menor calidad



se presentd para los tratamientos SEBIOS y SB con diferencia significativa (
P=0.000 ).

El nimero de hojas mantuvo valores similares, no obstante, los tratamientos SNEA
> SNEBIOSin > SBI > SESin presentaron los valores mas grandes con 6.83 hasta
6.0. Sin embargo, el menor nimero de hojas lo presentaron los tratamientos SB,
SNES, SNEBIOS pues presentaron un valor de 5.0 hojas, con diferencia significativa
( P=0.000).

Para el didmetro de la hoja, los valores mas altos los presentaron los tratamientos
SEBIOSin > SNEA con mas de 4 mm, mientras que el tratamiento que presento el

menor didmetro fue SB con 2.83 mm ( P=0.003).

Las mediciones de longitud de raiz presentaron los mayores valores para SBI >
SNESin > SNEA con un rango de 55.0 hasta 47.32 cm, mientras que el valor mas

bajo se present6 para SEBIOS con 19.95 cm, con diferencia significativa ( P=0.000

).



Tabla 14. Parametros de crecimiento de Zea Mays a 90 dias

Tratamiento 90 Dias
PH (9) PS (g) PSR (g) PSA (g9) A (cm) D (mm) ICD Hojas DH (mm) LR (cm)
SB 2.96+0.06 0.91+0.03 0.46+0.02 0.45+0.01 41.83+0.65 2.83+0.40 0.05+0.01 8.33+0.27 2.94+0.07 32.01+1.15
d d e c b d c c C c
SBI 3.27+0.17 1.01+0.05 0.50+0.02 0.51+0.03 45.81+1.34 3.38+0.29 0.06+0.006 9.55+0.70 4.48+1.05 42.63+2.61
c c d b a b c a a b
SES 3.08+0.30 1.04+0.02 0.60+0.01 0.43+0.03 43.53+1.50 2.94+0.29 0.06+0.006 8.44+0.47 3.55+0.42 51.38+2.38
c c c c b d C c b a
SESin 8.46+0.58 1.42+0.03 0.81+0.03 0.61+0.01 47.20+1.41 3.33+0.23 0.09+0.01 8.44+0.47 4.25+0.34 52.01+2.29
a b b a a b b c a a
SNES 4.41+0.12 1.25+0.05 0.66+0.04 0.58+0.03 43.66+0.72 2.94+0.36 0.07+0.009 8.72+0.29 4.25+0.34 53.95+1.32
b b c a b d b b a a
SNESIn 5.25+0.28 1.37+0.05 0.72+0.02 0.65+0.03 45.55+0.98 3.41+0.20 0.09+0.009 10.33+0.31  4.50+0.54 56.38+2.08
b b b a a b b a a a
SEBIOS 4.69+0.18 1.34+0.08 0.76+0.07 0.56+0.05 42.86+1.63 3.66+0.31 0.10+0.01 9.38+0.29 4.11+0.48 45.28+2.81
b b b b b a a a a b
SEBIOSin 5.61+0.60 1.74+0.09 1.17+0.10 0.58+0.05 47.03+1.57 3.88+0.44 0.13+0.01 10.50+0.40 4.44+0.29 56.81+2.92
b a a a a a a a a a
SNEBIOS 4.41+0.18 1.19+0.11 0.53+0.04 0.66+0.06 48.19+1.51 3.16+0.23 0.07+0.009 8.22+0.70 4.25+0.30 35.13+1.03
b b d a a c b c a c
SNEBIOSin 7.84+0.29 1.33+0.06 0.73+0.04 0.60+0.02 45.33+1.04 3.44+0.37 0.08+0.008 9.33+0.74 4.36+0.35 35.25+0.47
a b b a a b b a a c
SEA 4.19+0.23 1.02+0.01 0.40+0.01 0.47+0.01 32.20+1.06 3.27+0.21 0.07+0.004 8.22+0.47 3.83+0.60 37.91+1.61
b c e c c c b c b c
SNEA 4.50+0.14 1.02+0.05 0.45+0.02 0.56+0.03 47.80+2.06 3.42+0.30 0.06+0.006 9.61+0.45 3.88+0.62 59.42+4.63
b c e b a b c a b a
P valor 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000

*Letras minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia minima significativa con un valor de p < 0.05, de los pardmetros medidos después
de 90 dias. PH= Peso Humedo, PS= Peso Seco, PSR= Peso Seco Radical, PSA= Peso Seco Parte Aérea, A= Altura, D= Diametro, DH= Diametro
de hoja, ICD= Indice de Calidad de Dickson, LR= Longitud de raiz



A los 90 dias, el mayor peso humedo se encontré en los tratamientos SESin y
SNEBIOSIn, con valores de 8.46 y 7.84 g, mientras que los pesos humedos mas
bajos se encontraron en SBI > SES > SB con 3.27, 3.08 y 2.96 g respectivamente (
P=0.000 ).

El resultado mas alto para peso seco total de la planta fue para el tratamiento
SEBIOSIn (1.74 g), mientras que el tratamiento con el peso mas bajo fue SB ( 0.91
g) (P=0.000).

El mayor valor significativo ( P=0.000 ) para peso seco radical lo presentdé SEBIOSin
con 1.17 g, los tratamientos con menor produccion radicular fueron los tratamientos
SB > SNEA > SEA con valores alrededor de 0.40 g.

El peso seco aéreo presento los valores mas altos en los tratamientos SNEBIOS >
SNESin > SESin > SNEBIOSin con un intervalo de valores de 0.66 a 0.60 g,
mientras que los tratamientos SEA > SB > SES presentaron los valores mas bajos
en produccién aérea de 0.47 hasta 0.43 g ( P=0.000).

La altura analizada a los 90 dias nos mostré que los tratamientos con mayor
produccion de parte aérea significativa ( P=0.000 ) fueron SNEBIOS > SNEA >
SESin > SEBIOSin con valores de 48.19 hasta 47.03 cm, mientras que el
tratamiento con menor altura fue SEA con 32.2 cm.

Los valores del diametro de la planta fueron mayores para SEBIOSin y SEBIOS con
3.88 y 3.66 mm, los menores didmetros se presentaron para los tratamientos SNES
= SES > SB a 2.94 y 2.83 mm, con diferencia significativa ( P=0.000 ).

El indice de calidad de Dickson demostré fue en los tratamientos SEBIOSin y
SEBIOS con valores de 0.13 y 0.10 respectivamente, mientras que la menor calidad
se presento para los tratamientos SNEA = SES = SBI > SB a 0.06 y 0.05 ( P=0.000

).



Los tratamientos SEBIOSin y SNESIn presentaron el nUmero de hojas mas altos
significativos ( P=0.000 ) con valores 10.50 y 10.33, y los tratamientos SEA y

SNEBIOSin (8.22) fueron los mas bajos en la produccién del nimero de hojas.

Los mayores valores para el diametro de hoja se encontraron para SNESin > SBI >
SEBIOSin con valores de 4.50 mm > 4.48 mm > 4.44 mm, y el menor fue para SB
con un valor de 2.94 mm ( P=0.014).

En cuanto a la longitud radical los valores méas bajos fueron para los tratamientos
SNEBIOSin > SNEBIOS > SB ( 35.25 cm > 35.13 cm > 32.01 cm respectivamente )
(Imagen 11); los valores mas altos se presentaron en el intervalo de 59.42 cm a
56.38 cm para los tratamientos SNEA > SEBIOSin > SNESIn ( Imagenes 12y 13)
( P=0.000).

Imagen 11. a) Longitud de raiz en SB, b) Longitud de raiz en SNEA, c) Longitud de
raiz en SEBIOSin



7.2.1 Comparacion de la calidad de la planta a 45y 90 dias

El ICD nos proporciona informacion sobre el estado de la planta de acuerdo al
tiempo de exposicion del contaminante, y observamos en la Gréfica 5 la

comparacion del estado de la planta a los 45 y 90 dias.

Gréafica 5. Comparacion de ICD a 45y 90 dias
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Para los valores del indice de Calidad de Dickson se observo una disminucion a los
90 dias en comparacion con lo registrado a los 45 dias, lo cual demostré que la
calidad de la especie vegetal se ve afectada por la presencia del contaminante
(diésel) y el tiempo a la que esta expuesta. Siendo el tratamiento SEBIOSin con
mayores valores de ICD a los 45 y 90 dias, por lo que la aplicacion del consorcio
bacteriano en suelo e inoculado con la planta favorecio su desarrollo en un ambiente

contaminado con diésel.



7.3Degradacion de diésel

Durante la rizorremediacion a los 45 dias, en todos los tratamientos se observaron
porcentajes de degradacion similares en el rango de 30.51 - 39.68%, con la
excepcion del tratamiento SEA (28.15%); y una concentracion de diésel residual de
6404.36 - 7629.32 mg/kg. Los porcentajes mayores de degradacion fueron para los
tratamientos SESin, y SNEA con 38.14% y 39.68% ( P= 0.001 ) y de 6567.82 y
6404.36 mg/kg de diésel residual respectivamente ( P= 0.000 ) (Tabla 15).

Se obtuvo mayor degradacién a los 90 dias en comparacién a los 45 dias. Los
tratamientos SEA, SESin y SNES presentaron porcentajes de degradacion de
35.86%, 38.64% y 39.15% respectivamente, y 6810.64, 6514.75 y 6460.74 mg/kg
de diésel residual. El resto de los tratamientos ( SEBIOS, SNEA, SNESIn,
SNEBIOS, SEBIOSin y SNEBIOSin ) van de un 40.62 - 46.30%, y una concentracion
de diésel residual de 6304.24 a 5701.21 mg/kg. Los testigos SE ST y SNE ST
mostraron porcentajes de degradacion de 11.62% y 12.32% respectivamente y una
concentracion de diésel residual de 9384.25 y 9292.61 mg/kg. SEBIO y SNEBIO
presentaron 41.62% y 43.45% de degradacion 'y 6163.49 y 6003.86 mg/kg de diésel
residual (Tabla 15).

Los porcentajes de degradacion fueron més altos en los tratamientos con suelo no
tindalizado en comparacion a los tindalizados; aunado a que los tratamientos con
bioaumentacién y semillas inoculadas presentaron un mayor porcentaje de
degradacion; por lo tanto, se demostrd que el tratamiento SNEBIOSin (46.3% de
degradacion de diésel) se posicion0 como el mejor tratamiento para la
rizorremediacion, seguido de SEBIOSin, SNEBIOS y SNEBIO ST. Por lo que la
bioaumentacién y la interaccibn de planta-microorganismo favoreci6o la

rizorremediacién de suelo agricola contaminado con diésel.



Tabla 15. Degradacion y concentracion de diésel residual a 45y 90 dias

Tratamiento

45 Dias

90 Dias

Degradacion %

[Diésel] mg/kg

Degradacion %

[Diésel]l mg/kg

SE ST

SNE ST

SEBIO ST

SNEBIO ST

SES

SESin

SNES

SNESIn

SEBIOS

SEBIOSin

SNEBIOS

SNEBIOSin

SEA

SNEA

P valor

10.61+ 0.76
c
11.82+0.81
c
30.63+ 0.86
a
32.92+0.84
a
31.64+11.13
a
38.14+ 5.76
a
31.35+6.10
a
35.51+ 2.25
a
31.72+13.12
a
25.49+ 1.25
b
30.51+ 1.46
a
34.80+ 9.99
a
28.15+ 3.18
b
39.68+ 1.74
a
0.001

11887.71+1313.49
a
11872.35+ 767.75
13738.9611832.58
14169.05a-_+1186.96
7258.16%1182.06
6567.82+ 612.48
7289.51:;_F 648.73
6847.83+ 293.28
72.50.02%1393.21
7911.70?1393.21
7378.73; 155.99
6922.91+1060.95
7629.32;1 337.87
6404.36+ 185.12
C
0.000

11.62+0.21
a
12.32+0.15
a
41.62+0.11
b
43.45+0.30
C
32.55+3.16
b
38.64+2.82
b
39.15+1.83
b
41.43+5.36
b
40.62+2.51
b
44.06+1.03
Cc
43.45+5.24
Cc
46.30+2.91
d
35.86+1.93
b
40.72+1.08
b

0.000

9384.25+ 22.70
c
9292.61+ 16.88
c
6163.49+ 57.66
a
6003.86+ 31.96
a
7161.86+335.91
b
6514.75+299.59
b
6460.74+£195.15
b
6218.54+569.18
a
6304.24+267.39
a
5939.08+109.63
a
6004.19+557.20
a
5701.21+309.81
a
6810.64+205.43
b
6294.43+114.96
a
0.000

*Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia minima significativa con un valor de
p < 0.05, de la concentracién de diésel a los 45 y 90 dias.



8. DISCUSION

El proceso de rizorremediacion es eficiente cuando se aumenta la degradacion de
hidrocarburos de petrdleo debido a la accidon conjunta de los microorganismos
presentes en la rizosfera de la planta (Wojtera-Kwiczor y col., 2014). En este estudio
se realizaron ensayos de cinética de germinacion para elegir a la planta idénea en
el proceso de rizorremediacion de suelos contaminados con diésel. Para lo que, Zea
Mays presentdo el mayor porcentaje de germinacion (98%) inoculada con el
consorcio bacteriano (Tabla 9); y en los tratamientos con diésel se vieron afectados
negativamente de forma significativa ( P=0.000 ) y aumento el grado de afectacion
a altas concentraciones de diésel (10 mg/kg). En estudios similares, Méndez-Natera
y col. (2004) reportaron que los mayores porcentajes de germinacién de maiz fueron
a concentraciones de 3 % de petroleo crudo, y disminuy6 la germinacién conel 6y
9 % del contaminante. Aunado a esto, Marin-Velasquez (2016) concluy6 que la
germinacion de las semillas de maiz se ve afectada de forma directa por la
concentracion de petréleo utilizado en el suelo, es decir, a mayor concentracion de

petroleo menor fue el porcentaje de germinacion.

Se utilizé un consorcio microbiano tanto para la inoculacién de semillas como para
la bioaumentacién en suelo de acuerdo con lo reportado por Guevara-Avendafio
(2019), quien determind que la inoculacion con el consorcio bacteriano en suelos
agricolas contaminados con diésel presentd un efecto sinérgico al aumentar la
degradacion en el intervalo de 9.7 a 34.2 % con respecto a los monocultivos
inoculados. Al final del experimento, el consorcio presentd una poblacién de

7.41 log Ufc gjs en suelos de diferente origen, lo que representd el éxito de su

sobrevivencia en sistemas contaminados con diésel. Como puede observarse en
las Tablas 13 y 14, los tratamientos con mejor desarrollo de planta fueron aquellos
con presencia de bioaumentacion con el consorcio bacteriano y la semilla inoculada
con el consorcio microbiano. Las variables fisioldgicas de respuesta fueron mayores
para peso humedo, peso seco, peso seco radicular, peso seco aéreo, ICD, altura 'y
longitud de raiz en comparacion a los testigos y los blancos, gracias a la interaccion

planta-microorganismo, y su efecto como bacterias promotoras de crecimiento



vegetal; debido a que el consorcio bacteriano esta compuesto por las cepas
bacterianas Azospirillum brasilense A5, Bacillus pumilus 1b y Pseudomona

aeruginosa 15a.

Sanchez-Lopez, y col., (2012) analizaron la inoculacion con bacterias promotoras
de crecimiento vegetal en tomate llegando a la conclusion de que los resultados en
altura de la planta mostraron incrementos de hasta dos veces en los tratamientos
con Enterobacter sp. y Bacillus sp. en el segundo mes de muestreo. Para el tercer
mes, la bacteria que mostro el mayor efecto fue Pseudomonas putida, la cual fue
casi tres veces mayor con respecto al testigo. En cuanto a la biomasa radical, las
cepas Enterobacter sp. y P. putida mostraron los mejores resultados presentando
diferencias estadisticamente significativas respecto al control. El aumento de la
biomasa radical tiene fuertes repercusiones en la capacidad de las plantas para
asimilar los nutrientes del suelo puesto que representa una mayor exploracion del

suelo por parte de éstas (Antoun y Prevost, 2005).

En cuando al género Azospirillum, Garcia-Olivares, y col. (2012) tras haber
estudiado el efecto de A. brasilense en el rendimiento del maiz, demostraron que
el rendimiento del grano con la bacteria fue 15% mayor que el testigo. Los efectos
positivos de A. brasilense se han atribuido principalmente el mejoramiento en el
desarrollo de la raiz y el incremento subsecuente de la tasa de asimilacion de agua

y la utilizacion de minerales del suelo por la planta (Bashan, y col. , 2004).

En este estudio la concentracion inicial del diésel fue de 10 500 mg/kg en el suelo,
misma que no presento un problema para la emergencia, crecimiento y desarrollo
adecuado de la planta, lo cual puede compararse con lo reportado por Quifiones-
Aguilar y col. (2003), donde se analiz6 la emergencia y crecimiento de maiz en un
suelo contaminado con petréleo crudo; y concluyeron que la concentracion de 25
000 mg kg~ " de petrdleo en el suelo permitié un adecuado crecimiento y desarrollo,
con base en emergencia, altura de planta, longitud de raiz, peso secos de follaje,

peso seco de raiz y peso seco total.



Sin embargo, la calidad de las plantas se vio afectada con el paso del tiempo debido
a la presencia del diésel, ya que los hidrocarburos del petréleo tienen efectos
negativos en las plantas al reducir su crecimiento, longitud radical, biomasa, y en

algunos casos provoca su muerte (Diaz-Martinez y col., 2013).

Por otro lado, el ICD indica la potencialidad de una plantula para sobrevivir y crecer
en ciertas condiciones; asi, plantulas con mayor calidad tienen indices de calidad
mas altos (Paris y col., 2011). La previa inoculacion de las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal di6 lugar a una mejora en el ICD en presencia de diésel (Diaz-
Martinez y col., 2013). Los valores del ICD obtenidos en este trabajo (Tablas 13y
14) son similares a lo reportado para Cedrela lilloi C.DC. con valores de ICD en un
rango de 0.16-0.02 (Rada-Lloclla, 2014).

En la Tabla 15 se observé que el tratamiento con mayor porcentaje de remocion de
diésel fue SNEBIOSIin (46.3%), seguido de SEBIOSin (44.06%), SNEBIOS
(43.45%) y SNEBIO ST (43.45%), coincidiendo con Woijtera-Kwiczor y col. (2014)
que durante la rizorremediacién con dos variedades de colza en un suelo
contaminado con diésel, concluyd que las plantas inoculadas con el consorcio
pudieron eliminar del 75 al 85% del diésel después de ocho semanas; y todos los
tratamientos con plantas fueron mas exitosos que los tratamientos Unicamente
bioaumentados (41%). Aunado a lo concluido por Rivera-Ortiz y col. (2018) que
durante la bioestimulacion y biorremediacion de recortes de perforacion
contaminados con hidrocarburos, observaron que la disminucion de los
hidrocarburos hasta niveles cercanos a los aceptables (3586 mg/kg) ocurrié durante
los primeros seis meses en las mezclas adicionadas con los nutrientes Ny P, lo que
significa que la actividad de los microrganismos que descomponen los

hidrocarburos se increment6 con la adicion de nutrientes.

Finalmente, en este experimento se utilizd sustrato post cosecha de Pleurotus
ostreus que ha sido reportado que mejora la textura de suelos contaminados con
diésel, y es fuente de nutrientes, microorganismos y enzimas para procesos de

biorremediacion de suelos agricolas contaminados con diésel (Mauricio-Gutiérrez y



col., 2014). Ademas, Guevara-Avendafio (2019) demostro que los tratamientos con
sustrato post cosecha de Pleurotus ostreus mostraron mayor biodegradacion
(54.06%) de diésel en suelos agricolas. EI género Pleurotus ha sido ampliamente
estudiado para la biorremediacién de xenobioticos, su capacidad biorremediadora
se debe a las enzimas que contiene, ademas de generar un efecto bioestimulador
que proveé de nutrientes a la microbiota (Valencia-Luna, 2020). Garcia-Delgado
(2015), concluyé que los residuos post cultivo de setas, tienen la capacidad de

degradar PHA's por las enzimas lacasas y peroxidasas.



9. CONCLUSIONES

Zea Mays inoculado con el consorcio bacteriano en comparacion con Helianthus
annuus, Tithonia tubiformis, y Arabidopsis thaliana presenté una mayor capacidad
y menor tiempo de germinacion en presencia de diésel a 5y 10 ppm, debido a la

interaccion positiva planta-bacteria y su efecto de promotor de crecimiento vegetal.

La calidad de la especie vegetal (ICD), se ve afectada negativamente con relacion

al tiempo de exposicion al diésel durante la rizorremediacion de suelos agricolas.

El peso seco radical es mas abundante en tratamientos con semilla inoculada, por
el efecto promotor de crecimiento vegetal, lo que da lugar a una mayor superficie

de contacto con el contaminante.

Los tratamientos con bioaumentacion y semillas inoculadas presentaron un mayor
porcentaje de degradacion debido a la interaccidn planta-bacteria, efecto de la

rizorremediacion.
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ANEXOS
Anexo 1. Comparaciéon de parametros de crecimiento a 45 y 90 dias
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Anexo 2. Cinética de germinacién para Arabidopsis Thaliana
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Anexo 4. Analisis de parametros 45 dias




