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RESUMEN

Actualmente existe una enorme generacion de hidrocarburos residuales originados por
la utilizacion de combustibles fosiles, que afectan negativamente a organismos y eco-
sistemas. De manera particular, los aceites lubricantes automotrices usados representan
uno de los contaminantes mas recalcitrantes por su larga permanencia y lento proceso de
degradacion. Esta situacion hace urgente el desarrollo de trabajos que permitan evaluar
la toxicidad de este tipo de residuos. En el presente trabajo se demostro la respuesta que
tienen dos sistemas bioldgicos vegetales: Vicia faba y Phaseolus coccineus, durante
su desarrollo, al crecer en suelo contaminado con aceite automotriz usado. Se realizd
el monitoreo de los parametros temperatura, pH y humedad del sustrato a lo largo del
todo el proceso de crecimiento de ambas especies. Se observo un mayor porcentaje de
germinacion en las plantulas de P. coccineus (78 %), las variables que determinan el
monitoreo de toxicidad para estas especies (altura de la planta, grosor del tallo, longi-
tud radicular, volumen radicular y concentracion de clorofila) mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos de suelo con aceite usado y el suelo testigo (p <
0.05). El analisis de correlacion mostro que las variables mas relacionadas fueron altura
y longitud radicular (R?>= 0.74) y longitud radicular y volumen radicular (R>= 0.85).
La especie que tuvo mayor tolerancia a las concentraciones de aceite fue P. coccineus,
lo que nos permite verificar que atin con una biodegradacion microbiana previa, el
suelo tratado contienen trazas de hidrocarburos que puede inhibir el crecimiento de V.
fabay P. coccineus.
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ABSTRACT

There is a huge generation of residual hydrocarbons resulting from the use of fossil
fuels, which adversely affect organisms and ecosystems. The automotive wasted lubri-
cating oil represents one of the most recalcitrant pollutants because its long persistence
and slow degradation. That is why it is very important to carry out studies to assess
the toxicity of this residue. In this work the response of two plant species, Vicia faba
and Phaseolus coccineus, was evaluated during its growth in contamined soil with
automotive wasted oil. The monitoring of temperature, pH and humidity of substrate
was done along the growth process in both species. A higher percentage of germina-
tion was observed in seedlings of P. coccineus (78 %). The variables that determine
toxicity in plants (height, stem thickness, root length, root volume and concentration
of chlorophyll) show significant differences between soil contamined with wasted oil
and the control soil (p < 0.05). The correlation analysis showed that the most related
variables were height-root length (R? = 0.74) and root length-root volume (R? = 0.85).
The species that has greater tolerance to the hydrocarbon concentrations was P. coc-
cineus. It was also possible to note that the prior treatment of composting in both soils
is not sufficient to inhibit the toxicity of the wasted oil to grow V. faba and P. coccineus.

INTRODUCCION

El manejo inadecuado de los materiales peli-
grosos, principalmente de los residuos derivados
del petroleo tales como gasolinas, diésel y aceite
automotriz quemado han generado, a escala mundial
y local, un problema importante de contaminacion
de suelos, aire y agua. La contaminacion de suelos
provocada por el aceite automotriz se ha agravado,
induciendo una dafio significativo en diferentes partes
del mundo, lo que se debe a un mal manejo en su
disposicion final, incorporandolo muchas veces al
sistema de drenaje o directamente en el suelo, lixi-
viandose gradualmente, impactando en la calidad de
las aguas receptoras (Mills et al. 2006).

En el suelo el aceite quemado impide el intercam-
bio gaseoso con la atmosfera, induciendo diferentes
cambios fisicos y quimicos y generando compuestos
con una mayor toxicidad como benceno, naftaleno
y fenantreno, entre otros (Meckenstock y Mouttaki
2011). Estos compuestos llegan a destruir la estruc-
tura terciaria de las proteinas, desnaturalizan enzimas
y deshidratan células, provocando afecciones en las
poblaciones microbianas del suelo (Miranda y Res-
trepo 2005, Benavides et al. 2006).

La dificultad para remover el aceite quemado en
los diferentes sistemas ambientales, principalmente
en la matriz del suelo, ha llevado a implementar
nuevas tecnologias para su remocion. Una alternati-
va es la biodegradacion microbiana, que constituye
el principal proceso de biorremediacion de suelos
contaminados por compuestos derivados de hidro-
carburos (Prince 1993). Uno de los objetivos de esta

biotecnologia es la transformacion de los hidrocarbu-
ros por las bacterias, que al utilizarlo como fuente de
carbono, permiten el rompimiento de los compuestos
y cadenas de hidrocarburos, obteniendo como pro-
ducto final didéxido de carbono y agua (Jong-Su et al.
2009, Llad6 2012).

Las principales ventajas de la degradacion mi-
crobiana en comparacion con otras tecnologias, tales
como las fisicoquimicas, son los bajos costos durante
el proceso de remocion y eliminacion de contami-
nantes, asi como una mayor seguridad, ya que no se
emplean quimicos que puedan dafiar la salud humana
y el ambiente (Llad6 2012).

Sin embargo, en ocasiones la biodegradacion no
siempre reduce en su totalidad las trazas de compues-
tos dafiinos para otros organismos debido al tiempo
de tratamiento y exposicion de esta técnica, es por
ello que se debe probar la toxicidad de los compuestos
finales del proceso de remediacion microbiana en
otros sistemas biologicos (Castillo 2004).

Las plantas son uno de los sistemas bioldgicos mas
utilizados para bioensayos toxicologicos en suelo;
muestran una diagnosis o prediccion de los dafios
provocados por los diferentes contaminantes am-
bientales, siendo relativamente faciles de estudiar las
reacciones fisiologicas, bioquimicas, los mecanismos
de adaptacion y la mortalidad (Benavides et al. 20006).

La resistencia que presentan las plantas a los
contaminantes viene determinada por diferentes
factores, ya sean quimicos, fisicos y biologicos.
Generalmente los factores quimicos dependen de
la composicién quimica, dosis, y formulacion; en
cuanto a los factores biologicos, los determinan las
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estructuras anatomicas y morfologicas de los 6rganos
y tejidos vegetales, asi como las etapas de desarrollo
en las que pueden estar expuestas (Pernia et al. 2008).

Entre los efectos fisiolégicos mas comunes que se
presentan en las plantas ante un estresor quimico se en-
cuentra la inhibicion de la germinacion de las semillas,
lareduccion en la tasa de crecimiento, la reduccion en la
velocidad de asimilacion de nutrientes, la perturbacion
en las funciones de los estomas durante el intercambio
gaseoso y la evapotranspiracion, la reduccion de los
pigmentos fotosintéticos (clorofila a, B y carotenoides)
y la funcionalidad de las membranas celulares entre
otras (Garcia et al. 2012, Zarinkamar et al. 2013).

V. faba es una de las especies mas utilizadas
para evaluar el efecto de la toxicidad de diferentes
sustancias quimicas, debido a la sencillez para rea-
lizar pruebas citogenética y de efectos fisiologicos,
utilizdndose como bioindicador importante para eva-
luar multiples contaminantes de suelos, sedimentos,
materiales orgdnicos, agua y efluentes industriales
(Yuetal. 2013). Asimismo, esta especie se encuentra
durante todo el afio, es econdémica y facil de cultivar
(Mecozzi y Sturchio 2015).

P. coccineus es una especie con un amplio umbral
de tolerancia, siendo utilizada para procesos de fito-
rremediacion de diversos compuestos, principalmen-
te hidrocarburos, reportaindose una alta adaptacion a
suelos contaminados por combustdleo (Sangabriel et
al. 2006, Ferrera-Cerrato et al. 2007).

Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto fitotoxico de los hidrocarburos
residuales del aceite automotriz usado, el cual fue tra-
tado previamente por degradacién microbiana. Para
ello, se evaluaron las variables agronémicas (altura
de la planta, grosor del tallo, longitud radicular, vo-
lumen radicular y concentracién de clorofila) de dos
especies de plantas utilizadas como bioindicadores de
efectos toxicos (Vicia faba y Phaseolus coccineus).

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de ambas especies se obtuvieron
en el mercado Sonora de la Ciudad de México. Las
semillas fueron desinfectadas y escarificadas con
una dosis de hipoclorito de sodio al 5 %, dejandose
remojar durante un periodo de 15 min, posteriormente
fueron lavadas con agua destilada para su siembra en
macetas con su respectivo sustrato (Rao et al. 2006,
Ates 2011, Terefe et al. 2015).

El sustrato utilizado para el crecimiento de las
plantas fue obtenido después de un proceso de
composteo de residuos vegetales de jardin sometidos

a tres distintos tipos de tratamientos con y sin pre-
sencia de aceite automotriz usado. Los tratamientos
evaluados fueron: composta madura como testigo
(CM), composta contaminada con aceite (CA) y
composta bioaumentada contaminada con aceite
(CBCA). La bioaumentacién y bioestimulacion de
este ultimo tratamiento se realizé incorporandole
composta de residuos vegetales a una matriz de aceite
automotriz y el hongo Aspergillus niger degradador
de hidrocarburos aislado por Chavez y Castro (2013).

Las concentraciones de hidrocarburos iniciales
fueron mayores de 50 000 mg/kg lo que corresponde
a concentraciones de fracciones pesadas de hidrocar-
buros, estas concentraciones fueron determinadas por
Garcia (2005), utilizando un cromatografo de gases,
superando los limites maximos permisibles para frac-
ciones de hidrocarburos en suelo (SEMARNAT 2003).

El disefio experimental consistiéo de un arreglo
multifactorial de efectos fijos, con tres variables
independientes por dos dependientes. Para cada
tratamiento se utilizaron 3 semillas en una maceta
conteniendo 2 kg de su respectivo sustrato, por tri-
plicado. Por lo que fueron construidas un total de 18
unidades experimentales. Durante todo el proceso y
hasta el momento del corte experimental, el suelo se
mantuvo a humedad constante.

Se midi6 la temperatura ambiental con un termo-
metro de mercurio cercano al sitio donde se tenian las
macetas, la humedad y el pH se registraron semanal-
mente con un termohigrometro de suelo de dos sondas
metalicas marca “Two way” (SEMARNAT 2002).

Se contabilizaron las semillas germinadas para cada
tratamiento a los cinco dias de experimentacion y se
evalud6 su capacidad germinativa utilizando el indice
de porcentaje de la germinacion relativa de semillas
(% GRS) de acuerdo con lo reportado por Hoekstra et
al. (2002), utilizando la siguiente formula modificada:

Numero de semillas germinadas

con la mustra con aceite
% GRS = X100

Numero de semillas
germinadas en composta

El primer corte del experimento se obtuvo a los 28
dias, en el cual se eliminaron las plantulas més chicas
de cada maceta, para solamente dejar una planta por
maceta; el experimento concluyo a los 60 dias. Para
ambos cortes se elaboraron mediciones agronémi-
cas, tales como altura de la planta, grosor del tallo,
longitud radicular y volumen radicular. La altura de
la planta se midi6 utilizando un flexémetro de 10 m
y el grosor del tallo se midi6 utilizando un Vernier
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milimétrico. Se cort6 la parte aérea al ras del suelo,
se extrajo la raiz, que se lavo con agua destilada para
medir su longitud y volumen radical de acuerdo con
el volumen de agua desplazado en una probeta de 500
mL (Wu et al. 2005, Garcia et al. 2012).

Se determiné la concentracion de clorofila a y
B, seleccionando las hojas que no presentaban dafio
aparente, se pesd un gramo de hojas frescas y se
maceraron con un mortero de porcelana incorpo-
randole 20 mL de acetona concentrada al 90 %. El
homogeneizado se obtuvo en un cuarto oscuro para
evitar la degradacion de la clorofila (Garcia et al.
2012) y se recuper6 en tubos Ependorf, los cuales se
protegieron con papel aluminio, y posteriormente se
centrifugaron en una microcentrifuga refrigerada a
3000 rpmy 4 °C. La cuantificacion de los contenidos
de clorofila a y B se hizo en un espectrofotémetro de
UV-VIS PerkinElmer lambda 35 a una longitud de
onda de 663 y 645 nm (Arnol 1949). El contenido
se expres6 en mg de clorofila/g de material vegetal
utilizando la siguiente formula (Shanee 2011):

Clorofila total (mg / g) = [(8.02 X A663) + (20.20 x
A645)] x V /1000 x W

Donde V = volumen del extracto (mL)
W = peso de hojas frescas (g)

Finalmente se realiz6 una comparacion de los
tratamientos con un analisis de varianza multivariado
y la prueba de comparacion de medias post-hoc de
Tukey a un nivel de significancia de a = 0.05, para
determinar si existieron diferencias significativas
entre pares de medias de cada tratamiento. Se com-
pararon las variables agrondmicas (altura de la planta,
grosor del tallo, longitud radicular, volumen radicular
y concentracion de clorofila) mediante el coeficiente
de correlacion de Pearson (Gutiérrez-Miceli et al.
2006, Ramirez et al. 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

La temperatura ambiental promedio registrada
durante los 60 dias del experimento fue de 27 °C, la
temperatura mas baja se registro el dia 28 llegando a
22.4 °Cy la temperatura maxima alcanzo6 los 34 °C el
dia 24 (Fig. 1). Durante el experimento las tempera-
turas registradas fueron dptimas para el crecimiento
de ambas especies. Se ha reportado que el rango de
tolerancia para V. faba se encuentran entre los 2 °C y los
30.9°C, y surango 6ptimo de crecimiento esta entre los
12y los 18 °C (Prieto et al. 2007, Confalone et al. 2010,

Garciaetal. 2012, List 2014). Para P. coccineus el ran-
goesdelos2°Calos31°C,y el crecimiento 6ptimo
ocurre en el rango de temperaturas de 16 a 18 °C
(Gonziles et al. 2001, Manzur 2013, Meza 2014).

En el caso del pH se obtuvo un registro promedio
de 7.6 para los tres tratamientos. Los valores oscila-
ron en el rango alcalino de 8.0 y neutro de 7.0 (Fig. 1).
Los resultados de pH obtenidos fueron apropiados
para el desarrollo de las dos especies cultivadas, ya
que V. faba es capaz de crecer en diferentes tipos de
suelos con un pH que va desde de 5.5 a 9.0 (Berga-
reche et al.1988, Acufa 2011, List 2014). Respecto
a P. coccineus las condiciones de pH para su optimo
desarrollo se encuentran entre 6.5y 7.5 (Meza 2014).
Existen reportes en los que se determina que el pH
es un factor que puede afectar la disponibilidad de
nutrientes y su absorcion por las raices de las plantas
Sorghum bicolory Linum usitatissumum en presencia
de hidrocarburos. En dichos reportes se registraron
valores ligeramente acidos (pH = 7.7) con fertilizan-
tes de humus, mejorando la absorcidon de nutrientes
en las plantas (Shirdam et al. 2008). Por lo tanto las
condiciones de pH en los tratamientos de V. faba y
P, coccineus permitieron un efectivo transporte de
nutrientes hacia las plantas de ambas especies.

Durante los 60 dias del experimento se obtuvo un
porcentaje de humedad promedio del 69 %, este regis-
tro nos indica que la humedad en los tres tratamientos
es adecuada para el crecimiento de V. faba, ya que se
considera que las mejores condiciones de cultivo para
esta especie se encuentran entre valores de 60 y 75
% (Agurto 2012), mientras que para P. coccineus la
mejor condicion es al 50 % de humedad (Pinales 1995,
Ferrera-Cerrato et al. 2007), debido a que las legumino-
sas mejoran la retencion de humedad en suelos, gracias
a la gran cantidad de nodulos en sus raices (Escalante
2000, Villarreal-Romero et al. 2006, Acuia 2011).

El analisis de germinaciéon demostré que los
tratamientos que tuvieron menor % GRS (62.5 %)
fueron CA y CBCA para V. faba y CA para P. coc-
cineus (Cuadro I). Esto se debe a que la presencia
de aceite automotriz inhibe la germinacion en estas
especies, ya que en ocasiones las fracciones ligeras
de los hidrocarburos son capaces de moverse a
través de las membranas celulares (VanOverbeek y
Blondeau 1954), de tal forma que en contacto con
la semilla penetran en la cubierta, matando rapida-
mente al embrion, provocando una toxicidad aguda,
por lo que hay retardo y reduccion del porcentaje
de germinacion efectiva (Escalante 2000). El efecto
inhibidor se podria atribuir también a caracteristicas
fisicas y quimicas del aceite, el cual tiene propiedades
hidrofobicas por lo que se llega a generar una pelicula
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Fig. 1. Monitoreo de parametros fisicos y quimicos (temperatura, pH y humedad)
presente durante el ensayo fitotoxico. CM = composta madura, CA = composta
con aceite, CBCA = composta con aceite bioaumentada

CUADRO L. PORCENTAJE DE LA GERMINACION RE-
LATIVA DE SEMILLAS (% GRS) OBTENIDO
PARA LOS TRES TRATAMIENTOS CON Vicia
faba'y Phaseolus coccineus

Especie Tratamiento % GRS
V. faba CM 100

V. faba CA 62.5

V. faba CBCA 62.5

P. coccineus CM 100

P. coccineus CA 62.5

P. coccineus CBCA 78

CM = composta madura, CA = composta con aceite, CBCA =
composta con aceite bioaumentada

alrededor de las semillas, actuando como una barrera
fisica tanto para la humectacion de la testa como para
el intercambio de oxigeno entre el suelo y la semilla,
provocando una fase de latencia prolongada antes de
su germinacién (Adam y Duncan 2002).

Lo anterior demuestra que los sustratos utilizados
para la germinacion de las semillas de V. faba y P.
coccineus en los tratamientos con presencia de aceite
automotriz, contienen suficiente concentracion del
mismo como para inhibir su crecimiento, siendo los
tratamientos CA para las dos especies evaluadas los
mas efectivos. Esto concuerda con los resultados ob-
tenidos en diversas investigaciones (Khan y Shaukat
2009, Oyede;ji et al. 2012, Ndubuisi et al. 2013, Za-
rinkamar et al. 2013) que evaluaron la fitotoxicidad
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Fig. 2. Altura registrada de Vicia faba'y Phaseolus coccineus alos 28 y 60 dias de experimentacion
en tres diferentes tratamientos, donde CM = composta madura, CA = composta con aceite,

CBCA = composta con aceite bioaumentada

de petrdleo crudo en varias especies de plantas, con-
cluyendo que la presencia de hidrocarburos limita,
retarda e inhibe el porcentaje de germinacion, atri-
buyéndoselo a las caracteristicas del hidrocarburo y
a las concentraciones presentes en el suelo.

Para los tratamientos testigo (CM) el % GRS fue
del 100 % para las dos especies de plantas, seguida
del tratamiento CBCA para la especie de P. coccineus
(78 %). El alto porcentaje de germinacion en este
ultimo tratamiento, estd dado por la gran tolerancia
que tiene P. coccineus a la presencia de hidrocarburos
(Sangabriel et al. 2006). La testa de la semilla de esta
especie llega a presentar cualidades que impiden la
entrada del aceite, evitando el dafio del embrion en
comparacion a las semillas de V. faba (Zarinkamar
etal. 2013).

En cuanto a la variable de altura de cada trata-
miento (Fig. 2) se observaron diferencias significati-
vas entre el tratamiento testigo (CM) de P. coccineus
a los 60 dias de desarrollo y los otros tratamientos
(CA y CBCA). Las plantas de CM alcanzaron una
altura de hasta 84 cm, las plantas del resto de los
tratamientos alcanzaron alturas por debajo de los 40
cm. Para el caso de V. faba las condiciones se mantu-
vieron similares en todos los tratamientos. El mayor
desarrollo también se presento en el tratamiento tes-
tigo CM, llegando a alturas de hasta 67 cm a los 60
dias, y en el tratamiento CBCA se observo una altura

maxima de 33 cm. y para el caso del tratamiento CA
no hubo supervivencia de las plantulas a los 60 dias
de exposicidn, por lo que en este ultimo tratamiento
existio una alta toxicidad provocada por los residuos
de aceite.

La prueba diferencial de Tukey mostré diferencias
significativas en el tratamiento de CM de P. cocci-
neus a los 60 dias con respecto a los tratamientos de
V. faba y P. coccineus a los 28 y 60 dias del corte
experimental (Cuadro II).

CUADRO II. PRUEBA DE TUKEY PARA LA VARIABLE
ALTURA ENTRE Vicia faba Y Phaseolus coc-

cineus

Tratamiento: CM
P. coccineus (60 dias)

Corte  Especie Tratamiento

p<0.05
28 dias V. faba CA 0.010*
28 dias P, coccineus CM 0.033*
28 dias P, coccineus CA 0.003*
28 dias P, coccineus CBCA 0.022*
60 dias V. faba CA 0.001*
60 dias P, coccineus CBCA 0.043*

* = muestran los tratamientos que tuvieron diferencias estadis-
ticas entre los diferentes tratamientos (p < 0.05), donde CM =
composta madura, CA = composta con aceite, CBCA = composta
con aceite bioaumentada
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Fig. 3. Diametro registrado para V. faba y P. coccineus a los 28 y 60 dias de experimentacion en
tres diferentes tratamientos, donde CM = composta madura, CA = composta con aceite,

CBCA = composta con aceite bioaumentad

El desarrollo 6ptimo en el tratamiento de CM
para ambas especies vegetales se debe a que en la
composta madura se tiene nutrientes, materia orga-
nica estabilizada, con gran cantidad de poblaciones
microbianas benéficas para el desarrollo de la planta,
acidos humicos y fulvicos y bioactivadores de la
fisiologia (Garcia-Albarado et al. 2010).

La presencia de hidrocarburos tiene una gran in-
fluencia en la interaccion del suelo y las raices de las
plantas, afectando la quimica del mismo, evitando la
liberacion de nutrientes y la absorcion de los mismos
por la planta (Nwoko et al. 2007), provocando una
disminucion en el crecimiento de V. faba 'y P. cocci-
neus. Esto concuerda con los experimentos realizados
por Adenipekun et al. (2009) en donde observaron
la reduccion de la altura de Abelmoschus esculentus
a concentraciones de 3.0 % v/p de aceite automotriz
quemado, teniendo su maximo crecimiento durante
la tercera semana y posteriormente no mostro su-
pervivencia a la sexta semana. Sin embargo, a bajas
concentraciones de aceite se mantuvo un crecimiento
optimo para esta especie. Adenipekun et al. (2008),
mencionan que la reduccion de la longitud de las
plantulas Corchorus olitorius es provocada por el
contenido de humedad a las seis semanas, lo cual
es generado por la estructura hidrofoba del aceite
automotriz, disminuyendo con esto la disponibilidad

de agua en suelo, concluyendo que la relacion planta-
agua del suelo podria haber sido afectada.

En el caso del diametro del tallo, se registraron
varianzas poco significativas, sin embargo, V. faba en
el tratamiento de CBCA mostr6 una diferencia en el
grosor de las plantulas a los 60 dias, llegando a una
longitud del didmetro del tallo de hasta 1.6 cm (Fig. 3).

La prueba diferencial de Tukey, mostr6 diferen-
cias significativas entre los tratamientos con presencia
de hidrocarburos, principalmente en el tratamiento
CBCA para V. faba a los 60 dias de experimentacion
con respecto a los demas tratamientos (Cuadro I1T).
Para los tratamientos CA'y CBACA de P. coccineus
a los 60 dias, mostraron significancia con respecto
al tratamiento CBCA de V. faba.

Por lo que el tratamiento con CBCA de V. faba
tuvo el mayor grosor en el tallo de todas las unidades
experimentales, observandose una estrecha relacion
entre la variable de altura y el diametro del tallo,
indicando que a mayor altura de la planta se debe de
tener una buena estructura de sostén para la parte aé-
rea de lamisma y soportar la biomasa de hojas que se
pueda generar (Garcia-Albarado et al. 2010). Para el
caso de los tratamientos con un déficit de longitud del
tallo, este es provocado por la aireacion insuficiente
generada por el aceite automotriz, teniendo como
consecuencia la pudricion del tallo y una reduccion
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CUADRO IIL PRUEBA DE TUKEY PARA LA VARIABLE DIAMETRO DEL TALLO ENTRE Vicia faba Y Phaseolus

coccineus

Tratamiento
Corte Especie Tratamiento CBCA CA CBCA
P V. faba (60 dias) P. coccineus (60 dias) P. coccineus (60 dias)
p=<0.05
28 dias V. faba CA 0.0498* 0.9999 0.9998
28 dias P. coccineus CM 0.0217%* 0.9999 0.9999
28 dias P. coccineus CA 0.0059* 0.9999 0.9999
28 dias P. coccineus CBCA 0.0217* 0.9999 0.9999
60 dias V. faba CA 0.0004* 0.9362 0.9620
60 dias V. faba CBCA 1 0.0129* 0.0099*

* = muestran los tratamientos que tuvieron diferencias significativas (p < 0.05), donde CM = composta madura, CA = com-
posta con aceite, CBCA = composta con aceite bioaumentada

en el crecimiento de la planta (Adenipekun 2008), ya
que este sistema es el principal medio por el cual las
planta transportan los nutrientes y el agua a la parte
aérea (Azcon-Bieto y Talon 2008).

La variable longitud radicular presento diferencias
significativas en el tratamiento CM de P. coccineus a
los 60 dias, llegando a una longitud de hasta 64 cm.
En los tratamientos testigo (CM) de V. faba a los 60
dias se registraron longitudes de hasta 22.3 cm. El

50

tratamiento CBCA de V. faba a los 60 dias alcanzo
una longitud de 35 cm de largo y el de P. coccineus
lleg6 a tener una longitud de 34 cm (Fig. 4).

Para la prueba Tukey de la variable longitud ra-
dicular, se presentaron diferencia en el tratamiento
CM de la especie P. coccineus a los 60 dias en com-
paracion al tratamiento CA de V. faba (Cuadro 1V),
asi como también entre V. faba CBCA y CA a los
60 dias.

40}

30

20

10

Longitud radicular (cm)

V. faba P coccineus
Tratamiento: CM

V. faba P, coccineus
Tratamiento: CA

V. faba P coccineus
Tratamiento: CBCA

~$ 28dias _{ 60 dias

Fig. 4. Longitud radicular registrada en V. faba y P. coccineus alos 28 y 60 dias de experimentacion
en tres diferentes tratamientos, donde CM = composta madura, CA = composta con aceite,

CBCA = composta con aceite bioaumentada
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CUADRO 1V. PRUEBA DE TUKEY PARA LA VARIABLE LONGITUD RADICULAR ENTRE

Vicia faba Y Phaseolus coccineus

Tratamiento

. . CBCA CM

Corte  Especie Tratamiento V. faba (60 dias) P coccineus (60 dias)
p=<0.05

28 dias V. faba CA 0.066 0.041%*
28 dias P. coccineus CM 0.201 0.134
28 dias P. coccineus CA 0.056 0.035*
28 dias P. coccineus CBCA 0.067 0.042*
60 dias V. faba CA 0.040%* 0.024%*

* =muestran los tratamientos que tuvieron diferencias significativas (p <0.05), donde CM = composta
madura, CA = composta con aceite, CBCA = composta con aceite bioaumentada

La variable de volumen radicular no mostré dife-
rencias significativas entre tratamientos para ambas
pruebas. El menor volumen radicular se present6 en el
tratamiento CA P, coccineus, llegando a un promedio
de 4.3 cm?’. Para los tratamientos a los 60 dias de CM y
CBCA de ambas especies se mantuvo en un promedio
de 10y 11 cm? de volumen radicular (Fig. 5).

Estos resultados indican que para ambas especies,
al ser cultivadas con aceite automotriz (tratamien-
to CA) se ve afectado su crecimiento radicular.
El crecimiento de la raiz, tanto en longitud como
en volumen es perjudicado muchas veces por las

25

condiciones fisicas y quimicas presentes en el sustra-
to en donde se desarrolle, teniendo modificaciones y
afecciones determinadas por la falta de oxigenacion
del suelo, inducido por la presencia del hidrocarburo
(Cordoba-Rodriguez et al. 2011).

La inhibicion del crecimiento en V. faba para los
tratamientos con aceite automotriz (CAy CBCA), se
debe a la ineficiencia del sistema radicular de la planta
para sustraer el agua del suelo. Las caracteristicas
fisicas y quimicas del aceite, causan un elevado estrés
anoxico ¢ hidrico en el sistema de raiz (Gogosz et
al. 2010), provocando una ineficiente asimilacion de

20 -

15+

10 +

Volumen radicular (cmd)

-5t

-10

V. faba P. coccineus
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V. faba P. coccineus
Tratamiento: CA

V. faba P. coccineus
Tratamiento: CBCA

~$ 28dias [ 60 dias

Fig. 5. Volumen radicular de V. faba y P. coccineus a los 28 y 60 dias de experimentacion en tres
diferentes tratamientos, donde CM = composta madura, CA = composta con aceite, CBCA

= composta con aceite bioaumentada
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nutrientes y productividad de la planta (Adenipekun
y Oyetunji 2008, Rivera-Cruz et al. 2012). Reynoso-
Cuevas et al. (2008) observaron dafios en las raices y
una disminuciodn en la longitud radicular en diferentes
especies a medida que aumentaba la concentracion
de hidrocarburos.

El desarrollo de P. coccineus en los tratamientos
con aceite se debe al sistema radicular que presenta
esta leguminosa, la cual tiene una alta tolerancia a
las concentraciones de aceite presentes en el sustra-
to. Existe una estrecha relacion simbidtica entre los
microorganismos de la composta bioaumentada y
los que se encuentran en la parte de la rizésfera. Esta
relacion permite neutralizar compuestos altamente
toxicos y transportarlos a la parte aérea de la planta,
ya sea como nutrientes o bioacumuldndolos en la bio-
masa, a partir de enzimas que permiten mineralizar
el aceite y otros hidrocarburos (Nwoko et al. 2007).

Algunas leguminosas como P. vulgaris, son ca-
paces de remediar suelos contaminados con aceite,
debido a su capacidad de fijar nitr6geno, manteniendo
un equilibrio entre la relacion C:N en el suelo. Aun-
que pueden presentar una reduccion de nddulos en
las cuando son sometidas a suelos con hidrocarburos
(Nwoko et al. 2007).

Asimismo, P. coccineus llega a presentar una
estructura radicular muy compleja, los nddulos fija-
dores de nitrogeno y los rizomas se pueden extender
ampliamente, proporcionandole a la planta una exten-
sa area de superficie en la raiz para el crecimiento de
microorganismos, de tal manera que la planta llega a
ser mas tolerante al estrés (Cruz et al. 2012). Pueden
existir otros factores que influyen en la eficiencia de
simbiosis entre las raices y los microorganismos del
suelo, tal es el caso de la temperatura, humedad, pH,
materia organica, el potencial redox, la salinidad, la
intensidad de la luz y el nivel de oxigeno (Merkl et
al. 2005, Pernia et al. 2008).

La supervivencia de plantas cultivadas en suelos
con petréleo se atribuye a la presencia de microorga-
nismos que se encuentran en la zona de raiz o rizdsfe-
ra, principalmente a las micorrizas que se asocian con
ellas. Se ha reportado que a mayor concentracion de
microorganismos asociados a la rizosfera, se fomenta
la degradacion de hidrocarburos presentes en el suelo
(Nwoko et al. 2007).

El crecimiento de P. coccineus en el tratamiento
CBCA esta relacionado con la bioaumentacion previa
de microrganismos degradadores de hidrocarburos.
Lo anterior porque la relacion C:N se optimiza al
permitir que los microorganismos transformen las
moléculas complejas de los hidrocarburos en mo-
léculas disponibles para las plantas (Merkl et al.

2005). Asimismo, el desarrollo de microorganismos
nitrificantes en los suelos con hidrocarburos, permite
equilibrar la relacion C:N, enriqueciendo el suelo con
nitrégeno, promoviendo un mayor desarrollo de las
plantas de P. coccineus en tratamientos con presencia
de aceite automotriz (Pino et al. 2012).

Pino et al. (2012), compararon dos técnicas bio-
tecnoldgicas (bioaumentacion y bioestimulacion)
para la recuperacion de suelos contaminados con
diésel, obteniendo una reduccion del 93 % de este
compuesto. También Ogbonna (2007) estudi6 el efec-
to de la bioaumentacion de aceite en suelo sobre el
crecimiento de Abelmoschus esculentus, encontrando
que al anadir microorganismos y fertilizantes, las
plantas mostraban un mejor crecimiento y degrada-
cion de hidrocarburos, en comparacion con las que
no se encontraban sometidas a una bioaumentacion.

El crecimiento de P. coccineus en el tratamiento
CA se debe a la presencia de un mayor contenido de
nutrientes en la composta utilizada, asi como una
alta cantidad de microorganismos. Estos microorga-
nismos al desarrollarse en el proceso de composteo
convencional, no presentan una adaptacion especifica
para la degradacion de hidrocarburos, generando un
menor desarrollo en el volumen y longitud radicular
(Garrido-Hoyos et al. 2005).

Para los niveles de clorofila en los diferentes tra-
tamientos se observaron diferencias significativas en
el contenido de los pigmentos fotosintéticos (Fig. 6).
La mayor diferencia se presento entre el tratamiento
CM y CBCA de P. coccineus, con una disminucion en
el tratamiento CBCA, asi como en el tratamiento CA,
llegando a concentraciones de hasta 1 mg/g. Para el
caso de V. faba no existieron diferencias significativas
entre los tratamientos, registrando concentraciones
promedio de clorofila de 1.7 mg/g.

Para la prueba Tukey (DSH) de la variable con-
centracion de clorofila, se obtuvieron diferencias
significativas entre los tratamientos, sin embargo, las
diferencias presentadas se deben a la supervivencia
entre el tratamiento CA de V. faba (Cuadro V)

En el tratamiento CA y CBCA se obtuvo una
disminucion en la pigmentacion en el caso de P,
coccineus, implicando que los niveles del contenido
de clorofila y pigmentos celulares estan determinados
por la concentracion de hidrocarburos en el suelo.
Las altas concentraciones de aceite automotriz dis-
minuyen significativamente las formas disponibles
de fosforo y potasio, siendo esenciales para un creci-
miento y desarrollo 6ptimo, por lo tanto la reduccion
en su biodisponibilidad dara lugar a una reduccion
en el contenido de clorofila y otras biomoléculas
esenciales (Akujobi et al. 2011, Wang et al. 2011).
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Fig. 6. Concentracion de clorofila en V. faba y P. coccineus a los 28 y 60 dias de experimentacion
en tres diferentes tratamientos, donde CM = composta madura, CA = composta con aceite,
CBCA = composta con aceite bioaumentada

CUADRO V. PRUEBA DE TUKEY PARA LA VARIABLE CONCENTRACION DE CLOROFILA
ENTRE Vicia faba Y Phaseolus coccineus

Tratamiento

. . CA CM

Corte Especie Tratamiento V. faba (60 dias) P. coccineus (60 dias)
p <0.05

28 dias V. faba CM 0.035* 1
28 dias P. coccineus CM 0.036* 1
28 dias P. coccineus  CBCA 0.046* 0.999
60 dias V. faba CA 1 0.039*

* = muestran los tratamientos que tuvieron mayores diferencias significativas (p < 0.05), donde
CM = composta madura, CA = composta con aceite, CBCA = composta con aceite bioaumentada

Los constituyentes toxicos de hidrocarburos tales
como los compuestos de bajo punto de ebullicion,
compuestos insaturados, compuestos aromaticos
(benceno, naftaleno, fenantreno) y 4cidos, provocan
en las plantas una menor produccion de clorofila.
Estos compuestos al penetrar en las raices, pueden
viajar entre los espacios intracelulares y posterior-
mente por el sistema vascular, dafiando las mem-
branas celulares y con ellas la pérdida del contenido
celular, con lo que se reduce la transpiracion, se
bloquea la apertura de estomas y se reduce la foto-
sintesis (Baker 1970).

Akujobi et al. (2011), realizaron un estudio para
evaluar los efectos que tienen los hidrocarburos en
la disminucion de pigmentos y contenido de proteina
de Solanum melongena, reportando que los menores
contenidos de proteina y clorofila se obtuvieron a con-
centraciones de aceite dié¢sel de 10 % en comparacion
con el tratamiento testigo sin diésel. También determi-
naron que las concentraciones de clorofila y proteinas
pueden remediarse con la adicion de nutrientes organi-
cos, especialmente desechos de aves de corral, dando
efectos significativos en el proceso de remediacion de
contaminantes provenientes del petréleo.
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CUADRO VI. ANALISIS DE CORRELACION DE PEARSON PARA LAS VARIABLES AGRONOMICAS
ENTRE Vicia faba Y Phaseolus coccineus

Altura Diametro del Longitud Volumen Clorofila
(cm) tallo (cm)  radicular (cm) radicular (cm®)  (mg/g)
Altura (cm) 1.000 0.506 0.746* 0.499 0.616
Diametro del tallo (cm) 1.000 0.648 0.525 0.599
Longitud radicular (cm) 1.000 0.851%* 0.482
Volumen radicular (cm?®) 1.000 0.399
Clorofila (mg/g) 1.000

* = muestran la correlacion entre las variables (p < 0.05)

Con los coeficientes de correlacion de Pearson, se
determino que las variables con mayor correlacion
fueron la altura y la longitud radicular, asi como el vo-
lumen radicular y la longitud radicular (Cuadro VI).

Por lo tanto, esta relacion de variables es determi-
nante para el monitoreo de la fitotoxicidad de aceite
quemado de las dos especies de plantas, siendo los
principales indicadores del desarrollo de una especie
vegetal. Sin embargo, a concentraciones elevadas de
hidrocarburos P. coccineus interrumpe la sintesis de
clorofila en las hojas, reduciendo la fotosintesis y por
lo tanto el contenido de clorofila de la planta, indu-
ciendo la inhibicion del crecimiento, tanto en la zona
radicular, como en la parte aérea (Wang et al. 2011).

CONCLUSIONES

Las semillas de P. coccineus presentaron mayor %
GRS, es decir, tuvieron mayor tolerancia a las con-
centraciones de hidrocarburos debido a las caracte-
risticas fisicas de la semilla. Las plantas testigo (CM)
se desarrollaron de manera 6ptima en ambas especies
estudiadas. Para el tratamiento de CA sélo se presento
supervivencia en las plantas de P. coccineus, en el
tratamiento CBCA el mayor crecimiento fue para las
plantas de P. coccineus. La variable agronémica que
tuvo mayor influencia en el crecimiento de las dos
especies vegetales fue la longitud radicular, siendo
este sistema el que presenta una influencia directa
para el transporte de nutrientes, y es aqui en donde se
encuentran las mayores asociaciones ¢ interacciones
microbianas, las cuales determinan la transformacion
de compuestos de aceite automotriz. Por lo anterior,
se observo que la especie con mayor tolerancia a las
concentraciones de aceite automotriz fue P. cocci-
neus, resistiendo desde la etapa germinativa y durante
toda la etapa experimental, y para V. faba existio una
alta toxicidad ante la presencia de aceite automotriz,
inhibiendo el crecimiento y la germinacion.

Las respuestas obtenidas en el presente estudio
reflejan a V. faba y a P. coccineus como buenos in-
dicadores de la toxicidad de aceite automotriz usado,
teniendo con esto una valiosa herramienta para el
monitoreo ambiental de suelos contaminados por
hidrocarburos.

Asimismo, V. faba fue la especie mas sensible para
el monitoreo de la toxicidad del aceite automotriz,
ya que los suelos utilizados aun presentaban concen-
traciones que llegan a mitigar el crecimiento de esta
especie. Por lo que se recomienda ampliar el tiempo
de tratamiento durante la técnica de biodegradacion
microbiana y repetir el ensayo de fitotoxicidad, para
poder determinar el tiempo dptimo de biorremedicion
de aceite automotriz usado.
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