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RESUMEN

Se hizo un estudio en invernadero para evaluar la tolerancia y el crecimiento de tres
especies de leguminosas (Clitoria ternatea, Phaseolus coccineus, Cicer arietinum) y
tres gramineas (Brachiaria hibrido, Brachiaria brizantha y Panicum maximum) en
suelo contaminado con combustoleo, asi como su capacidad de reducir el contenido de
hidrocarburos provenientes del mismo. Se sembraron semillas en el suelo no contami-
nado y en el suelo colectado de la comunidad Frijol Colorado, Veracruz, que fue conta-
minada por un derrame accidental de combustoleo (50,000 mg kg'). A los 90 dias, se
evaluo la tolerancia, crecimiento, la poblacion microbiana en la rizosfera y la degrada-
cion de combustoleo. Phaseolus coccineus fue la Gnica leguminosa con tolerancia y
crecimiento en suelo contaminado; mientras que las tres gramineas no fueron afectadas
negativamente por la presencia del contaminante, aunque el hibrido de Brachiaria
mostré mayor crecimiento. La poblacion rizosférica de bacterias y hongos fue
diferencialmente afectada por la presencia del contaminante en combinacion con la
planta. Sin embargo, la rizésfera de P. coccineus presenté mayor poblacion microbiana
en el suelo contaminado en comparacion con las plantas restantes. La degradacion de
combustoleo evaluada cualitativamente por GC-MS, fue mayor en la rizésfera de B.
brizantha y P. maximum. En contraste P. coccineus present6 una degradacion similar a
la observada en suelo contaminado sin planta.
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ABSTRACT

A greenhouse experiment was conducted to evaluate the tolerance and growth of three
legume species (Clitoria ternatea, Phaseolus coccineus, and Cicer arietinum) and
three grass species (Brachiaria hybrid, Brachiaria brizantha and Panicum maximum)
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to fuel oil-contaminated soil, and to evaluate their ability to diminish the content of total
hydrocarbons from fuel oil. Seeds were sowed in non-contaminated and contaminated
soil with fuel oil (50,000 mg kg!) by an accidental spill, and collected from Frijol Colo-
rado, Veracruz. After 90 days, plant tolerance and growth, rhizosphere microbial popu-
lation, and fuel oil-degradation were evaluated. Phaseolus coccineus was the only
legume that tolerated and grew up in contaminated soil; in contrast, the three grass
species were not negatively affected by the fuel-oil in soil, though Brachiaria hybrid
showed higher growth. Rhizosphere bacterial and fungal populations were differen-
tially affected by the presence of the contaminant in combination with the plant. How-
ever, highest microbial population was quantified in the P. coccineus rhizosphere at
contaminated soil when compared to the other plants. Fuel oil-degradation qualita-
tively measured via GC-MS, was greater at the B. brizantha and P. maximum rhizo-
sphere. In contrast, P. coccineus showed similar fuel oil-degradation to that observed at

non-planted contaminated soil.

INTRODUCCION

En México y otros paises, algunos suelos agrico-
las muestran alteraciones en sus propiedades fisicas,
quimicas y biologicas causadas por la contaminacion
con hidrocarburos derivados del petréleo (Anderson
etal. 1993, Bregnard etal. 1996, Saval 1997, Zavala-
Cruz et al. 2005). Tan solo en el estado de Veracruz
durante el afio 2002 (PROFEPA 2003), se reporta-
ron 41 emergencias ambientales asociadas con ma-
teriales peligrosos en los que se incluyen hidrocarbu-
ros (55 %), elementos alcalinotérreos (9 %), dcidos
(9 %), alcoholes (9 %) y otros (18 %). Uno de los
hidrocarburos que potencialmente pueden llegar a
contaminar el suelo por accidentes ocurridos durante
la conduccion y el transporte, es el combustéleo, co-
nocido también como “fuel 0il” No. 6. Este combus-
tible es elaborado a partir de productos residuales
que se obtienen de los procesos de refinacion del pe-
troleo crudo y esta disefiado para usarse especial-
mente en hornos, secadores y calderas, asi como para
calentadores (unidades de calefaccion) y en plantas
de generacion de energia eléctrica. Este combustible
esta constituido por una mezcla compleja y variable
de alcanos, alquenos, cicloalcanos e hidrocarburos
aromaticos; ademas contiene porcentajes bajos de
compuestos que contienen azufre y nitrégeno (Philip
et al. 1984).

La contaminacion de suelo y agua con hidrocar-
buros derivados del petroleo es un problema que se
ha extendido como resultado de derrames de conte-
nedores, rupturas en tuberias subterraneas y varios
procesos industriales (Leahy y Colwell 1990,
O’Rourke y Connolly 2003). El efecto negativo que
producen los hidrocarburos en las plantas es de dos
tipos (1) por contacto directo, lo que provoca la des-

integracion de la membrana de la célula y muerte de
la misma, reduce el intercambio gaseoso, provoca
clorosis e inhibe la germinacién de la semilla (Baker
1970, Prado et al. 1999) y 2) de manera indirecta
mediante la alteracion de las condiciones fisicas y la
fertilidad del suelo.

La limpieza de suelo contaminado presenta mu-
chas dificultades. En la actualidad existe gran ntime-
ro de técnicas ex Situ e in situ empleadas como al-
ternativas de remediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos, tales como la excavacion, incine-
racion, lavado de suelo, entre otras, las cuales pue-
den ser muy costosas. Las plantas pueden ayudar a
limpiar o estabilizar un contaminante en el suelo si la
concentracion de éste no es fitotdoxica (Cunningham
etal. 1996). La interaccion raiz-microorganismo con-
tribuye significativamente en la reduccion, remocion,
degradacion o estabilizacion de contaminantes. De
esta forma, la fitorremediacidn constituye una estra-
tegia menos costosa y ambientalmente amigable para
sanear suelos contaminados con hidrocarburos
(Cunningham et al. 1996).

Los mecanismos y la eficiencia de la fitorremedia-
cion dependen del tipo de contaminante, de la diversi-
dad microbiana y de las propiedades del suelo
(Cunningham y Ow 1996). La habilidad de las plan-
tas para crecer y establecerse en suelos contamina-
dos es una caracteristica de seleccion para su uso en
la fitorremediacion. La degradacion de contaminan-
tes en suelos plantados con Festuca arundinacea,
Sorghum bicolor, Vigna sinensis, Medicago sativa
y Juncus roemerianus ha sido mayor cuando se
compara con suelos sin vegetacion (Schwab y Banks
1994, Lin y Mendelssohn 1998, Wiltse et al. 1998,
Hutchinson et al. 2001).

La fitorremediacion de suelos contaminados con
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hidrocarburos del petrdleo se basa principalmente en
la biodegradacion llevada a cabo en la rizosfera (Frick
etal. 1999), por lo que el sistema radical de la planta
es un elemento importante. Las plantas y sus raices
pueden influenciar indirectamente la degradacion
mediante la alteracion de las condiciones fisicas y
quimicas del suelo (Cunningham et al. 1996). En
muchos estudios, gramineas y leguminosas han sido
seleccionadas por su potencial para favorecer la dis-
minucioén de los contaminantes (Aprill y Sims 1990,
Gunther et al. 1996, Reilley et al. 1996, Qiu et al.
1997). El sistema radical de las gramineas es exten-
so y fibroso, lo que les permite tener mayor area de
superficie de raiz por metro cubico de suelo que nin-
guna otra especie de planta y pueden penetrar el suelo
auna profundidad de hasta 3 m (Aprill y Sims 1990).
Las leguminosas por su parte, son consideradas para
la fitorremediacion debido a su habilidad para fijar
nitrogeno, por lo que no compiten con otros microor-
ganismos y plantas por el limitado suministro de ni-
trogeno disponible en sitios contaminados (Gudin y
Syratt 1975).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la tole-
rancia y la capacidad de fitorremediacion de tres es-
pecies de leguminosas (Clitoria ternatea, Phaseolus
coccineus y Cicer arietinum) y de tres especies de
gramineas (Brachiaria hibrido, Brachiaria brizan-
tha y Panicum maximum), de un suelo contaminado
con combustdleo por un derrame accidental.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de suelo

Se utilizé suelo contaminado con combustoleo a
una concentracion aproximada de 50,000 mg kg
procedente de la localidad de Frijol Colorado, Vera-
cruz. El area afectada por el derrame fue de aproxi-
madamente 100 m?. Las coordenadas del sitio de re-
coleccion del suelo son 19°35°16" latitud y 97°21°06"
longitud; una altitud de 2410 msnm, la temperatura
media anual correspondiente fue de 12 °C, la preci-
pitacion media anual de 493.6 mm y el tipo de clima
frio-seco-regular. El suelo se caracterizo por presen-
tar pH 6.6, asi como 0.1 % N, 25 ug g! P Olsen, 2.1 %
de materia organica, y textura franca. Se recolecta-
ron muestras de suelo de la zona contaminada (20-
30 cm de profundidad) y se mezclaron homogénea-
mente formando una muestra compuesta. También,
en la misma area muestreada, se recolectd una mues-
tra de suelo adyacente no contaminado y cultivado
con maiz, el cual present caracteristicas similares
en textura y pH. El método de muestreo del suelo

tanto contaminado como no-contaminado fue en zig-
zag de acuerdo con Paetz y Wilke (2005).

Establecimiento del experimento

Se hizo bajo bajo condiciones de invernadero con
temperatura maxima/minima de 23.5/11.9 °C y hume-
dad relativa promedio de 63/71 %. El suelo tanto con-
taminado (SC) como no-contaminado (SNC), fue ta-
mizado (2 mm) y colocado en recipientes de vidrio
ambar de 300 g de capacidad. En cada recipiente se
sembraron tres semillas de seis especies vegetales,
correspondientes a tres especies de leguminosas:
Clitoria ternatea L., Phaseolus coccineus L. y
Cicer arietinum L., y tres especies de gramineas:
Brachiaria hibrido pasto mulato (B. riziziensis 44-6
X B. brizantha cv. Marandu), B. brizantha (Hochst.
ex A. Rich.) Stapf. y Panicum maximum Jacq. Cada
recipiente fue irrigado frecuentemente con agua des-
tilada. Unidades experimentales sin planta (testigos)
con SCy SNC fueron incluidos para evaluar el efec-
to de biorremediacion.

Evaluacion del crecimiento de las plantas

Se evalu¢ la altura de las plantas cada siete dias,
empezando a los 15 dias hasta los 85 dias después de
la germinacion de las semillas. A los 90 dias, se eva-
luo el volumen radical mediante el método del volu-
men desplazado en probeta y el peso seco de la plan-
ta mediante la colecta de cada 6rgano de la planta y
su exposicion a 70 °C en estufa durante 72 horas.

Estudio microbiolégico de la rizésfera

A los 90 dias, se evalu6 la poblacion de bacterias
y hongos rizosféricos tanto totales como degrada-
dores de hidrocarburos. Para la cuantificacion de
microorganismos se utilizo el método de dilucion 'y
de cuenta viable de unidades formadoras de colo-
nias (UFC) crecidas en su respectivo medio de cul-
tivo en caja de Petri (Ingraham e Ingraham 1998).
Para la evaluacion de bacterias totales se utilizo agar
nutritivo (Baker®) y para hongos totales se utilizo
papa-dextrosa agar de (PDA, Baker®). Ademas,
para cuantificar las poblaciones de bacterias y hon-
gos tolerantes a la presencia de petrdleo, se utilizo
medio mineral (por litro: 0.8 g K,HPO,, 0.2 g
KH,PO,, 0.2 g MgSO,-7H,0, 0.06 g CalCl,, 0.1 g
NaCl,, 0.025 Na,MoO,2H,0, 0.28 NaFe-EDTA,
5 Yag biotina'y 10 Yag acido p-aminobenzoico; pH 7)
en presencia de petrdleo crudo como fuente de car-
bono (Hernandez 1997). El petroleo se aplicd en
papel filtro embebido y adherido en el interior de la
contratapa de la caja de Petri. Las cajas de Petri
fueron incubadas a 25 °C de 24 a 72 horas, depen-
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diendo del crecimiento microbiano en cada medio
de cultivo.

Eficiencia de la degradacion de combust6leo en
el suelo rizosférico

La degradacion de combustoleo se determind a
los 90 dias, mediante la extraccion y la cuantificacion
de compuestos del combustdleo tanto de muestras
iniciales (tiempo cero) como de muestras de suelo
colectadas de cada tratamiento al final del experi-
mento. La extraccion de hidrocarburos a partir de
muestras de suelo rizosférico se realizo con dicloro-
metano mediante agitacion mecanica (Schwab et al.
1999), utilizando el método modificado EPA 8270B
SW-846 (USEPA 1986, Louchouarn et al. 2000). Los
extractos fueron concentrados mediante evaporacion
del solvente, colectando una alicuota final de 1 mL,
para su posterior analisis cualitativo.

Anédlisis mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas

Los extractos fueron analizados mediante GC-MS
utilizando un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard
GCD PLUS G1800-B y una columna capilar HP-5
(5 %-fenil)-metilpolisiloxano (30 m, 0.25 mmi.d., 0.25
um de grosor). La temperatura del inyector fue de
250 °C y la del detector de 280 °C, se utilizo gas
helio como acarreador (1.0 mL min™'). La tempera-
tura de la columna fue inicialmente ajustada a 70 °C
(4.0 min) e incrementada a 190 °C a una tasa de 20 °C
min’', para posteriormente ser llevada a 250 °C a 10
°C min" y finalmente alcanzé los 280 °C a 30 °C
min"' y mantenida por 10 min. Cada componente fue
identificado con base en sus tiempos de retencion y
la comparacion de sus espectros de masa a 70 eV
con aquellos contenidos en la biblioteca del HP-
Chemstation-NIST MS, version A.00.00-1995. Se
procedio a realizar el analisis cualitativo de los princi-
pales compuestos del combustdleo, por lo que mas
adelante se presentan los cromatogramas del GC-
MS para mostrar la degradacion de los hidrocarbu-
ros provenientes del combustodleo por efecto de la
rizosfera de las plantas.

Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento factorial 6 x 2, incluy6 12 trata-
mientos con ocho repeticiones cada uno, distribuidos
en un diseflo experimental completamente al azar.
Los factores considerados fueron presencia de com-
bustoleo en el suelo (suelo contaminado con 50,000
mg kg y suelo sin contaminar) y especie vegetal es-
tablecida. Los datos obtenidos fueron analizados me-
diante andlisis de varianza y la prueba de compara-

cion de medias (Tukey, 0=0.05) con el programa es-
tadistico SAS (SAS Institute 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del suelo contaminado en la superviven-
cia y desarrollo de las plantas

En el caso de las leguminosas, todas las plantas
de Clitoria ternatea (Clt) y C. arietinum (Car) en
SC murieron entre los 42 y los 56 dias. Sin embargo,
P. coccineus (Pcocc) fue la unica especie que mos-
tr6 tolerancia a la presencia del combustdleo, obser-
vandose un 50 % de supervivencia al finalizar el ex-
perimento a los 90 dias. Por tal razon, solo se hara
alusion a esta especie para compararla con las gra-
mineas en todas las variables mencionadas a conti-
nuacion, aunque las unidades experimentales de Clt
y Car se mantuvieron hasta el final del experimento,
con los residuos de la respectiva planta, para realizar
el analisis de la degradacion del combustoleo.

La dinamica de crecimiento en altura de Pcocc
establecida en SNC mostro diferencias significativas
(Tukey, 0=0.05) al compararse con las plantas de
esta misma especie establecidas en SC (Fig. 1a).
En general, la presencia de combustoleo en el SC
produjo la disminucion de la altura de las plantas. Las
tres especies de gramineas presentaron mayor tole-
rancia a la presencia del contaminante, observando-
se 100 % de supervivencia a los 90 dias. De acuerdo
con la altura de las plantas (Fig. 1b), la especie mas
susceptible al SC fue P. maximum (Pmax), mientras
que la especie Brachiaria hibrido (Bhib) y B. bri-
zantha (Bbriz) presentaron mayor tolerancia al con-
taminante, ambas con altura semejante, pero sig-
nificativamente diferente (Tukey, 0=0.05) a la ob-
servada en plantas en SNC.

A los 90 dias, el efecto de la planta, condicion del
suelo y tratamiento fue diferencialmente significati-
vo para la mayoria de las variables de crecimiento de
las plantas (Cuadro I). Pcocc en SNC mostr6 signi-
ficativamente (Tukey, 0=0.05) mayor altura, volumen
radical, mayor peso seco de la raiz y de la parte aé-
rea, pero menor relacion raiz: parte aérea en compa-
racion con las demas especies tanto en SC como en
SNC (Cuadro ).

En el caso de las gramineas, Pmax en SC presen-
to significativamente (Tukey, 0=0.05) menor altura,
volumen radical, pesos secos de raiz y de parte aé-
rea (Cuadro 1). Las dos especies de Brachiaria
presentaron estadisticamente similar respuesta en
todas las variables de crecimiento tanto en SNC como
en SC (Cuadro I).
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Fig. 1. Dinamica de crecimiento de: a) Phaseolus coccineus y
b) tres especies de gramineas crecidas en suelo contami-
nado y no contaminado. SNC= Suelo no-contaminado
(Simbolos cerrados), SC=Suelo contaminado (Simbolos
abiertos); Bbriz=Brachiaria brizantha, Bhib=Brachiaria
hibrido, Pmax=Panicum maximum. n=8. Medias + error
estandar

En lo que respecta al peso seco total, Pcocc tanto
en SNC como en SC, presenté mayor biomasa que

las tres gramineas (Fig. 2). Por su parte, Bhib aun-
que no estadisticamente diferente, presentd mayor
acumulacion de biomasa seca en SC en compara-
cién con Bbriz (Fig. 2). Pmax fue la especie que
presentd menor acumulacion de biomasa en SNC y
ésta fue significativamente (Tukey, 0=0.05) reduci-
da cuando se establecié en SC (Fig. 2).

Las seis especies presentaron diferencias en la
tolerancia a la toxicidad del combustodleo en el suelo.
Las leguminosas presentaron mayor susceptibilidad
al suelo contaminado mientras que las gramineas tu-
vieron mayor tolerancia. El efecto negativo de los
hidrocarburos en el suelo sobre el crecimiento de las
leguminosas ha sido previamente demostrado para
las especies Calopogonium mucunoides, Centro-
sema brasilianum y Stylosanthes capitata que
murieron entre los 42 y los 56 dias al estar expuestas
a petrdleo crudo a una concentracion de 50,000 mg
kg! (Merkl et al. 2005b), concentracion similar a la
evaluada en el presente experimento. Este efecto
denota la susceptibilidad de las leguminosas para cre-
cer y desarrollarse a esta concentracion de combus-
toleo en el suelo. Estas leguminosas pueden ser utili-
zadas como bioindicadoras de contaminacion de sue-
los con combustoleo como ha sido mencionado por
Malallah et al. (1996), sobre todo cuando en estos se
encuentran concentraciones superiores a los 50,000
mg kg'. No obstante, Pcocc presenté mayor biomasa
producida en comparacion con las gramineas. En esta
planta, la presencia del combustoleo estimuld no sig-
nificativamente, el peso seco total comparado con su
testigo en SNC. Al respecto, ciertas concentracio-
nes de hidrocarburos del petroleo pueden estimular

CUADROI. CRECIMIENTO DE PLANTAS ESTABLECIDAS EN SUELO NO-CONTAMINADO O CONTAMINA-
DO CON COMBUSTOLEO (50,000 mg kg') DESPUES DE 90 DIAS

Planta Condicion Altura Volumen Peso seco (g) Raiz: parte
del suelo (cm) radical (cm?®) Parte aérea Raiz aérea(gg')
Phaseolus coccineus Sin contaminar 1054 ax 2.16a 1.79a 0.71 ab 041b
Contaminado 87.5b 1.07 be 1.86a 0.94a 0.54b
Bachiaria hibrido Sin contaminar 19.7¢ 243a 0.82b 0.34 cde 0.43b
Contaminado 17.6 ¢ 1.67 ab 0.69b 0.41 cd 0.58 ab
Brachiaria brizantha Sin contaminar 183 ¢ 1.83 ab 0.83b 0.60 be 0.72a
Contaminado 15.8 cd 2.07a 0.55 be 0.30 de 0.55 ab
Panicum maximun Sin contaminar 15.7 ¢d 0.53 cd 0.35 be 0.14 ef 041b
Contaminado 9.8d 0.18d 0.07¢ 0.04 f 0.57 ab
Significancia:
Planta 0.01 0.001 0.01 0.001 0.01
Condicion del suelo 0.001 0.001 NS NS 0.05
Planta-Condicion del suelo 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

*Medias en la misma columna con letras idénticas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de comparacion de

medias (Tukey, 0=0.05). NS=No significativo, n=8
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M Suelo no contaminado

O Suelo contaminado

Peso seco total (g)

Pcooc Bhib Bbriz Pmax

Especie vegetal

Fig. 2. Materia seca total de plantas expuestas a suelo no-
contaminado y contaminado, después de 90 dias.
Pcocc=Phaseolus coccineus, Bhib=Brachiaria hibrido,
Bbriz=Brachiaria brizantha, Pmax=Panicum maximum.
n=8. Barras =+ error estandar

la germinacion y el crecimiento de algunas plantas
(Quifiones-Aguilar et al. 2003).

De acuerdo con la USEPA (1998), las gramineas
y leguminosas tienen cualidades morfologicas y fi-
sioldgicas que puedan ser utilizadas en la fitorreme-
diacion de suelos contaminados con hidrocarburos.
Las gramineas presentan sistemas radicales mas ex-
tensos y fibrosos, en tanto que el sistema radical de
las leguminosas puede desarrollarse a mas profundi-
dad y ademas de poder captar nitrégeno atmosférico
a través de la simbiosis con Rhizobium. La selec-

cion de plantas para uso en fitorremediacion debe
contemplar su capacidad de adaptarse a las concen-
traciones del contaminante y a las condiciones am-
bientales que imperan en las regiones con problemas
de contaminacion (Kirk et al. 2002). Las especies
mas susceptibles fueron Clt, Car (leguminosas) y
Pmax (graminea); mientras que las plantas con ma-
yor tolerancia fueron Pcocc, Bhib y Bbriz. La capa-
cidad de las plantas para crecer en suelos contami-
nados se relaciona con aspectos morfologicos y fi-
siologicos de la raiz que favorecen mayor captacion
de agua y nutrimentos (De Jong 1980, Ilangovan y
Vivekanandan 1992, Malallah et al. 1996, Quifiones-
Aguilar et al. 2003, Merkl et al. 2005a).

Efecto del combustéleo en la poblacién micro-
biana de la rizosfera

La poblacion de bacterias totales de la rizosfera
fue significativamente estimulada por la presencia de
la planta (p<0.01), la condicién del suelo (p<0.05) y
la interaccion de ambos factores (p<0.01). En el caso
de la respuesta de tratamientos, la rizoésfera de Pcocc
en SC presentd la mayor poblacion en comparacion
con la poblacion de bacterias en SC-sin planta, la cual
fue significativamente menor (p<0.001) (Cuadro II).
En el caso de las bacterias con capacidad de crecer
en presencia de hidrocarburos, fueron significativa-
mente estimuladas por efecto de la planta (p<0.001),
por la condicion del suelo (p<0.01) y por la interaccion

CUADRO II. POBLACION MICROBIANA (UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS, UFC, POR GRAMO DE SUELO
SECO) EN LA RIZOSFERA DE CUATRO ESPECIES Y SUELO SIN PLANTA EN PRESENCIA DE COMBUS-

TOLEO DESPUES DE 90 DIAS
Planta Condicion Bacterias Bacterias Hongos Hongos filamentosos
del suelo totales degradadoras filamentosos totales degradadores
UFCx 10°g! de hidrocarburos UFCx 10° g! de hidrocarburos
UFCx 106 g UFCx 10° g
Phaseolus coccineus Sin contaminar 17.6 ab * 10.6 ab 16.3 ab 11.6¢
Contaminado 27.0a 16.6a 183a 15.0 abc
Bachiaria hibrido Sin contaminar 14.0b 23cd 14.0 ab 15.3 abc
Contaminado 12.6 b 10.0 ab 10.3b 13.0 be
Brachiaria brizantha Sin contaminar 18.3 ab 12.0 ab 18.6a 21.3a
Contaminado 15.0b 12.3 ab 203a 12.3¢
Panicum maximun Sin contaminar 16.0b 10.0 ab 17.0 ab 20.6 ab
Contaminado 14.0b 8.06 bc 15.0 ab 12.6¢
Suelo sin planta Sin contaminar 1.0c 1.0d 10.6b 13.0c
Contaminado 143 b 10.0 ab 10.3b 12.6 ¢
Significancia:
Planta 0.01 0.001 0.001 0.05
Condicion del suelo 0.05 0.001 NS 0.01
Planta-Condicion del suelo 0.001 0.001 0.001 0.001

*Medias en la misma columna con letras idénticas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de comparacion de medias

(Tukey, 0=0.05). NS=No significativo, n=8
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planta- condicion del suelo (p<0.01). La poblacion de
estas bacterias fue significativamente mayor tanto
en la rizosfera de Pcocc en SC como en SC-sin plan-
ta, en comparacion con la poblacion de bacterias ob-
servada para la rizésfera de las gramineas en SC y
en SNC (Cuadro I1). En general, las poblaciones de
bacterias totales y con capacidad de crecer en pre-
sencia de hidrocarburos de la rizosfera de gramineas
tanto en SNC como en SC, no mostraron diferencias
estadisticas significativas (Cuadro I1).

En el caso de hongos filamentosos, se observo un
efecto significativo de la planta (p<0.001) y del trata-
miento (p<0.001) (Cuadro I1). Las rizosferas de
Bbriz y Pcocc tanto en SC como en SNC, presenta-
ron significativamente (Tukey, 0=0.05) mayores po-
blaciones de hongos en comparacion con aquellas
cuantificadas para SC- y SNC-sin planta y con la
rizésfera de Bhib en SC (Cuadro Il). Aunque se
observaron diferencias significativas entre tratamien-
tos, la poblacion de hongos filamentosos crecidos en
presencia de petroleo fue en general mayor, pero
no estadisticamente diferente, en la rizosfera de
plantas establecidas en SNC en comparacion con
la rizosfera de las plantas en SC (Cuadro I1). En
este caso, la rizosfera de Pmax en SNC present6
poblacion de hongos degradadores significativamen-
te mayor (Tukey, 0=0.05) en comparacion con la
rizosfera de Pcocc en SNC y con el SC- y SNC-sin
planta (Cuadro I1).

El efecto directo de las raices se fundamenta en
la secrecion de exudados que contribuyen en la pro-
liferacion de microorganismos clave para la
desintoxicacion y la degradacion de contaminantes
en el suelo (Davis et al. 2002). Los microorganismos
son comunmente estimulados luego de la incorpora-
cion de hidrocarburos del petroleo (Atlas 1995) y se
ha demostrado que existe correlacion entre el nume-
ro de microorganismos y el grado de contaminacion
del suelo (Wyszkowska y Kucharski 2001).

Aun cuando la evaluacion de microorganismos
cultivables en laboratorio tiene limitaciones con res-
pecto al bajo nimero de grupos capaces de crecer
en estos medios, esta evaluacion ha sido utilizada
como una herramienta para estudiar la respuesta de
microorganismos ante el contaminante y la capaci-
dad de utilizarlo como fuente de carbono y de ener-
gia (Randall y Hemmingsen 1994, Van Hamme et al.
2003). En general, las bacterias son menos suscepti-
bles a hidrocarburos del petroleo en comparacion con
los hongos y actinomicetos (Wyszkowska y
Kucharski 2001). La variabilidad observada para
bacterias y hongos filamentosos creciendo en pre-
sencia de hidrocarburos en los tratamientos cuya

mayor poblacion fue obtenida en la rizosfera de plan-
tas en SNC, puede explicarse en el sentido de la di-
versidad fenotipica de bacterias no-degradadoras, que
pueden crecer en presencia de hidrocarburos sin con-
tribuir a su degradacion. Este efecto fenotipico pue-
de sobreestimar aquellos grupos microbianos con
capacidad de utilizar hidrocarburos del petroleo como
fuente de carbono y energia, tal y como ha sido men-
cionado por Randall y Hemmingsen (1994). No obs-
tante, los microorganismos con capacidad de crecer
ante hidrocarburos del petréleo pueden participar co-
metabolicamente en la degradacion de estos com-
puestos. Sin embargo, este estudio no contemplo esta
actividad microbiana, por lo que se recomienda la ca-
racterizacion de aquellos microorganismos cuya ac-
tividad fisiologica influya en la degradacion de los hi-
drocarburos del petrdleo en el suelo.

Los microorganismos que habitan la rizosfera son
diferencialmente estimulados o inhibidos en funcion
de la actividad fisiologica y capacidad de crecimien-
to de la planta en presencia de contaminantes (Merkl
et al. 2005b). La especie Pcocc favorecio en forma
mas consistente una poblacion microbiana mayor en
SC, lo que la convierte en una planta para realizar
mayor investigacion sobre fitorremediacion. Similar-
mente, las plantas del género Brachiaria también
beneficiaron a la poblacion microbiana, por lo que
son candidatas a ser utilizadas en la fitorremediacion,
como fue sefalado por Merkl et al. (2005a,b).

Degradacion de hidrocarburos en la rizésfera de
las plantas

Después de 90 dias no se observaron compues-
tos del combustodleo en las muestras de SNC (Fig.
3c), mientras que en el SC (Fig. 3b) se observo la
reduccion de los compuestos que integran al com-
bustdleo con respecto al analisis de la muestra inicial
(tiempo cero; Fig. 3a). Los resultados de CG-MS
muestran la presencia de hidrocarburos monoaroma-
ticos y policiclicos aromaticos principalmente (Cua-
dro I1l). Las cuatro especies que mostraron tole-
rancia, adaptacion y crecimiento en SC, presentaron
diferencias en la degradacion de combustoleo (Figs.
4b, e, fy g). Su efecto fue selectivo en la desapari-
cion de compuestos mono- o poliaromaticos en com-
paracion con el SC-sin planta (Fig. 4a).

En lo que respecta al tipo de plantas, las grami-
neas contribuyeron en la degradacion de mayor ni-
mero de compuestos constituyentes del combustoleo
en comparacion con el SC-sin planta (Cuadro I11).
La tasa de degradacion de combustdleo fue mayor
en las rizosferas de Bbriz y de Pmax (Figs. 4e y Q),
en comparacion con el SC-sin planta (Fig. 4a). En



70

a) Suelo contaminado, tiempo cero.

Abundancia

7000000
6000000
5000000
40000004
3000000
2000000
10000004

Tiempo —> 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
b) Suelo contaminado, después de 90 dias.
Abundancia
3000000
16.68
2000000
1000000
) 0 S e T e T T e T e e T e
Tiempo —> 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
c) Suelo no contaminado, después de 90 dias.
Abundancia,
1672
3000000
2000000
1000000
0 T T BRI T T T T T T
Tiempo —> 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Fig. 3. Cromatograma que ilustra la presencia de contaminantes
organicos procedentes del derrame de combustdleo en
suelo contaminado a tiempo cero (a), suelo contaminado
después de 90 dias, con respecto al suelo no contaminado
(b) utilizados en el experimento

el caso de las leguminosas, Pcocc contribuy6 en la
desaparicion de solo un compuesto del combustoleo,

W. Sangabriel et al.

por lo que la degradacion de combustoleo fue similar
a la obtenida en SC-sin planta (Fig. 4a-b). Dado que
fue la tnica especie leguminosa que se adapto y cre-
cio en SC resulta interesante utilizar esta planta como
modelo en sistemas de fitorremediacion en futuras
experimentaciones.

De manera interesante, los residuos de las dos
leguminosas Car y Clt, que no sobrevivieron después
de 40 dias produjeron respectivamente la degrada-
cion de cinco y tres compuestos que integran al com-
bustoleo (Cuadro I11), por lo que la tasa de degra-
dacion del combustoleo fue mayor a la observada en
el SC-sin planta (Figs. 4a, c, d). Al respecto, los
residuos vegetales pueden contribuir en la estimulacion
de la actividad microbiana del suelo y por consiguiente,
favorecer la degradacion de hidrocarburos del petro-
leo (Miller 1996). En una investigacion futura se po-
dria dirigir al manejo de abonos verdes para estimu-
lar la fitorremediacion.

Lautilizacion de leguminosas en fitorremediacion
se basa en su capacidad de introducir nitrogeno at-
mosférico al sistema contaminado y con ello estimu-
lar mayor actividad microbiana, especialmente de
microorganismos degradadores de hidrocarburos.
Pcocc solo present6 capacidad de crecimiento en SC
y su contribucion en la degradacion de combustoleo
en su rizosfera no fue significativa. En nuestro cono-
cimiento, este es el primer reporte de tolerancia, adap-
tacion, crecimiento, estimulacion de la poblacion mi-
crobiana (excepto Rhizobium, cuyos nodulos no
fueron observados en el sistema radical) de Pcocc
en SC. No obstante, se requiere mayor estudio para
determinar los efectos benéficos de esta leguminosa

CUADRO I11.PRESENCIA DE COMPUESTOS ORGANICOS'DERIVADO’S DEL COMBUSTOLEO EN SUELO CONTAMI-
NADO SIN PLANTA'Y CON PLANTA, DESPUES DE 90 DIAS

Tiempo Suelo contaminado con combustoleo (% Area de la curva en el cromatograma)

de retencion Suelo Cicer Clitoria Phaseolus  Brachiaria Brachiaria ~ Panicum
Compuesto (minutos)  sin planta arietinum ternatea  coccineus hibrido brizantha  maximum
Acetofenona 6.33 1.95 Nd 1.95 2.02 Nd 1.69 1.60
2, 4, 6-Trimetilfenol 8.10 5.12 3.34 4.03 4.72 3.00 5.30 3.72
Eteniltiobenceno 8.36 3.28 2.64 4.54 3.87 2.32 291 3.55
3,4.Dimetiltiofenol 9.32 10.16 7.31 12.07 11.25 6.75 9.42 7.83
Hidroxitolueno butilado 10.14 1.15 Nd 1.52 1.09 Nd 1.13 Nd
9,9-Dimetil-9-silafluoreno 11.34 1.04 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
(E)-Estilbeno 11.55 1.34 Nd Nd 0.81 Nd Nd Nd
1,2-Dihidro-1-fenilnaftaleno 12.19 2.67 1.45 3.14 2.87 1.56 2.87 2.96
1-Fenilnaftaleno 12.69 2.72 1.99 3.31 2.61 1.68 2.55 2.68
9-Metil-9H-fluoreno 13.74 1.66 Nd Nd 1.17 Nd Nd Nd
1-Metil-2-fenil-1H-indol 17.70 6.52 5.09 8.20 6.07 547 5.89 5.41
5’-Fenil-1,1":3",1""-terfenil, 20.50 1.71 1.39 2.77 2.43 3.29 2.11 2.64

Nd = Compuestos no detectados por efecto de su disipacion/degradacion en la rizésfera de su correspondiente planta

No se encontraron estos compuestos en suelo no contaminado
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Fig. 4. Cromatograma que ilustra la presencia de contaminantes organicos procedentes del derrame de combustoleo en suelo contaminado
(a) con respecto al suelo contaminado en presencia de leguminosas y gramineas: (b) Phaseolus coccineous, (c) Cicer arietinum,
(d) Clitoria ternatea, (e) Brachiaria brizantha, (f) Brachiaria hibrido, y (g) Panicum maximum. Muestras analizadas después

de 90 dias

con diferente manejo agronémico y en simbiosis con
Rhizobium y hongos micorrizicos arbusculares, para
favorecer la fitorremediacion de suelos contamina-
dos por hidrocarburos.

En el SC-sin planta se pudo haber presentado de-
gradacion natural de combustdleo (atenuacion natu-
ral) por efecto de la aplicacion de agua, misma que
puede estimular la actividad microbiana nativa al con-
tar con mayor disponibilidad de oxigeno (Alexander
1999). No obstante, el establecimiento de las plantas
estimulo significativamente la poblacion microbiana y
la degradacion de combustoleo, particularmente en la
rizosfera de Bbriz. En general, las gramineas tienen
caracteristicas morfologicas ideales para la fitorreme-
diacion de contaminantes organicos. En este sentido,
Pmax y Bbriz contribuyeron de manera importante en
la degradacion de combustéleo. Merkl et al. (2005b)

demostraron que Bbriz tiene capacidad de reducir sig-
nificativamente hidrocarburos del petroleo en ambien-
tes tropicales. En nuestro estudio, el hibrido de
Brachiaria (pasto mulato) generado por la cruza de
B. riziziensis 44-6 x B. brizantha cv. Marandu, fue la
especie que menor efecto tuvo en la remediacion del
SC con combustodleo (Fig. 4f), aunque contribuy6 en
la desaparicion de cinco de sus componentes con res-
pecto al SC-sin planta (Cuadro I11).

El establecimiento de plantas en suelos contami-
nados trae cambios significativos en las caracteristi-
cas fisicas, quimicas y bioldgicas de la rizosfera (Davis
et al. 2002). Estos cambios pueden favorecer a los
microorganismos rizosféricos, los cuales pueden inter-
venir en procesos de oxidacion, degradacion y com-
pleta mineralizacion de hidrocarburos del petroleo
(Ferrera-Cerrato y Alarcon 2004, Pilon-Smits 2005).
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De este modo, la interaccion planta-rizosfera-micro-
organismo es importante en la seleccion de aquellas
plantas con mayor potencial de uso en la fitorremedia-
cion de hidrocarburos del petroleo en el suelo.

CONCLUSIONES

Las especies de gramineas fueron mas tolerantes
a la presencia de combustoleo que las leguminosas.
La presencia de plantas en suelo contaminado esti-
mulo la proliferacion de microorganismos en la
rizésfera, que también fueron estimulados por la pre-
sencia del contaminante en el suelo. Phaseolus
coccineus fue la tnica especie leguminosa en tole-
rar y crecer en suelo contaminado y estimular la po-
blacion microbiana de la rizosfera contaminada. Esta
leguminosa puede tener uso en la fitorremediacion
de suelos contaminados con hidrocarburos. Bracha-
ria brizantha fue la especie con mayor capacidad
de degradacion de combustoleo en la rizosfera, 1o que
la hace una especie con cualidades para la fitorre-
mediacion de suelos contaminados con hidrocarbu-
ros del petroleo.
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