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FITORREMEDIACION DE Helianthus annuus L. DE UN SUELO CONTAMINADO
CON UN HIDROCARBURO DE PETROLEO (GASOLINA), ASISTIDA CON
BACTERIAS Y HONGOS PROMOTORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Patsy Jackeline Almazan Castafieda, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2023

RESUMEN

La fitorremediacion es una alternativa para limpiar suelos contaminados utilizando plantas y sus
microorganismos asociados. El presente trabajo evaluo la fitotoxicidad y la fitorremediacion de un
suelo contaminado con gasolina con plantas de girasol (Heliantus annuus L.) asistida con bacterias
rizosféricas nativas. Esta investigacion contemplo tres fases experimentales partiendo de un suelo
recolectado de Palmarito (Puebla), artificialmente contaminado con gasolina. La primera fase
evalud la germinacion de semillas de girasol y su crecimiento en un suelo contaminado (0, 200,
400, 800, 1,600, 2,400 y 3,200 mg kg?), observandose la germinacion y la tolerancia de las
plantulas en todas las concentraciones de gasolina, a los 20 dias. La segunda fase aisl6 bacterias
totales del suelo contaminado, y se caracterizaron mediante pruebas bioquimicas relacionadas con
el crecimiento vegetal y se identificaron molecularmente. La gasolina inhibid el crecimiento
bacteriano, y se seleccionaron 10 cepas con capacidad promotora del crecimiento vegetal (en su
mayoria gram-negativas en forma de bacilo, productoras de indoles y sideroforos, solubilizadoras
de fosfatos, y fijadoras de nitrdgeno atmosférico), sobresaliendo los géneros Bacillus,
Streptomyces, Pseudomonas, Priestia, Massilia y Sphingobium. La tercera fase consistio de un
bioensayo de fitorremediacion del suelo contaminado (0, 1,600 y 3,200 mg kg?) inoculando
plantas con las 10 bacterias aisladas de la fase 2, aplicadas en consorcio. A los 60 dias, a pesar de
no influir en el crecimiento vegetal, las bacterias disminuyeron significativamente la presencia del
contaminante en el suelo (~50 % remocion). La inoculacion de girasol con bacterias nativas es una

alternativa para reducir la contaminacién de gasolina en el suelo.

Palabras clave: Helianthus annuus, contaminante organico, biorremediacion, suelo contaminado.



PHYTOREMEDIATION OF Helianthus annuus L. FROM SOIL CONTAMINATED
WITH PETROLEUM HYDROCARBON (GASOLINE), ASSISTED BY BACTERIA AND
PLANT GROWTH PROMOTING FUNGI

Patsy Jackeline Almazan Castafieda, M.C.
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ABSTRACT

Phytoremediation is an alternative for cleaning up contaminated soils by utilizing plants and
associative microorganisms. This study evaluated the phytoxicity and phytoremediation of a
gasoline-contaminated soil by sunflower plants (Heliantus annuus L.) assisted with native
rhizosphere bacteria. The research consisted on three experimental phases based on a soil collected
form Plamarito (Puebla) which was artificially contaminated with gasoline. First phase evaluated
the seed germination and seedling emergence under a contaminated soil (0, 200, 400, 800, 1,600,
2,400 and 3,200 mg kg™?); during 20 days, seed germination and seedling tolerance was achieved
at all concentrations. Second phase isolated bacteria from the contaminated soil, which were
characterized by means of biochemical tests related to plant growth promotion, and molecularly
identified. Gasoline inhibited bacterial growth, and 10 potential plant growth promoting bacteria
were isolated (most of them Gram-negative and rod-shaped, with indole and siderophores
production, phosphate solubilization, and atmosheric nitrogen fixation capacity). Bacteria
belonged to genera such as Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Priestia, Massilia and
Sphingobium. Third phase consisted on a bioassay for phytoremediating a gasoline-contaminated
soil (0, 1,600 and 3,200 mg kg*) by inoculating sunflower plants with the 10 bacteria obtained
from phase 2, as a bacterial consortium. After 60 days, in spite of not having influenced on plant
growth, bacterial inoculation significantly diminished the soil contaminant (~50 % removal).
Inoculation of sunflower plants with the 10 native bacteria allowed the reduction of the gasoline

contamination in soil.

Key words: Helianthus annuus, organic pollutant, bioremediation, soil contamination.
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. INTRODUCCION

En el altimo siglo, la demanda de la creciente poblacion mundial ha exigido el aumento en la
industrializacion y la urbanizacion generando contaminantes de origen antropogénico siendo los
ecosistemas los més afectados por el ritmo acelerado del desarrollo humano (de Lorenzo, 2019).
El sector petroquimico es uno de los sectores que causa contaminacion en agua y suelo (Cocarta
et al., 2017) durante las actividades de extraccion, transporte y la refinacion del petréleo, asi como
por fugas accidentales derivadas del mal manejo, estructuras en mal estado, robo de hidrocarburos
(Castro-Mancilla et al., 2019). Lo anterior afecta la biodiversidad desde la extraccion del petroleo
asi como durante el proceso de exploracion y de la perforacion de los pozos y la prospeccion,
ademas se causa la fragmentacion del paisaje por la tala de arboles y por el cambio de uso de suelo

(Harfoot et al., 2018).

La industria petrolera tiene una produccién a nivel mundial de dos mil millones de toneladas de
petréleo; y entre 45 a 50 millones de toneladas (alrededor del 2 %) tienen un destino final en el
ambiente (Jabbarov et al., 2019) lo que genera afectaciones a la flora, fauna, cuerpos de agua,
suelo, y a la salud humana al provocar enfermedades cronicas potencialmente cancerigenas,
mutagénicas y teratogénicas (Chan-Quijano et al., 2020). En el suelo, se afecta a las poblaciones
microbianas que son parte importante del ecosistema y son claves para los procesos

biogeoquimicos (Hazim y Al-Ani, 2019).

Para la descontaminacion, existen tratamientos de remediacion fisicos y quimicos que
favorecen la dispersion del contaminante pero no de su remocion; éstas alternativas son costosas,

pueden causar dafios al ambiente e impedir la recuperacion de ciertos habitats. Por lo anterior, se



acude al uso de biotecnologias amigables con el ambiente que promuevan los procesos naturales

de remocion de contaminantes, como es el uso de la biorremediacion (Hou et al., 2021).

La biorremediacion es la tecnologia de biorestauracion de agua, suelo y aire, que se sustenta
especificamente con el potencial de los organismos vivos para degradar contaminantes de forma
parcial y/o total, a compuestos menos toxicos (Garzén et al., 2017; Rodriguez y Rodriguez, 2019).
La fitorremediacion es una alternativa viable de limpieza de los suelos contaminados (Guevara
Espinosa et al., 2018) mediante plantas y microorganismos asociados, para extraer, acumular,
remover, reducir, transformar, mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes

(Delgadillo-Lépez et al., 2011; Arias-Trinidad et al., 2017).

Este potencial de la microbiota vinculada con la flora se aprovecha para degradar contaminantes
organicos (Stamatiu-Sanchez et al., 2015), por su alta diversidad y capacidad de adaptacion
metabolica, que les confiere distintos mecanismos de accion sobre los contaminantes.
Individualmente o en consorcios, los microorganismos pueden degradar sustratos y metabolitos
que pueden generarse a partir de su aplicacion. Por lo tanto, las técnicas como la fitorremediacion
permiten aprovechar la capacidad de las plantas y de los microorganismos para realizar procesos

de descontaminacion inducida (Ordofiez Burbano et al., 2018).

La simbiosis de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA; Phylum Glomeromycota) se
establece con més del 80 % de las raices de plantas terrestres (Schibler et al., 2001), donde cada
uno de los simbiontes adquieren beneficios: los HMA reciben carbono de las plantas y éstas captan
mas eficientemente nutrientes como fosforo (P) y nitrégeno (N) a través de las hifas fungicas.

Ademas, las plantas micorrizadas son mas tolerantes a organismos patogenos y a la sequia (Pérez-



Moreno y Read, 2004; Di Barbaro et al.,, 2017), y se estima que estos hongos son pieza

fundamental para recuperar y restaurar ecosistemas degradados y/o perturbados (Fall et al., 2022).

Ademas de mejorar el crecimiento de las plantas, los HMA inducen la sintesis de enzimas
oxidativas que favorecen la fitodegradacion de hidrocarburos de petréleo en el suelo, indicando
que la fitorremediacion asistida con HMA, es una biotecnologia conveniente para suelos

contaminados con compuestos organicos (Xun et al., 2014).

Para garantizar el éxito de los tratamientos de fitorremediacion se requiere identificar aquellas
especies vegetales que toleren y degraden los contaminantes, y que produzcan abundante biomasa,
puesto que existen factores fisicos y quimicos que son cruciales para obtener resultados favorables

(Garcia Avila et al., 2018).

El girasol (Helianthus annuus) es una planta ampliamente reconocida como fitorremediadora,
ya que son dificilmente afectadas por los contaminantes inorganicos (Prasad, 2007; Gutiérrez-
Espinoza et al., 2011; Adejube et al., 2017; Alaboudi et al., 2018; Zehra et al., 2019); ademas,
tiene potencial para acumular compuestos toxicos ya que es una especie que produce abundante
biomasa y mejora las condiciones del suelo contaminado, y junto con la presencia de
microorganismos simbidticos, podrian usarse como una alternativa efectiva, econémica y
ecoldgica para acelerar la eliminacion de contaminantes organicos del suelo (Rani et al., 2019).
Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion es evaluar la capacidad de adaptacion y
fitorremediacion de Helianthus annuus en un suelo contaminado con un hidrocarburo de petréleo

(gasolina), asistida con bacterias tolerantes a hidrocarburos.



I1. REVISION DE LITERATURA
2.1 Hidrocarburos de petroleo

Los hidrocarburos de petréleo (HP), quimicamente, son sustancias complejas formadas
principalmente de moléculas de carbono (83-87 % C) e hidrdgeno (10-14 % H) y, en menores
proporciones, lo integran otros elementos como azufre (0.05-6 % S) y nitrogeno (0.1-2 % N),
oxigeno (0.1-2 % O), metales y sales (<0.1 %) (Pardo et al., 2004; Dembicki, 2017) (Figura 1).
Los HP pueden estar en forma de gas natural o liquido, esto depende de la composicion, condicion

de presion, temperatura, profundidad del reservorio y el tipo de roca (Oyeneyin, 2015).

Nitrogeno 0.1-2 %

Otros

Metales

\ Arufre 0.05-6 % <0.1

Figura 1. Composicion elemental basica del petréleo crudo, que tipicamente exhibe poca variacion de fuente
a fuente (Stauffer et al., 2008).

Los HP estan conformados de hidrocarburos de cadena corta como parafinas, compuestos
aliciclicos y aromaticos, y compuestos no hidrocarbonados como acido nafténico, fenol, tiol,
metaloporfirina, asfalteno y nitrégeno heterociclico, y compuestos de azufre (Priyadarshanee et

al., 2022), y son compuestos toxicos clasificados como contaminantes prioritarios. Los dos



componentes principales de HP gue han sido registrados como recalcitrantes y perjudiciales para
la salud son los hidrocarburos alifaticos y los aromaticos. Los hidrocarburos alifaticos no saturados
(con estructuras sencillas) son facilmente degradados por los microorganismos, en cambio los
hidrocarburos alifaticos ramificados de grandes cadenas e hidrocarburos aromaticos no se

degradan facilmente al poseer estructuras mas complejas (Al-Hawash et al., 2018).

Con el progreso de la humanidad, el consumo de HP incrementa en el mundo, esto va
acompafado con la contaminacion del ambiente causada por los HP y sus derivados durante el
proceso de su refinacion, en el proceso de materias primas y en el transporte (Jabbarov et al.,
2019). Ademas, los HP se caracterizan por su estabilidad y persistencia en el ambiente, por lo cual
resultan ser muy téxicos debido a los riesgos potenciales, impactos peligrosos en los hébitats

terrestres y acuaticos asi como para cualquier otro organismo vivo (Ambaye et al., 2022).

2.2 Gasolina

La gasolina es una mezcla compleja de diversos compuestos organicos del grupo de los alcanos
de cadena corta (C6-C10), algunos pueden ser susceptibles a permanecer en el subsuelo, con un
punto de ebullicién bajo (60-170 °C). Los compuestos de bajo peso molecular que integran a la
gasolina tienen la particularidad de atravesar las membranas celulares y degradar la integridad de
la membrana, deteriorando con ello a la célula vegetal (Daryabeigi Zand y Hoveidi, 2018). La
gasolina puede variar en su composicion por el origen del petrdleo crudo y el proceso de refinacion
y en contacto con el suelo, algunos de sus compuestos puede evaporarse, disolverse, adherirse a
las particulas de suelo o bien, ser movilizadas por el agua por lo que otros sitios son afectados con

respecto al sitio donde se presentd el derrame original (Daryabeigi Zand y Hoveidi, 2016).



2.3 Criterios para considerar un suelo contaminado

La FAO (2019) describe como contaminacion del suelo a la presencia de un compuesto quimico
0 una sustancia fuera de sitio y/o que esté presente en una concentracion mas alta de lo normal,
que tiene efectos adversos sobre cualquier organismo al que no esté destinado. La contaminacion
del suelo es uno de los problemas ambientales con mayor importancia, que va de la mano con la
contaminacion del aire y del agua, siendo las actividades antropogénicas las principales que ha

generado las emergencias ambientales en nuestro mundo (Azeez et al., 2021).

Para determinar un suelo contaminado por hidrocarburos es necesario realizar una evaluacion
de riesgos bajo a las politicas de regulacion. La norma 1SO 16703 indica un método aprobado
internacionalmente para estimar las concentraciones de hidrocarburos totales de petréleo (HTP)
(C10 a C40), y la evaluacion en el suelo se basa en un procedimiento analitico especifico para

cuantificar la cantidad de HTP en los ecosistemas (Pinedo et al., 2013).

En México, las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) establecen criterios y concentraciones
permitidas conforme a las caracteristicas propias del sitio, y estan basadas en la biodisponibilidad
de los contaminantes para determinar la concentracion objeto a la cual se debe remediar un suelo.
Los componentes pueden estar presentes en el suelo de manera natural y en ocasiones en
concentraciones tales que puedan representar un riesgo para la salud de la poblacion humana y de
los ecosistemas, estas normas permiten establecer criterios para determinar las concentraciones

méaximas permisibles presentes en el suelo (SEMARNAT, 2007).

La NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 establece los limites maximos permisibles de los
hidrocarburos en suelos y los lineamientos para el muestreo en la caracterizacion y

especificaciones para la remediacion. En esta norma se indican los productos asociados a los



derrames de hidrocarburos para los que se establecen los limites maximos permisibles en el suelo
segun la actividad que se realice en ellos (1. agricola, forestal, pecuaria y de conservacion; 2.

residencial y recreativa; y 3. Industrial y comercial) (Arias-Trinidad et al., 2017).

Las leyes mexicanas establecen que, “en materia de proteccion industrial, operativa y
ambiental, tanto los cesionarios como los contratistas serdn responsables de los desechos,
derrames de petroleo u otros dafios resultantes. De nuevo, quien contamina paga. Ademas, el
desarrollo del pais debe promoverse con responsabilidad social y proteccién ambiental” (Chan-

Quijano et al., 2020).

2.4 Contaminacion del suelo por hidrocarburos de petrdleo en México

El petréleo sigue siendo una de las principales fuentes de energia para el desarrollo econémico
y social de un pais; sin embargo, sigue siendo también una de las fuentes de contaminantes
organicos derivada por derrames y fugas accidentales en el almacenamiento y transporte. Ademas,
su presencia en la litosfera causa efectos negativos para planta, animales y la sociedad (Adipah,
2019). Por ejemplo, se estima que a nivel mundial, la fuga de petréleo natural es de 600,000

toneladas métricas anuales (Sui et al., 2021).

México se encuentra con el décimo lugar a nivel mundial en produccion de barriles de petréleo
con una produccion de 1,813 barriles de petroleo diarios. Al ser alta la produccion de petréleo se
presenta accidentes como derrames de tanques de petrdleo, roturas de tuberias, incidentes y robos
en el transporte del petréleo. En el 2018 reportaron 1,599.36 hectareas (ha) contaminadas por
hidrocarburos de las cuales solo 61 han pasado por un proceso de remediacion (Chan-Quijano et
al., 2020). Acerca del robo de combustible, en México durante 2012-2016 aumento en un 466 %,

reportando 1,283.8 ha de suelo contaminado por 213 fugas y derrames, segin Petroleos Mexicanos



(Arroyo et al., 2021). Estas actividades ilicitas han generado pérdidas economicas, tan solo entre
2016-2018 el robo de combustible gener6 un quebranto econdémico de aproximadamente de 147

mil millones de pesos (Peschard et al., 2021).

Entre los diferentes derrames ocurridos en el territorio mexicano, en particular, en el afio 2019,
la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA) reportd los niveles de
contaminacion del suelo por arriba de los limites permisibles (Cuadro 1) establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, lo anterior derivado del derrame y
explosion por una toma ilegal en el poliducto Tuxpan-Tula en la localidad de San Primitivo,
municipio de Tlahuelilpan, Hidalgo. Considerando este reporte, esta investigacion fundamenta el

uso de las concentraciones utilizadas en las subconsecuentes fases experimentales.

Cuadro 1. Cuadro comparativo de los niveles de hidrocarburos permisibles en suelo agricola establecidos
por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, y resultados de niveles de hidrocarburos en suelo después de
un derrame.

Hidrocarburos especificos Contenido estimado Limite permisible*
(mg kg™) (mg kg™)
Hidrocarburos totales del petréleo en 3,218.56 200

su fraccion ligera

BTEX 16.82 6.00
Etilbenceno 118 10

Tolueno 402.06 40.0
Xileno 582.60 40.0




2.5 Efecto de los hidrocarburos de petréleo (HP) en el suelo

Debido a accidentes en las actividades operacionales, en el transporte, la exploracion o durante
el procesamiento, las fugas y los derrames de HP, se provoca la contaminacion en suelos y aguas
subterraneas (Lima et al., 2020), generando efectos tdxicos para cualquier organismo vivo (Tian
et al., 2018; Ali et al., 2020). El efecto de la contaminacion por HP en el suelo es diferente,
dependiendo del tipo de hidrocarburo derramado, el tamafio del derrame, las condiciones

climaticas del sitio del derrame y el tipo de ecosistema contaminado (Marin Velasquez, 2016).

Aproximadamente, el 80 % de los suelos estan contaminados por algin producto derivado de
petréleo, por lo cual se alteran las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de manera negativa,
disminuye la porosidad y la aireacién del suelo (Ali et al., 2020; Ahmad et al., 2020; Ergozhin et
al., 2020). Las propiedades hidrofébicas de los HP reducen la infiltracion de agua, incrementan la
materia organica acidificando el sitio, afectan el pH, la capacidad de intercambio catidnico del
suelo (Castro-Mancilla et al., 2019; Koshlaf y Ball, 2017) y el contenido mineral, especialmente

de el contenido de carbonatos y sal (Jabbarov et al., 2019).

A su vez, estos compuestos alteran la composicion y la dindmica de la comunidad microbiana
del suelo y las actividades enzimaticas, alterando con ello, la disponibilidad de nutrientes para las
plantas (Ambaye et al., 2022). Ademaés, estos compuestos hidrofdbicos tienen la particularidad de
secuestrarse con el tiempo en la matriz del suelo al adherirse a la materia organica, o difundirse a
través de los poros en el suelo (Tang et al., 2012). A su vez, el suelo esta propenso a procesos de
meteorizacion, los cuales son favorables para la intemperizacion de los HP ante condiciones
extremas, por ejemplo, temperaturas mayores a 34.9 °C, con humedad relativa del 58 % y

radiaciones solares mayores a 584.7 mW h/cm? (AlKaabi et al., 2020).



Cuando los hidrocarburos estan en el suelo, los mas pesados (p. ejemplo, aceites), se infiltran
verticalmente, y penetran mas lentamente hasta la superficie del agua subterranea, mientras que
los mas ligeros (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), son volatiles y altamente maviles en el
ambientes y en el perfil del suelo dependiendo de su tipo (Adipah, 2019; Chan-Quijano et al.,

2020).

Contrario a los contaminantes inorganicos (p. ej. los metales pesados) que se bioacumulan en
las plantas, los contaminantes organicos pueden ser biotransformados por la actividad microbiana
y pasar a ser parte de la materia organica, disminuyendo asi su biodisponibilidad (Klimek et al.,
2016; Kuppusamy et al., 2020; Bykova et al., 2021). A medida que pasa el tiempo, los HP son
estabilizados en el material organico, lo que reduce su accesibilidad, biodisponibilidad, toxicidad

bioldgica, incrementando asi su biodegradabilidad (Pérez Vargas et al., 2017; Ahmad et al., 2020).

2.6 Impacto ecoldgico de los hidrocarburos

El resultado de accidentes y/o el mal manejo de la explotacion petrolera resulta en la
contaminacion de suelos, agua y aire (Pérez Robles et al., 2015). La contaminacion del suelo por
hidrocarburos se tienen dafios ambientales entre los que se encuentran la pérdida de habitats, los
cambios del paisaje (Marin Velasquez, 2016), y al mismo tiempo, tienen efectos nocivos en la
salud humana y en la vida silvestre, al estar expuestos a compuestos tdxicos, mutagénicos y
cancerigenos (Cubillos et al., 2014). El contacto recurrente a estos compuestos puede causar dafio
hepatico, anemia hemolitica, pérdida de peso, deterioro gastrointestinal, deterioro del sistema
inmunologico y afectar el sistema nervioso, causando mareos, dolores de cabeza, fatiga (Koshlaf

y Ball, 2017).
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Por otra parte, cuando los HP entran en contacto con el suelo se crean condiciones deficientes
para sostener con vida de cualquier organismo. Los HP en el suelo tienen efectos negativos en las
comunidades microbianas que no pueden oxidar los HP, alteracion con ello, la fertilidad del suelo.
Los microorganismos son afectados por asfixia generada por el bloqueo de la difusion del aire en
los poros creando condiciones anaerdbicas. Lo anterior, disminuye la tasa de respiracion, la

diversidad microbiana y la densidad de bacterias (Rodriguez-Rodriguez et al., 2016).

Los microorganismos tienen la capacidad de modificar su entorno aun en presencia de los HP,
ya que poseen diversos mecanismos para catabolizarlos. Las relaciones microbianas confieren
ventajas competitivas en los nichos ecolégicos y para sobrevivir ante condiciones adversas. De
manera individual, los microorganismos favorecen la oxidacion enzimas de los HP, mientras en
comunidades microbianas colaboran en relaciones simbidticas y sinérgicas para producir
metabolitos y moléculas bioactivas primarias (tensoactivos) que favorecen la miscibilidad de los

HP (Truskewycz et al., 2019).

Por su naturaleza hidrofébica, los HP impiden el suministro de agua al sistema radical de las
plantas, reduciendo la longitud de la raiz y el area foliar, inhibiendo por ello, la actividad
fotosintética y la productividad vegetal, y en consecuencia, provocando la muerte de la planta.
Ademas, el suelo permanece inadecuado para la emergencia de semillas y el crecimiento de las
plantas (Rodriguez-Rodriguez et al., 2016; Bykova et al., 2021). La presencia de los HP causa
deformaciones en las hojas, acumulacion de H202, estrés oxidativo, incluso la muerte de células
vegetales, inhibe el crecimiento de los brotes de raices, la longitud de las hojas y el retraso en la
expansion celular; también provoca que las plantas presenten clorosis, 0 necrosis, siendo mas
propensas a plagas y enfermedades (Garcia-Ldpez et al., 2006; Ambaye et al., 2022). La muerte

de la cubierta vegetal y el secado de los arboles se presenta ante altos niveles de contaminacion de
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los HP en el suelo (Lifshits et al., 2021), debido a la reduccion de la fertilidad del suelo, haciéndolo
no apto para la produccidn agricola y afectando el aspecto socieconomico de las personas aledafias

(Abdul-Ameer Ali, 2019; Zuzolo et al., 2022).

2.7 Bacterias con capacidad degradadora de hidrocarburos

La microbiota nativa de sitios contaminados con HP generan mecanismos para degradarlos y
usarlos como su principal fuente de energia y fuente de carbono (C) para su crecimiento y
reproduccion (Das y Chandran, 2011). Los microorganismos son fundamentales para degradar los
HP al producir enzimas (oxigenasas y dioxigenasas), y secretar agentes bioemulsificantes que
facilitan la disolucién del contaminante de sustratos no polares e incrementan la afinidad entre las
superficies celulares y las interfaces aceite-agua. Otros factores que afectan la degradacion de los
HP se refiere a su composicion quimica, a la abundancia y diversidad de microorganismos, y a las
condiciones ambientales favorables para mantener biodisponibles a los contaminantes para ser

transformados por los microorganismos (Udgire et al., 2015; Rodriguez-Uribe et al., 2021).

Microorganismos como microalgas, hongos, levaduras y bacterias tienen la capacidad de
degradar contaminantes organicos, al ser microorganismos omnipresentes pueden también ser
aplicados en procesos de biorremediacion in situ o ex situ. Algunas poblaciones de bacterias
nativas son ideales para mineralizar los contaminantes y con ello, favorecer una biorremediacion
exitosa a largo plazo. Las bacterias tienen una gran estabilidad y adaptacion fisioldgica a las
condiciones ambientales, lo cual es indispensable para la degradacion de HP en comparacion con
especies bacterianas o consorcios exdgenos, debido a que no soportan el estrés abiotico para
metabolizar y crecer en el sito contaminado (Yan et al., 2013; Bekele et al., 2022). Algunos

géneros bacterianos capaces de degradar HP son Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter,
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Micrococcus, Pseudomonas y Rhodococcus (Rodriguez-Uribe et al., 2021) (Cuadro 2). La
diversidad y abundancia de estas bacterias son necesarias para degradar los HP debido a que
dificilmente un grupo bacteriano es capaz de tener la actividad enzimatica necesaria para
degradarlos (Barrios-San Martin et al., 2012). Un suelo sujeto a alteraciones se puede evaluar
mediante la actividad microbiana (biomasa y actividad enzimatica), las cuales tan influidas por

pardmetros y perturbaciones fisico-quimicas y ambientales (Alrumman et al., 2015).

Los parametros fisicos y quimicos del suelo como: presencia de nutrientes (N, P), el contenido
de oxigeno (Oz), presion parcial de gases, temperatura, pH, contenido de sales, tamafio (Didmetro),
la distribucion de particulas, capacidad reguladora del suelo, la solubilidad, concentracion,
cantidad y biodisponibilidad de los contaminantes, son los responsables de la taza de degradacion

por los microorganismos (Arrieta Ramirez et al., 2012).

2.8 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal en la fitorremediacion

El agua, el aire y el suelo estan contaminados por compuestos organicos o inorganicos, por
consecuencia del aumento de la poblacion, la industrializacién, la urbanizacion y el abuso de
fertilizantes quimicos. Algunos compuestos xenobioticos presentes en los ecosistemas pueden
bioacumularse en la cadena trofica y ser mas toxicos. Por lo anterior, la importancia de los
ecosistemas saludables es un problema ambiental y social que necesita ser atendido con urgencia
(Prasad et al., 2021). Para recuperar el suelo contaminado, se han implementado tecnologias
fisicas, quimicas y biologicas. Dentro de las tecnologias bioldgicas se incluye a la fitorremediacion
(Bhanse et al., 2022), que consiste en el uso de plantas para concentrar, acumular o degradar los
contaminantes del suelo, adicionando la aplicacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal

(BPCV) y mejorar la eficiencia de la recuperacion de suelos (Glick, 2012).
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Cuadro 2. Microorganismos aplicados en la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

Microorganismos

Plantas

Contaminantes

Referencias

Pseudomonas
Bacillus subtilis

aeruginosa,

Bacillus cereus

Bacillus sp.

Achromobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus,
Cinetobacter,
Corynebacterium,
Flavobacterium,
Micrococcus,
Mycobacterium, Norcardia,
Pseudomonas, Vibrio,
Rhodococcus y
Sphingomonas

Cepa N12 (Mycobacterium
sp.)

Pseudomonas  aeruginosa,
Sphingomonas paucimobilis,
Pseudomonas luteola vy
Pseudomonas fluorescens

Microbacterium

Arthrobacter

Bacillus megaterium,
Pseudomonas pachastrellae,
Pseudomonas  oleovorans,
Pseudoalteromonas sp.,
Bacillus  megaterium vy
Psychrobacter marincola

Festuca sp. L.y
Echinacea
purpurea L.

pasto Bermuda

Diesel

Petréleo

Petréleo

Total de hidrocarburos
de petréleo (TPH)

Hidrocarburos
aromaticos policiclicos
(HAP)

Petréleo

TPH

Petroleo

HAP

Bekele et al., 2022

Ehis-Eriakha et
2020

al.,
Elenga-Wilson et al.,

2021

Salim et al., 2018.

Hou et al., 2019

Ruiz-Marin et
2013

al.,

Zhang et al., 2019.

Cai et al., 2020

Bhatawadekar et al.,
2021.
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Microorganismos Plantas Contaminantes Referencias

Sphingobium sp., Bosea sp., HAP Rodriguez-Uribe et al.,
Pseudomonas sp., 2021
Rhodococcus sp. y

Phenylobacterium sp.

Las BPCV se encuentran en la rizosfera y tienen una amplia gama de interacciones con las
raices, las BPCV promueven el crecimiento por tener la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico,
producir hormonas vegetales, hacer disponible el fosforo, producir sider6foros de bajo compuesto
molecular que al unirse con el hierro (Fe) forman compuestos solubles que son facilmente
absorbidos por la raiz (Ferrera-Cerrato et al., 2016), y producir de acido indol-3-acético (1AA)
(Yahya et al., 2022). Por ello, las BPCV promueven la biorremediacién y aumentan la tolerancia
de plantas al estrés bidtico y abidtico (Reid et al., 2021; Poria et al., 2022). La aplicacion de
bioinoculantes basados en BPCV se ha enfocado al aumento del crecimiento, desarrollo y
rendimiento de los cultivos, y a su vez, para desintoxicar suelos con metales como mercurio (Hg),
plomo (Pb), cobre (Cu), cadmio (Cd), cromo (Cr), niquel (Ni), Fe, asimismo, degradar herbicidas,
insecticidas y fungicidas (Ahemad y Kibret, 2014) (Cuadro 3). El uso de las BPCV es una
estrategia para que las plantas aprovechen los nutrientes del suelo, el agua y produzcan reguladores

de crecimiento (auxinas, citoquininas y giberelinas) (Shaikh et al., 2022).
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Cuadro 3. Uso de BPCV para la desintoxicacion de suelos contaminados.

Microorganismos Plantas Contaminantes Referencias
Bacillus thurigiensis, Panicum aquaticum Poir.  Petroleo Viesser et al., 2020
Bacillus pumilus y

Rhodococcus hoagii

Bacillus cereus y Sorghum vulgare Aceite  residual Balderas-Leon et al.,
Burkholderia cepacia automotriz 2015
Paenibacillus sp. 1ITISMO08, Helianthus annuus Endosulfan Rani et al., 2019

Bacillus sp. PRB77 'y
Bacillus sp. PRB101

Serratia marcescens C11S1, Clitoria ternatea Petroleo Alarcon et al., 2019
Citrobacter freundii C4S3, ) )
Serratia marcescens C7S3, intemperizado

Raoultella  ornithinolytica
C5S3, Stenotrophomonas
pavanii C5S3F,
Stenotrophomonas
maltophilia C10S1

Bacillus amyloliquefaciens Zea mays y Fagopyrum Arsénico (As), Pb, Okoroafor et al., 2022
FZB42 esculentum cobalto (Co), Cuy
germanio (Ge)

Rhizobium meliloti Medicago sativa L. HAP Teng etal., 2011

Microbacterium foliorum Melastoma As Alka et al., 2022
malabathricum

Pseudomonas  fluorescens Festuca elata Fenantreno y Lietal, 2021
(Ps2-6) pireno

Por otro lado, hay factores bidticos y abioticos pueden modificar la actividad, eficacia y
supervivencia de las BPCV aplicadas en el suelo. Ejemplo de los factores abiticos son: tipo de
suelo, disponibilidad de agua, pH, temperatura, productos agroquimicos o fitosanitarios. Efectos

de los factores bioticos son: la competencia entre las especies bacterianas nativas y las especies
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introducidas, la fase de crecimiento y la variedad vegetal. No obstante, el aplicar BPCV éstas
pueden no estar adaptadas a las condiciones del suelo, por consecuencia no pueden competir con
microorganismos nativos (Ruiz y Salas Sanjuan, 2022); sin embargo, las BPCV que se encuentran
en suelos contaminados y que han sobrevivido, son microorganismos tolerantes que pueden ser
eficientes en procesos de descontaminacion de suelos (Prathap y Ranjitha Kumari, 2015). Se
estima que aproximadamente del 2-5 % de las rizobacterias que se reintroduce en el suelo esta
integrado por microorganismos competitivos que tienen un efecto benéfico sobre el crecimiento y

el desarrollo vegetal (Ogata-Gutiérrez y Zufiiga-Davila, 2020).

2.9 Bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida libre

El nitrogeno (N) es uno de los elementos esenciales para las plantas, es base para formar acidos
nucleicos (ADN, ARN), proteinas, lipidos de membrana, adenosin trifosfato (ATP), nicotinamida
adenina dinucle6tido (NADH), nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), pigmentos
fotosintéticos, siendo bases fundamentales para las células. La atmdsfera es la fuente primordial
de N2, la que esta constituida por 79 % de N en forma de gas, y paraddjicamente no esté disponible
para la mayor parte de los seres vivos, debido a la triple ligadura entre los dos &tomos de N en su
forma gaseosa. El suelo es otra fuente de N, encontrandose en forma de amonio (NH.) y en nitrato
(NO:s), esta ultima forma, esta disponible después que los microorganismos del suelo realicen un
proceso de transformacién de compuestos nitrogenados (amonificacion y nitrificacion), de esta
manera, estan facilmente disponibles para los organismos (Ferrera-Cerrato et al., 2016; Wolna-

Maruwka y Niewiadomska, 2021).

Ciertos microorganismos son capaces de hacer el N atmosférico disponible para las plantas y a

partir de esto, hacerlo accesible para los organismos vivientes. Este proceso de conversion de N2
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a NHs es conocido como fijacion biologica de N atmosférico, el cual es llevado a cabo por un
reducido grupo de procariontes (bacterias, algunas cianobacterias, y actinomicetos). Esta reaccion
se lleva a cabo mediante un complejo enzimatico denominado nitrogensa y se puede realizar de
dos maneras: la primera de forma simbiotica, donde los procariontes realizan simbiosis con plantas
(principalmente). La otra forma es sin realizar simbiosis estricta con algin otro organismo, es

decir, la fijacion de N atmosférico de vida libre (Ferrera-Cerrato et al., 2016).

La fijacion bioldgica de N atmosférico por microorganismos diazotroficos, activan genes nif
para fijar este elemento, y estan relacionados con la biosintesis de dos metaloproteinas, FeMo-
proteina (dinitrogenasa) y Fe-proteina (dinitrogenasa reductasa), ademas, la donacién de
electrones y genes reguladores bésicos para el funcionamiento de la enzima nitrogenasa. En el
proceso de fijacion de N atmosférico (Souza et al., 2015; Ahmad et al., 2018; Hakim et al., 2021),
se han registrado géneros de microorganismos fijadores de N de vida libre como Azotobacter,

Bacillus, Azospirillum, Beijerickia, Burkholderia y Clostridium (Lawal et al., 2021).

Como se ha mencionado, el derrame de hidrocarburos en los suelos ocasiona alteraciones en las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del mismo, estas alteraciones afectan directamente a las
poblaciones microbianas que son participes claves en los ciclos biogeoquimicos del suelo, el
reciclaje de nutrientes y en la fertilidad del mismo, y destacan las bacterias fijadoras de nitrégeno
atmosfeérico de vida libre (Vazquez-Luna et al., 2011; Baranu y Lawrence, 2022). Por lo anterior,
se ha propuesto recuperar suelos contaminados por hidrocarburos mediante la fitorremediacién

incluyendo poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico de vida libre (Foght, 2017).

La aplicacion de bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida libre, pueden usar el

petréleo crudo como fuente de carbono y energia (Paenibacillus lautus, Brevibacillus agri,
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Bacillus sp. y Paenibacillus polymyxa), registran una degradacion de petréleo crudo del 94.1 al 97
%, después de 21 dias de incubacidn. Las bacterias tuvieron la capacidad de tomar n-hexadecano,
diésel, n-dodecano, queroseno y petréleo crudo, pero ninguno de los organismos podia utilizar

fenol (Omotayo et al., 2013).

Por otro lado, Pérez Vargas et al. (2017) han aislado y seleccionado dos bacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico de vida libre, nativas de sitios contaminados por derrames de petréleo con
un contenido de hidrocarburos de 120,000 ppm. Estas bacterias ademas de ser nativas, degradan
hidrocarburos y fijan nitrégeno. También son productoras de biosurfactantes y después de 16
meses de bioaumentacion, mostraron 80 % de remocion de hidrocarburos. Estos resultados
respaldan la literatura que menciona que la biorremediacion de suelos contaminados por

bioaumentacion es més efectiva cuando se utilizan microorganismos nativos del sitio.

2.10 Hongos micorrizicos arbusculares en la biorremediacion de suelos contaminados

con hidrocarburos

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos importantes de la rizosfera
que participan en procesos ecoldgicos y microbioldgicos. Tienen una asociacion simbiética
mutualista con el sistema radical de mas del 80 % las plantas vasculares terrestres, lo cual
incrementa su nutricion (fésforo, nitrégeno), mayor absorcién de agua, la resistencia hacia
fitopatogenos, resistencia a la sequia, a la salinidad, tolerancia a la contaminacion por metales de
transicion y a elementos radioactivos. La planta proporciona a los HMA, fuentes de carbono para
satisfacer sus requerimientos metabolicos y para completar su ciclo de vida (Egerton-Warburton

et al., 2005; Garg y Chandel, 2010; Schmidt et al., 2011).

19



Los micobiontes que forman micorrizas arbusculares pertenecen al Phylum Glomeromycota
(Smith y Read, 2008; Begum et al., 2019), forman estructuras llamadas hifas, originarias de
esporas que germinan del suelo y entran en contacto con las células epidérmicas de las raices
mediante una estructura aplanada llamada “hifopodio”, que penetran las capas externas de las
celulas radicales cuya colonizacion resulta en hifas intracelulares ramificadas en las células
corticales que se denominan arbdsculos (Figura 2). Las hifas intracelulares y los arbdsculos estan
siempre separadas del citoplasma de las células vegetales por una interfaz apoplasica rodeada por
una membrana periférica, una extension especializada de la membrana plasmatica de hospedante.
La interfase periarbuscular es el sitio principal de intercambio de nutrientes entre ambos

simbiontes (Genre et al., 2020).
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Figura 2. Colonizacion radical por hongos micorrizicos arbusculares (Pandey et al., 2019).
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Los HMA incrementan la nutricion y el crecimiento de las plantas y su tolerancia al estrés
(Cheng et al., 2020). Por lo anterior, el uso de HMA puede coadyudar para satisfacer las
necesidades de la sociedad en la produccion de alimentos, en la calidad ambiental y en los servicios
ecosistémicos, en este ultimo aspecto, la participacion de los HMA en la salud del suelo, en el
mantenimiento de la fertilidad y salud del suelo son fundamentales (Begum et al., 2019;
Giovannini et al., 2020; Kuila y Ghosh, 2022). Ademas, los HMA no solo se relacionan con las
raices de las plantas sino también con los microorganismos del suelo por su actividad sinérgica
con diferentes poblaciones de bacterianas (bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida
libre, solubilizadoras de P, productoras de IAA, productoras de sider6foros) que interacttian en la
micorrizosfera que estan rigurosamente asociados con las esporas y el micelio extraradical (Iffis
et al., 2016; Giovannini et al., 2020) (Figura 3). Por ello, cualquier evento que altere la simbiosis
micorrizica tendrd un impacto negativo en la vegetacion, en su composicion, distribucion y en los
servicios ecosistémicos que genera, ademas, en la estructura y en la calidad del suelo (Silvia-Flores

etal., 2021).

Los beneficios que genera la simbiosis micorrizica en las plantas estan claros y reportados, por
lo anterior, los HMA también son usados como una herramienta bioldgica en la fitorremediacion
de suelos contaminados (Abd_Allah et al., 2015) al incrementar la adaptacion, desarrollo,
crecimiento de las plantas, mejorar la resistencia al estrés ambiental, la nutricion de la planta y la
proliferacion de los grupos microbianos en la micorriozosfera que degradan los contaminantes del
suelo (Gong y Tian, 2019; Rahayu, 2020). A su vez, su eficiencia esta determinada por la especie
y origen del HMA, las plantas, el tipo y concentracion del contaminante; sin embargo, se necesita

comprender los mecanismos de los HMA ante contaminantes organicos (Chibuike, 2013).
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Figura 3. Representacion de los impactos de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y las bacterias
beneficiosas sobre el rendimiento de las plantas y la fertilidad del suelo. A la izquierda: una representacion
visual del ciclo de vida de la HMA y los factores que afectan las diferentes etapas de desarrollo de la HMA;
a la derecha: bacterias auxiliares de micorrizas (HM) y bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV) que interacttan sinérgicamente con la HMA. (Giovannini et al., 2020).

La actividad metabolica y la degradacién por los HMA de los HP durante la fitorremediacion
de suelos contaminados no esta del todo claro, pero se considera que estos hongos pueden estimular
la actividad metabolica del suelo al liberar nutrientes en la micorrizosfera (Iffis et al., 2016). Los
HMA pueden estabilizar hidrocarburos en sus tejidos fungicos en el micelio, y asi disminuir el
paso de los hidrocarburos hacia los tejidos vegetales (Korade y Fulekar, 2009; Li et al., 2021). Los
HMA tienen poca capacidad de ser organismos saprofiticos por lo que la degradacion de los
hidrocarburos no es mediante catabolismo, y se asume que esta actividad degradativaa se lleva a

cabo en el suelo por microorganismos que producen peroxidasas extracelulares que son
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estimulados por la micorrizosfera (Gaspar et al., 2002; Mathur et al., 2007; Joner y Leyval, 2009).
Gao et al. (2011) reportan una degradacion de fenantreno y pireno de 98.6% y 88.1 %,
respectivamente, en suelos sembrados con alfalfa micorrizada después de 70 dias, ademas,
indicaron que las raices inoculadas con HMA almacenaron mas fenantreno que en el brote del

alfalfa en comparacion con las plantas no micorrizadas.

Por otra parte, en trabajos bajo condiciones in vitro, se registré que dos cepas de HMA,
Rhizophagus irregularis MUCL 41833 y Gigaspora sp. MUCL 52331 mostraron respuestas
difererenciales en la produccion de biomasa miceliar ante concentraciones crecientes de diesel (1,
2,y 5 %), observando que R. irregularis MUCL 41833 se vio altamente afectado en comparacion
con Gigaspora sp. En los ecosistemas las redes micorrizicas son esenciales, pues son el resultado
de la interconexion de hifas mediante un mecanismo llamado anastomosis, que permite la curacion
de hifas ante dafios fisicos (HHM por sus siglas en inglés Hyphal Healing Mechanism), y que

permite a los hongos mantener la integridad micelial (Garcés-Ruiz et al., 2021).

2.11 Técnicas de remediaciéon de suelos contaminados

Las metodologias para la recuperacion del suelo se pueden clasificar en fisicas, quimicas y
bioldgicas. Los métodos fisicos se basan en la aplicacion de tratamientos térmicos, lavados de
suelos, solidificacidn, vitrificacion, estabilizacion, desorcidn térmica, incineracion y extraccién de
vapor para degradar los contaminantes; por otro lado, en los métodos quimicos se aplican agentes
oxidantes o reductores, y tratamientos electroquimicos, estos métodos son mas rapidos, pero
pueden alterar las propiedades del suelo; en contraste, los métodos biologicos consisten en la
aplicacion de microorganismos presentes en las raices de las plantas y del suelo para

desintoxicarlo. Los métodos bioldgicos son mas lentos y no alteran las propiedades del suelo como
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ocurre con los métodos fisicos y quimicos. Otra manera de clasificar las metodologias de
remediacion se basan en el sitio donde se lleva a cabo la remediacién, in situ y ex situ. Los métodos
in situ (lugar original la contaminacion) no alteran el ambiente, y en los métodos ex situ (fuera del
lugar de la contaminacion) el suelo contaminado se escarba y se lleva al lugar de tratamiento para
su desintoxicacion (Tang y Law, 2019; Sophia y Shetty Kodialbail, 2020; Pande et al., 2020;

Ambaye et al., 2022).

Los métodos fisicos y quimicos generan la dispersion del contaminante, siendo incapaces de
removerlos de manera efectiva, y son alternativas de costo excesivo, lo que puede causar dafos al
ambiente e impedir la recuperacion de ciertos habitats. Por lo cual, se realizan esfuerzos enfocados
hacia el uso de biotecnologias aplicando organismos con capacidades metabolicas para degradar
contaminantes, y que sean amigables con el ambiente y econdmicos como es el uso de la

biorremediacion (Mendoza-Avalos y Guerrero-Padilla, 2015).

2.11.1. Biorremediacion

La biorremediacion (biodegradacion) es una biotecnologia que se basa en el uso de
microorganismos (bacterias, hongos o algas) que utilizan y degradan contaminantes para satisfacer
sus requerimientos nutricionales y energéticos, hasta llegar a concentraciones minimas de riesgo
establecidas por normas ambientales. Esta técnica es sencilla de implementar, amigable con el
ambiente, adaptable en grandes areas, ademas de ser rentable y que conduce a la eliminacion
completa de diferentes contaminantes (Gouma et al., 2014; Pérez et al., 2015; Koshlaf y Ball,
2017; Torri et al., 2018). La base de la biorremediacién es la habilidad de los organismos vivos
(microorganismos o plantas) para desintoxicar en forma natural ciertos contaminantes (Garzén et

al., 2017). La biorremediacion de los contaminantes del suelo se basa en reacciones quimicas cuya
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degradacion total resulta en la produccion de dioxido de carbono o metano, agua y biomasa, pero
si se trata de una degradacion parcial, estos compuestos pueden ser metabolizados usualmente, en
compuestos menos toxicos (Ajona y Vasanthi, 2021; Dong et al., 2021). Para tener un proceso de
biodegradacion éptimo se requiere de diferentes factores indispensables que se describen en el

Cuadro 4 (Speight, 2017).

Cuadro 4. Pardmetros esenciales para que se lleve a cabo la biorremediacion (Speight, 2017).

Factor Condiciones ¢ptimas

Poblacion microbiana  Tipos de organismos adecuados que pueden biodegradar todos los
contaminantes.

Oxigeno Suficiente para soportar la biodegradacion aerdbica (aproximadamente

2% de oxigeno en la fase gaseosa 0 0.4 mg/L en el agua del suelo).

Agua La humedad del suelo debe ser del 50% al 70% de la capacidad de

retencion de agua del suelo.

Nutrientes Nitrégeno, fosforo, azufre y otros nutrientes para apoyar el buen

crecimiento microbiano.

Temperatura Temperaturas apropiadas para el crecimiento microbiano (10- 35 °C)

pH Rango 6ptimo: 6.5a 7.5.

2.11.2. Fitorremediacion

La palabra fitorremediacion se compone del término griego phyto (planta) y del término latino

remedium (cura del mal) (Raskin et al., 1994). La fitorremediacion usa especies vegetales para
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recuperar suelo y agua, ademas, las plantas pueden acumular en sus 6rganos, los contaminantes y

los eliminan de su entorno (Surriya et al., 2015).

La fitorremediacién es un proceso lento, se requiere de plantas con un sistema radical
abundante, con réapido crecimiento y que toleren los contaminantes. La raiz es un 6rgano principal
para la estabilizacion, adaptacion, salud y nutricion de las plantas debido a caracteristicas
fenotipicas. La microbiota de la rizosfera puede incrementar el éxito de la fitorremediacion, en
particular bacterias y HMA que son componentes claves que contribuyen a la recuperacion de

hébitats degradados (Steliga y Kluk, 2020).

La fitorremediacion es una técnica econdmica y respetuosa con el ambiente para remediar los
contaminantes organicos e inorganicos del suelo, cuyos mecanismos e interacciones microbianas
con las plantas mejoran las condiciones del suelo. Para eliminar contaminantes se tienen presentes
diferentes caracteristicas bioldgicamente activas. La principal desventaja de esta técnica es, la baja
sobrevivencia de las plantas ante los contaminantes, las plantas que son tolerantes a los
contaminantes, generalmente producen menor biomasa sin favorece la remediacion (Hernandez

Valencia et al., 2017; Rani et al., 2019; Daryabeigi Zand y Hoveidi, 2018).

Los suelos agricolas contaminados no son adecuados para la produccién, por lo que se necesita
implementar técnicas que recuperen estos suelos; asi, la fitorremediacion ha sido aceptada en
muchos paises para rehabilitar suelos y generar beneficios indirectos (mejora de la calidad del
sustrato, paisaje estéticamente agradable y secuestro de carbono); esta técnica incluye diversos
contaminantes inorganicos (metales pesados, metaloides), organicos (agroquimicos, compuestos
organicos persistentes) y elementos radioactivos. Se ha propuesto que a partir de la recuperacion

de suelos contaminados se genere cultivos energéticos, por los cuales se obtene una produccion de

26



bioenergia que a la par, se puede obtener sostenibilidad econdémica, social y ambiental (Pandey et
al., 2016). La fitorremediacion utiliza las plantas y su microbiota rizosférica para remover, retener,
reducir, transformar, mineralizar, degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes presentes en el
ecosistema, a base de diversos mecanismos como fitoextraccion, fitoestabilizacion,
fitovolatilizacién, fitodegradacion y rizodegradacion (Figura 4) (Delgadillo-L6pez et al., 2011;

Hassan et al., 2018).

2.11.3. Fitoextraccion

El proceso de eliminacién y extraccion de elementos toxicos (metales pesados) y contaminantes
organicos presentes en el suelo es favorecido por las plantas cuyas raices los absorben o los
acumulan en partes cosechables, a lo cual se le llama fitoextraccion (Chan-Quijano et al., 2015;
Sabir et al., 2015; Zouboulis et al., 2018). La parte aérea de la planta puede ser cosechada o
recolectada y ser procesada de manera segura para eliminar y reciclar metales; al respecto, existen
plantas hiperacumuladoras capaces de tolerar concentraciones elevadas de contaminantes de hasta
100 mg kg? de Cd, 1,000 mg kg de As, cobalto (Co), Cu, Pb o Ni o > 10,000 mg kg™ de

manganeso (Mn) y zinc (Zn) (Ibrahim et al., 2015; Sabir et al., 2015).

2.11.4. Fitoestabilizacion

Las plantas tienen la capacidad de estabilizar y reducir el riesgo al restringir la movilidad de los
contaminantes y su biodisponibilidad en el suelo a través de la erosion, lixiviacion del agua v el
viento (Sabir et al., 2015; Surriya et al., 2015; Ossai et al., 2019). La estabilizacion se realiza
mediante la absorcion de contaminantes por un denso sistema de raiz, ejerciendo un control
hidraulico en el area contaminada que succiona la humedad de los suelos, debido a las altas tasas

de evapotranspiracion (Nufiez Lopez et al., 2004; Rostami y Azhdarpoor, 2019). Esta técnica no
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elimina los contaminantes, solo los estabilizan y no los deja disponibles para el ambiente, la vida

silvestre, el ganado y la salud humana (Jan et al., 2015).
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Figura 4. Los principales procesos naturales subyacentes a la fitorremediacién (Mahjoub, 2013).
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2.11.5. Fitovolatilizacién

La fitovolatilizacion es un mecanismo que utilizan las plantas para absorber contaminantes
organicos y algunos metales pesados del suelo a través de sus raices modificandolos a compuestos
volatiles menos toxicos; en este caso; los compuestos se transportan a las hojas y finalmente, por
el proceso de transpiracion de las plantas por medio de las hojas son liberados a la atmosfera. El
proceso de transpiracion involucra la evaporacion de los vapores de agua de la superficie de las
hojas a través de los, estomas hacia la atmosfera. La principal desventaja de esta técnica es la de
eliminar los contaminantes del suelo, y los libera a la atmosfera y estos compuestos volatiles
pueden contaminar el aire y llegar al suelo por precipitacion. Por lo anterior, se requiere evaluar
los riesgos, por lo que esta técnica se caracteriza como controvertida (Muthusaravanan et al., 2019;

Yan et al., 2020; Wang et al., 2021).

2.11.6. Fitodegradacion

Es este proceso las plantas son capaces de absorber, metabolizar y degradar los contaminantes
directamente por contacto de las raices del suelo, sedimento o agua, adquiriendo los contaminantes
organicos en sus tejidos y transformandolos o mineralizandolos al generar enzimas como
dehalogenasa, reductasa, oxigenasa, nitroreductasa, peroxidasa, lacasa y nitrilasa. Los
contaminantes son degradados a moléculas mas simples (CO2 y H20), menos tdxicos y mas
estables, que pueden ser tomados por la planta para su nutricion, o en caso distinto, éstos pueden
ser biotransformados (Lopez-Martinez et al., 2005; Chauhan et al., 2015; Lenoir et al., 2016;
Mokea-Niaty et al., 2018; Zouboulis et al., 2018). La degradacion completa de los contaminantes
organicos en las células vegetales ocasionalmente se realiza para la sintesis de aminoacidos e

incorporarlos en compuestos vegetales (Spaczynski et al, 2012).
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2.11.7. Rizofiltracion

Es unatécnica que usan las raices de las plantas (acuéticas y terrestres) para absorber, concentrar
y precipitar contaminantes del agua superficial, subterrnea y residuales (Nanda et al., 2022). Las
plantas absorben, concentran y precipitan los contaminantes por sus raices y los brotes que acttan
como un filtro (Jan et al., 2015; Sharma et al., 2020). Esta técnica se implementa en sitios con
concentraciones bajas de contaminantes, pero en gran superficie de agua (Ossai et al., 2019). Las
plantas usadas para este método son aquellas que producen biomasa radical extensa para abarcar

mayor area del sitio alterado (Kazemalilou et al., 2020).

Es una técnica para la descontaminacion de agua subterrdnea que se encuentra contaminada por
metales pesados, y las plantas como Eichhornia crassipes, Lemna minor, Nicotiana tabacum,
Helianthus annuus, Spinacia oleracea y Brassica juncea, se han aplicado en esta técnica

(Srivastava et al., 2021).

2.12 Helianthus annuus L.

El girasol (Helianthus annuus) es una planta que pertenece a la familia Asteraceae; en griego
Helios significa sol y annus significa flor, recibiendo este nombre debido a que estas flores siguen
la posicion del sol durante el dia; este género Helianthus lo conforman 67 especies (Khan et al.,
2016). El girasol es una planta que se caracteriza por tener una gran inflorecencia de hasta 30 cm
de diametro con grandes semillas y puede alcanzar hasta 3 m de altura (Alaboudi et al., 2018). El
girasol presenta un tallo aspero, peludo, ancho, toscamente dentado, hojas asperas y en su mayoria
alternas. El girasol tiene flores compuestas con un anillo de flores radiales estériles exteriores con
ligulas de colores brillantes adheridas y percibidas como "pétalos”. La inflorecencia del girasol lo

conforman muchas flores individuales que maduran en semillas sobre un receptaculo, pueden
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llegar a ser hasta tres mil pequefias de disco tubular fértil, los ovarios en la base de las flores del
disco se convierten en fruto llamadas cypsela antes llamados aquenio y con un pericarpio adherido
denominado cascara que se denomina semillas, mientras que la semilla descascarada se conoce
coloquialmente como grano (Carter y Heiser, 1978; Fernandez-Luquefio et al., 2014; Marek,

2019).

Helianthus annuus es originaria del continente americano, tiene un amplio rango geogréfico, se
distribuye desde el norte y el sur de Canadd, y se extiende por el Cinturén Volcanico
Transmexicano en el centro de México (Lentz et al., 2008; Hibner et al., 2022). Crece desde el
nivel del mar hasta los 2,500 m y se encuentra en areas con lluvias bajas y moderadas (Carter y
Heiser, 1978). El girasol fue domesticado hace aproximadamente 4,000 afios por los nativos
americanos en el centro de Estados Unidos (Mandel et al., 2011), y fue cultivado desde el este de
América del Norte hasta el sur de México, no fue un cultivo basico para su dieta, como lo fue el
maiz, la calabaza (Cucurbita maxima Duchesne) y el frijol (Phaseolus acutifolius A. Gray) (Seiler
et al., 2017). Ademas, H. annuus tiene caracteristicas agrondmicas favorables, ya que crece en
diferentes tipos de suelo y clima, tolera altas y bajas temperaturas, y genera abundante biomasa

(AL-Jobori y Kadhim, 2019).

La semilla de girasol se posiciona entre las primeras cinco semillas mas importantes de especies
oleaginosas en el mundo después del maiz (Ahmed et al., 2022). En México la produccion de este
cultivo para el 2018 fue de 9,263 t con una superficie cosechada de 6,629 t ha y con rendimiento
promedio de 1.39 t ha'?, los estados con mayor produccion fueron Sonora, Zacatecas, Guanajuato,
Jalisco y el Estado de México (Arenas-Julio et al., 2020). La semilla es una fuente de aceite vegetal,
con grasas monoinsaturadas (&cido oleico) y poli-insaturadas (acido linoleico) y vitaminas

esenciales (A, B y E). El girasol también es fuente de harina por su abundante biomasa, y rico en
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aminoacidos esenciales como leucina, valina e isoleucina, entre otros, que fomentan el crecimiento
y desarrollo muscular, y es incorporada en dietas de ganado bovino y en aves de corral (Zehra et
al., 2019). Ademas, se usa como ingrediente para elaborar jabon, cera, barniz y lubricantes (Soares

etal., 2021).

El girasol genera gran biomasa al tener un crecimiento acelerado, cuenta con un gran sistema
radical y es una planta apta para acumular una extensa variedad de contaminantes por lo que es
considerada como un cultivo ambiental por su potencial en el ambito de fitorremediacién (Martins
et al., 2014; Hassan et al., 2018; AL-Jobori y Kadhim, 2019). Ademas, el girasol es una planta
ornamental al proveer un panorama agradable en sitios que estan en proceso de remediacion de
suelos contaminados, y evita el movimiento del contaminante o sus metabolitos hacia la cadena
tréfica; por lo anterior, la seleccion de las especies vegetales para la remediacion de suelos

contaminados tiene gran valor (Cai et al., 2010).

El girasol es una planta conocida como hiperacumuladora por absorber, estabilizar, acumular y
tolerar diferentes concentraciones de metales como Pb, Cd, Zn, Cu, Fe, Ni, As y cromo trivalente
[Cr(1ID)] y hexavalente [Cr(VID)] (Chauhan et al., 2020; Soares et al., 2021); asi, por su alta
capacidad radical, puede extraer del suelo del 10 al 25% de los metales (Garcia Avila et al., 2018).
Ademas, se ha utilizado en la recuperacion de suelos con contaminantes organicos volatiles (BTX)
como benceno, tolueno, xileno, asi como con hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) (de

Almeida et al., 2018).
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I11.OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1.0Dbjetivo general

Evaluar la capacidad fitorremediadora de Helianthus annuus de un suelo contaminado con
un hidrocarburo de petréleo (gasolina), asistida con bacterias y hongos promotores del

crecimiento vegetal.

3.2.0Dbjetivos particulares

Evaluar la germinacion y emergencia de plantulas de H. annuus en suelo contaminado con
diferentes concentraciones de gasolina.

Determinar la capacidad de la fitorremediacion de Helianthus annuus, asistida con
microorganismos benéficos, crecidos en un suelo artificialmente contaminado con

hidrocarburos de petréleo (gasolina).

3.3.Hipotesis general

Helianthus annuus tiene la capacidad fitorremediar un suelo contaminado con un
hidrocarburo de petréleo (gasolina), asistida con bacterias y hongos promotores del

crecimiento vegetal (PCV).

3.4.Hipotesis particulares

La germinacion y el crecimiento de Helianthus annuus seran limitados ante un suelo

contaminado por hidrocarburos de petréleo (gasolina).
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e Helianthus annuus serd una especie fitorremediadora asistida con microorganismos
benéficos, establecidos en un suelo artificialmente contaminado con hidrocarburos de

petréleo (gasolina).
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IV.MATERIALES Y METODOS

4.1. Fase 1. Germinacion y crecimiento del girasol (Helianthus annuus L.) en suelo
contaminado con un hidrocarburo de petrdleo (gasolina) en diferentes

concentraciones

El suelo se recolectd de la comunidad de Palmarito Tochapan, Puebla, México (18°53°00""N,
97°39°11"W), a 30 cm de profundidad. Esta comunidad se encuentra en la zona conocida como
el “triangulo rojo”, zona del trayecto del gasoducto México-Minatitlan, donde se ha reportado robo
de combustible, por lo que este sitio se encuentra vulnerable a la contaminacion del suelo por

gasolina debido al “huachicoleo” (Peschard Mariscal et al., 2021).

El suelo se seco al aire libre a temperatura ambiente y se tamiz6 con malla de 2 mm para
eliminar grava (Daryabeigi Zand et al., 2018). Posteriormente, se le realizé un anélisis fisico y
quimico, en el Laboratorio de Génesis de Suelos del Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo, y se determiné el pH de 7.4, la densidad aparente de 1.62 g cm?, el contenido de
materia organica (1.80 %), la textura fue Franca (42.6 % limo, 39.9 % arena y 17.5 % arcilla). La
capacidad de intercambio cationico (CIC) fue de 13.7 Cmol(+)kg™, P disponible de 79.8 mg kg
(método de Bray), y N total de 0.042 %. De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000, es un suelo
ligeramente alcalino, no volcanico, muy rico en P, CIC baja, muy bajo en K, y muy alto en Mg
4.61 Cmol(+)kg™ y Ca 1.12 Cmol(+)kg™, con alto contenido en carbonato de calcio (CaCQOgz, 15.7

%); y se clasifica como un suelo salino con conductividad eléctrica de 5.12 dSm™.

Para los experimentos de invernadero, se utilizaron semillas de girasol variedad Victoria

(donadas por el Dr. José Alberto Salvador Escalante-Estrada, profesor investigador del Colegio de
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Postgraduados), la cual presenta una madurez fisioldgica de 121 dias, y un rendimiento de grano

de 1.49 t ha! (Escalante-Estrada et al., 2015).
Establecimiento del bioensayo

En 5 kg de suelo se aplico el hidrocarburo (gasolina Magna comercial) en las concentraciones
de 200, 400, 800, 1,600, 2,400 y 3,200 mg kg™, y un tratamiento control. La gasolina se incorpor6
disuelta en 150 mL de hexano (pureza de 98.5 %, Karal®, 0.001 % de residuo después de la
evaporacion) para facilitar su homogenizacion en el suelo (Alarcén et al., 2008). De acuerdo con
las concentraciones respectivas, el hidrocarburo se mezclé de manera manual durante 5 min con
una pala de acero (Truper®) para homogenizar el contaminante con el suelo. Por cada tratamiento
se tuvieron 5 unidades experimentales (UE), cada UE consistio de un contenedor de vidrio de 960

mL de capacidad.

En cada UE se sembraron 10 semillas de girasol y al emerger las plantulas, se rale6 a 8 plantas
por cada UE. Las plantas se regaron con agua potable de acuerdo con los requerimientos

necesarios, y se mantuvieron por 20 dias en condiciones de invernadero.
Evaluacion de variables de crecimiento

El porcentaje de germinacion (PG) se calculé con la férmula: PG = [(NUmero de semillas
germinadas) / (Numero de semillas sembradas)] x 100 (Caroca et al., 2016). El bioensayo tuvo
una duracion de 20 dias, transcurridos los 20 dias, se realiz6 la cosecha de las 5 UE que contenian
8 plantas de los 7 tratamientos, de cada planta se midio la altura (cm) y la longitud radical (cm)
con una regla midiendo desde la base del tallo hasta la raiz mas larga de cada planta. La biomasa

seca total se determind secando las plantas completas en una bolsa de papel debidamente
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etiquetadas, a 70 °C durante 72 h, posteriormente se pesaron en balanza analitica registrando su

peso en gramos (g).
Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento consistio de 7 tratamientos con 5 repeticiones cada uno, distribuidos en un
disefio experimental completamente al azar. El analisis estadistico de los datos obtenidos de cada
una de las variables (altura, longitud radical y biomasa seca total), se realizd mediante analisis de
varianza, y prueba de comparacion medias (LSD, o = 0.05), con el programa estadistico SAS

(Statistical Analysis System 9.0).

4.2. Fase 2. Caracterizacion e identificacién de bacterias nativas aisladas de un suelo

contaminado con gasolina con potencial para la promocion del crecimiento vegetal
Aislamiento de bacterias nativas

A partir de la fase experimental anterior, se pesaron 10 g de suelo de las concentraciones 200,
2,400y 3,200 mg kg y del suelo control. En seguida, se colocaron individualmente en 90 mL de
agua destilada estéril siendo la dilucion 107, y se agitaron vigorosamente por 10 min.
Posteriormente, de cada suspension preparada, con una pipeta estéril se transfirio 1 mL de esta
dilucion a tubos de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril (dilucion ), los tubos de ensayo se
agitaron vigorosamente. A partir de esta dilucion se continuaron realizando diluciones decimales
103, 10, 10° y 10, para cuantificar las unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias

fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida libre crecidas en medio Rennie (1981).

En el centro de cada una de las placas de Petri, se agrego una alicuota de 0.1 mL de sus

respectivas diluciones obtenidas, y se disperso con varilla de vidrio en forma de “L” por toda la
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superficie del agar; en seguida, las placas fueron invertidas e incubadas a 28 °C (SL SHEL LAB,

100-120 VAC) durante 72 h hasta observar y cuantificar las UFC.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las UFC se analizaron mediante andlisis de varianza, y prueba de
comparacion medias (LSD, a = 0.05), con el programa estadistico SAS (Statistical Analysis

System 9.0).

Caracterizacion fenotipica de las colonias seleccionadas

La caracterizacion macroscépica se realiz6 describiendo las caracteristicas de cada cepa como
forma, superficie, color, textura y bordes. Ademas, las caracterizaciones microscépicas se
realizaron empleando tincién de Gram, y con observaciones en microscopio 6ptico, siguiendo la

descripcion de Ramirez-Gama et al. (2021).

Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas

Cada una de las pruebas se realizd6 de manera cualitativa para cada una de las cepas
seleccionadas, como a continuacion se describe. La produccion de &cido indolacético (AlA)
(indoles totales) se realiz6 con el método modificado por Brick et al. (1991). Las cepas fueron
sembradas en medio Luria-Bertani, a 28°C por 72 h. Después se afiadié 1 mL de la solucion
Salkowski (2 % p/v con FeCls 0.5 M disuelto en acido perclorico al 35 %). Las cepas fueron
incubadas en oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente. El cambio de color amarillo a

rosado denotd la actividad positiva en la produccion de AlA por cada cepa bacteriana.

El potencial de fijacion biologica de nitrogeno atmosférico (FBN) se realizd mediante el medio

semisolido de malato libre de nitrégeno (NFb) en tubos de ensayo, en el que se sembré una asada
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correspondiente a cada cepa bacteriana, incubados a 28 °C por 168 h. ElI cambio de color verde
esmeralda a azul, se consideré como actividad positiva a la FBN para cada colonia bacteriana

(Almaraz-Suarez et al., 2020).

Para la prueba de produccion de sideréforos, se colocd una carga bacteriana, de cada cepa, en
placas de Petri con medio especifico medio cromo-azurol S (CAS) agar (Schwyn y Neilands,
1987). Las placas se incubaron a 28 °C por 72 h, y se evalud la produccion de sider6foros al

detectar halos de color naranja alrededor del crecimiento bacteriano (Louden et al., 2011).

La solubilizacion de fosfatos se realizé en el medio Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) con fosfato
tricalcico (Ca3(POs4)2) como fuente de fosfato insoluble, en el cual se sembré la cepa
correspondiente y se incubo a 28 °C, la actividad positiva de solubilizacion de fosfatos se evaluo

a partir de la observacion de halos claros alrededor del crecimiento bacteriano.

Identificacién molecular de las cepas

Extraccion de ADN. Con las bacterias purificadas, se procedio a la extraccion de ADN de
acuerdo al método de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) al 2 % (Tris-HCI 100 mM pH
8.0; EDTA 2H20 mM; CTAB 2 %; NaCl 1.4 M) (Doyle et al., 1990) con ligeras modificaciones.
Los productos de ADN se verificaron por espectrofotometria, en un NanoDrop 2000 UV-Vis
(Thermo Scientific, EE.UU.), y solamente se emplearon muestras con valores de las relaciones
A260/A280 y A260/A230 de 1.8 a 2.0 6 ligeramente superiores a 2, para asegurar la integridad y
calidad de ADN. La amplificacion se realizo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) correspondiente a la subunidad pequefia 16S ADNr. La reaccion de PCR se llevo a cabo en

un termociclador C1000 Touch (BIO-RAD, EE.UU). Los productos de la PCR se limpiaron con
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la enzima ExXoSAP-IT (Affymetrix, EE.UU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La

secuenciacion se llevo a cabo en la empresa Psomagen (© Psomagen).

Identificacién por medio de Basic Local Alignment Search Tools (BLAST, por sus siglas en
inglés). Las secuencias de ambas hebras se ensamblaron y editaron con el software Geneious Prime
Alignment Editor v7.2.6 (Geneious, 2023). El ensamble de las secuencias se realizd utilizando
ambos fragmentos de cada muestra considerando aquellos que presenten una calidad aceptable en
sus electroferogramas, para asegurar que la identificacion resultante en su posterior BLAST en la
base de datos del GenBank fue mas precisa. Se cred una secuencia consenso para cada una de las
cepas, que se compararon con secuencias depositadas en la base de datos del BLAST del “National
Center for Biotechnology Information” (NCBI) con la opcion BLAST nucleotide 2.2.29 en

https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LOC=b

lasthome.

Analisis filogenético con inferencia bayesiana

Para el andlisis filogenético fue necesario descargar las “secuencias tipo” de la base de datos
del “List of Prokaryotic names” del “Leibniz Institute DSMZ”, que contiene las secuencias del gen
ARN ribosomal 16S de todas las especies de cada género reconocidas oficialmente por la
comunidad europea. El alineamiento de cada muestra, se realizé con las demas especies “tipo” de
su género para corroborar o corregir a nivel especie su identificacion del BLAST, y se analizaron
con mas detalle aquellas zonas en las que se tienen picos no bien definidos en su electroferograma
y se decidio con el alineamiento méas apropiado. Posteriormente, se volvidé a realizar el

alineamiento e identificacion. Una vez realizada la edicion de las secuencias y su correcta
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identificacion a nivel especie, las secuencias se prepararon para su deposito al GenBank y obtener

un nimero de acceso.

Las secuencias consenso se compilaron en un formato fasta. El alineamiento mdltiple de

secuencias “tipo” con la secuencia problema se efectu6 con la opcion MAFFT v7.475.

La reconstruccion filogenética se elabord6 mediante estadistica bayesiana con las muestras
utilizando el programa Mr. Bayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), que utiliza inferencia
bayesiana en filogenias, puede emplear distintos modelos de sustitucidn nucleotidica y genera un
archivo consenso del arbol bayesiano con las mejores probabilidades, con una desviacidn estandar
<0.01. Derivado de lo anterior, se generd un archivo de arboles para su visualizacion en formato

de imagen.

4.3. Fase 3. Fitorremediacion de un suelo agricola contaminado artificialmente con
gasolina utilizando Heliantus annuus y bacterias tolerantes a hidrocarburos

(gasolina)

Esta fase de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio e invernadero del Area de Microbiologia

de Suelos del posgrado de Edafologia del Colegio de Postgraduados campus Montecillo.

Recolecta del suelo

El suelo utilizado para este experimento fue recolectado en Palmarito, Puebla (18°53'00"'N
97°39'11'W), de manera manual con una pala, y considerando los primeros 30 cm de profundidad.
Se realiz6 analisis fisico y quimico, y se determino el pH (8.3), el contenido de materia organica
(1.93 %), la textura del suelo fue Franca Limosa (55.0 % limo, 37.2 % arena'y 7.9 % arcilla). La

capacidad de intercambio cationico (CIC) fue de 14.44 Cmol(+)kg™, P disponible 61.4 mg kg
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(método de Olsen), y N total de 0.077 %. De acuerdo con la NOM-021-RECNAT-2000, el suelo
es medianamente alcalino, no volcanico de clase medio en MO, alto en P, CIC alta, alto K de 1.16
Cmolkg?, bajo en Mg de 0.9 Cmol+)kg?, media en Ca de 6.24 Cmol)kg™?, con clase mediano
en carbonato de calcio (CaCOs, 4.13 %), y se clasifica como un suelo ligeramente salino con

conductividad eléctrica de 1.1 dSm™.

México posee una importante industria petrolera donde el transporte se realiza por oleoductos
a lo largo del pais (Arroyo et al., 2021), cuyo mal estado fisico, genera problemas en las
operaciones de mantenimiento y por tomas de productos petroliferos refinados (p. ej. gasolina).
Por esta Ultima actividad, ocurre méas del 80 % de los derrames de petréleo cerca de los oleoductos
causando efectos adversos a los ecosistemas y la salud humana (lturbe et al., 2007). Palmarito
Tochapan esta situada en el municipio de Quecholac (Puebla), que conforma el llamado triangulo
rojo, junto con los municipios de Tepeaca, Palmar de Bravo, Acatzingo y Tecamachalco, lo que

hace que esta zona sea suceptible a derrames accidentales del combustible (Badillo, 2017).
Establecimiento del experimento en invernadero

El suelo seco se tamizé en malla de 2 mm de apertura, y se contamind artificialmente con
gasolina. En 10 kg de suelo se aplicé gasolina (Magna), en concentraciones de 0, 1,600 y 3,200
mg kg, para obtener una mezcla homogénea, la gasolina fue disuelta en 375 mL de hexano
(BAKER®, pureza de 98.5 %, 0.001 % de residuo después de la evaporacion) (Alarcon et al.,
2008). El suelo no se esterilizo con el objetivo de beneficiar el desarrollo de los microorganismos

presentes en el suelo. Después de contaminar el suelo, se dejé en reposo por 48 h en el invernadero.
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Las unidades experimentales consistieron en contenedores de plastico con 1,150 mL de
capacidad usados como mesocosmos, en cada mesocosmos se colocaron 1,000 g de suelo segun el

tratamiento correspondiente.

La desinfeccion superficial de las semillas de girasol se realiz6 con hipoclorito de sodio al 1 %
(Clorox®) durante 10 min, en seguida, se realiz6 un enjuague con agua destilada esteéril.
Posteriormente, las semillas fueron sumergidas en alcohol al 70 % por un minuto, y se enjuagaron
8 veces con agua destilada estéril (Usha et al., 2011; Gutiérrez-Espinoza et al., 2011). Pasadas las
48 h de reposo del suelo, 10 semillas de girasol se sembraron en cada mesocosmo. Las semillas
presentaron germinacién mayor al 85 % y después de la emergencia en cada mesocosmos, se rale6

dejando 5 plantulas por cada mesocosmo.

Preparacion del indculo bacteriano e inoculacion

Las cepas bacterianas aplicadas pertenecientes a seis géneros; Bacillus sp., Priestia sp.,
Massilia sp., Streptomyces sp., Pseudomonas sp., Sphingobium sp., fueron aisladas de suelo
contaminado con gasolina, y seleccionadas por su capacidad de producir fitohormonas, fijar

nitrégeno atmosférico, produccion de sideréforos y capacidad de solubilizar fosfatos (ver Fase 2).

Cada cepa bacteriana fue propagada en frascos de vidrio con 180 mL de medio Luria-Bertani,
a 28 °C por 72 h en agitacion a 180 rpm en Incubadora orbital digital (SHKE4000, Modelo 4328).
Después, las soluciones bacterianas fueron centrifugadas (Damon/IEC Division HN-SII) a 3,500
rpm durante 30 min para separar el pélet bacteriano del medio de cultivo, se realizaron tres lavados

con agua destilada estéril.

El consorcio bacteriano se prepar6 con el volumen inicial del cultivo para cada cepa y para

obtener un volumen final de 1800 mL con agua destilada estéril. Se realiz6 un conteo de las
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unidades formadoras de colonias (UFC) a partir de 1 mL del consorcio bacteriano del cual se
hicieron diluciones decimales de 10 a 10, y se tom6 0.1 mL de las diluciones 104, 10°y 108, y
se coloco en cajas de Petri con agar nutritivo con cinco repeticiones por dilucion. Las cajas de Petri
fueron incubadas a 28 °C y cuantificadas las UFC a las 24, 48 y 72 h. La carga bacteriana del
consorcio fue de 4.0 x108 UFC mL™. La inoculacion del consorcio se realizé a los 17 dias después
de la siembra, y cada mesocosmo fue inoculada con 30 mL de suspension bacteriana de acuerdo

con su respectivo tratamiento.
Evaluacién de variables de crecimiento

Después de 60 dias de la siembra, se midio la altura de las plantas con una cinta métrica y se
cuantifico el nimero de hojas. Las plantas se cosecharon para estimar la longitud radical con una
regla; las hojas se separaron de los tallos para calcular el area foliar mediante un medidor de area
foliar marca LICOR (LI 3000, Inc. Lincoln, NE, EUA). La biomasa seca de hojas, tallo, raiz y
total, se determind secando cada érgano en horno (SL, SHEL LAB) a 70 °C por 72 h hasta obtener
un peso constante y se pesaron en balanza analitica. La relacion raiz:parte aérea se obtuvo a partir
del peso de la biomasa de las raices entre la biomasa de la parte aérea, los valores mayores a la
unidad indican que las plantulas asignan mas biomasa a la raiz que a la parte aérea (Garcia Castro

etal., 2018).
Cuantificacién de la poblacién de bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida libre

La evaluacion de las UFC de bacterias fijadoras de nitrogeno atmosferico de vida libre se realizé
en medio de cultivo carbon combinado (Rennie, 1981). De acuerdo con las diluciones en serie
(Clark, 1965; Parkinson 1982), se pesaron individualmente, 10 g de suelo seco, correspondiente a

cada tratamiento, cada una se vertid en agua destilada estéril y se agitod vigorosamente. De cada
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suspension, se tomo individualmente 1 mL de la dilucion y se paso6 a un tubo de ensayo con 9 mL
de agua destilada estéril y se agitd individualmente vigorosamente; este proceso se repitio
consecutivamente hasta obtener la dilucion 107. A partir de las diluciones 10, 10° y 10, por
triplicado, se coloco en el centro de cada placa de Petri 0.1 mL y se esparcio con una varilla de
vidrio en forma de “L”. Las cajas de Petri fueron incubadas a 28 °C y se cuantificaron las colonias
a las 72 h después de la incubacion. Los resultados se expresaron en unidades formadoras de

colonias por gramo de suelo seco (UFC g™).
Colonizacion micorrizica

La evaluacion de la colonizacion micorrizica en raices de Helianthus annuus se realizd
mediante la técnica de clareo y tincion (Phillips y Hayman, 1970). Se cortaron fragmentos de raiz
y se colocaron en KOH al 10 % durante 24 h (clareo). Posteriormente, el KOH fue retirado y las
raices fueron enjuagadas con agua destilada. Después se agregd H>02 al 10 % hasta cubrir las
raices durante 3 min (blanqueo), para después realizar otro enjuague con agua destilada. A las
raices se afiadio HCI al 10 % por 3 minutos (acidificacidn), enseguida se elimino el HCI, después
y sin enjuagar, se afiadio azul tripano al 0.05 % en lactoglicerol por 24 h (tincion). Por ultimo, el

exceso de colorante fue eliminado de las raices con lactoglicerol limpio (decoloracién).

En un portaobjetos se colocaron 20 fragmentos de raices de aproximadamente de 1 cm,
paralelamente unos a otros. Las raices se observaron en el microscopio 6ptico de campo claro con
el objetivo de 40X, y se llevd a cabo la observacion de 3 pasajes equidistantes por cada
portaobjetos, y se registrd de cada la presencia de hifas, vesiculas y/o arbusculos. El porcentaje de

colonizacién micorrizica se determin6 con la siguiente formula:
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) L Numero de segmentos colonizados
Porcentaje de colonizacion total = - X100
Numero de segmentos totales

Analisis por cromatografia de gases

Por triplicado, las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente, y se tomaron 10 g de
suelo, que se colocaron en bolsas de papel filtro. Para la extraccion del derivado de petroleo del
suelo, se utilizé un soxhlet de 6 parrillas. En los matraces de bola de fondo plano se agregaron 200
mL de disolvente hexano y en el sifén la muestra de suelo. Durante un minimo de 8 h a una
temperatura minima de 69 °C, para permitir el flujo del hexano y obtener muestras en el disolvente

(Rani et al., 2019).

Luego, la muestra se concentrd en el evoporador rotatorio (Modelo, RE200) y con un bafio
Maria (BM100) a 70 °C conectado con una bomba de vacio hasta obtener muestras secas. Tras la
evaporacion del disolvente, se afiadié hexano para obtener un volumen total de 3 mL (Hou et al.,
2019), y la solucion se transfirio a viales, se dejo volatilizar a temperatura ambiente hasta secar,

finalmente, los viales se almacenaron a temperatura ambiente para su posterior analisis.

Para el anélisis las muestras fueron resuspendidas en 20 pL de hexano; del cual se inyectd 2
ulL de cada muestra por cada tratamiento correspondiente, se utilizé un cromatédgrafo de gases
marca Agilent Technologies, modelo 6890N (Net Work GC system), equipado con una columna
DB-5, 5 %-fenil-metilpolisiloxano (Agilent Technologies) de 60 m de longitud, 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. La temperatura de inicio fue 50 °C, la cual se
mantuvo durante 5 min, posteriormente la temperatura se elevo hasta 280 °C usando una rampa de
calentamiento de 20 °C/min, durante 20 min. Se uso helio como gas acarreador a un flujo de 1

mL/min, la temperatura del inyector fue 250 °C, inyeccidn split, con una relacién de split de 5:1.
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Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento consistio de un disefio factorial 3x2, con 3 niveles de contaminacion (0, 1,600

y 3,200 mg kg?), y 2 niveles de bioaumentacion (sin y con inoculacion bacteriana). En total se

obtuvieron 6 tratamientos con 9 repeticiones cada uno (Cuadro 5), distribuidos en un disefio

experimental completamente al azar. Los datos obtenidos para cada variable fueron sometidos a

un analisis de varianza y prueba de comparacion de medias (LSD, a < 0.05) y la estimacion del

error estandar para cada media de cada tratamiento con el programa estadistico SAS (Statistical

Analysis System 9.0).

Cuadro 5. Tratamientos establecidos en el experimento.

Tratamiento Concentracion  Bioaumentacion Repeticiones NUumero de
(mg kg?) plantas por
mMesocosmos
1 0 Sin inoculacion 9 5
2 0 Con inoculacion 9 5
3 1,600 Sin inoculacion 9 5
4 1,600 Con inoculacion 9 5
5 3,200 Sin inoculacion 9 5
6 3,200 Con inoculacion 9 5
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V.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Fase 1. Germinacion y crecimiento del girasol (Helianthus annuus L.) en suelo
contaminado con un hidrocarburo de petrdleo (gasolina) en diferentes

concentraciones

La germinacion de las semillas de girasol no fue afectada por ninguna concentracion de
gasolina, ya que en todos los tratamientos se observd la germinacion de sus respectivas semillas
(Figura 5). Al respecto, la germinacion de semillas ha sido base para evaluar la toxicidad de los

HP o de los contaminantes inorganicos (Pernia et al., 2018).

El efecto toxicoldgico del petroleo se ha registrado en semillas de girasol, las cuales no
emergieron en el suelo contaminado de petroleo, pero posteriormente, al realizar el transplante en
el suelo contaminado se registraron dafios en el meristemo (Hassan, 2018). La germinacion de
semillas es un proceso que ocurre por varios procesos fisioldgicos y es sensible ante diferentes
factores como la toxicidad de los contaminantes organicos e inorganicos (Rodriguez Romero et

al., 2014).

En suelos contaminados con hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) como fenantreno,
naftaleno y pireno, la germinacion de lechuga (Lactuca sativa L.) fue afectada ante altas
concentraciones, mostrando un efecto inhibitorio del 12 % ante naftaleno a 500 mg L™, y del 100
% ante 1,000 mg L* (Pernia et al., 2018). Por otro lado, después de 14 dias de la siembra, no se
registré emergencia en plantulas de cebada (Hordeum vulgare L.) en un suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo (Ambaye et al., 2022). Daryabeigi Zand y Hoveidi (2018), evaluaron la
germinacion y la biomasa de Burningbush (Kochia scoparia L.) y maiz (Zea mays L.) en suelos

contaminados con gasolina; en ambas plantas, la germinacion no se inhibié aun en altas
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de germinacion de semillas.
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Figura 5. Porcentaje de germinacion de semillas de girasol (Helianthus annuus), establecidas en suelo
agricola contaminado con gasolina en condiciones de invernadero. Barras con letras idénticas en la misma
grafica no son estadisticamente diferentes (LDS, o < 0.05). Medias + error estandar, n = 5.

La aplicacion de 200 y 400 mg kg no mostrd diferencias significativas en la altura de las
plantas con respecto a plantas control (Figura 6A); en contraste, las concentraciones de 2,400 y
3,200 mg kg* redujeron significativamente la altura (Figura 6A), por otro lado las concentraciones
800 y 1,600 mg kgpresentaron mayor altura con respecto al control. El tratamiento control
presentd mayor longitud radical, mostrando diferencias significativas con respecto al tratamiento
con 3,200 mg kg (Figura 6B). La biomasa seca total mostré diferencias significativas entre el
control y el resto de los tratamientos; mientras que las plantas con menor biomasa correspondieron

a los tratamientos con 2,400 y 3,200 mg kg (Figura 6C).
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Figura 6. Comportamiento del girasol (Helianthus annuus), establecidas en suelo agricola contaminado con
gasolina, después de 20 dias de crecimiento en condiciones de invernadero. Altura de la planta (A), longitud
radical (B), y biomasa seca total (C). Barras con letras idénticas en la misma grafica no son estadisticamente
diferentes (LSD, a. < 0.05). Medias + error estandar, n = 5.
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Daryabeigi Zand y Hoveidi (2016) evaluaron la germinacién, la altura y la biomasa del girasol
en suelos contaminados con gasolina, registrando que el contaminante no inhibio la germinacion,
ni la altura y ni la biomasa vegetal ante concentraciones de 500, 1,000 y 2,500 mg kg*, aunque se
observaron reducciones de estos parametros ante 5,000 mg kg*. De igual manera, las plantas de
zarza ardiente (Kochia scoparia (L.) Schard) y de maiz (Zea mays L.), toleran la contaminacion
por gasolina hasta 10,000 mg kg™; pero la germinacion, la biomasa y el crecimiento fueron
afectados significativamente por la aplicacion de concentraciones mayores a 10,000 mg kg

(Daryabeigi Zand y Hoveidi, 2018).

Resultados similares se presentaron en el presente bioensayo con girasol a diferentes
concentraciones, donde la germinacion no fue afectada en las concentraciones de 200, 400, 800 y
1,600 mg kg pero ante concentraciones mayores (2,400 a 3,200 mg kg?) la altura y la biomasa

seca total de las plantas fueron significativamente afectadas.

Merkl et al. (2005) mencionan que la produccion de brotes y la materia seca de Eleusine indica
no son afectadas por la contaminacién con petrdleo crudo; en contraste, este hidrocarburo afectd
el crecimiento de Calopogonium mucunoides, Centrosema brasilianum, Stylosanthes capitata,
Brachiaria brizantha y Cyperus aggregatus. Cai et al. (2010) evaluaron el potencial de la especie
ornamental Impatiens balsamina L., para utilizarla en la fitorremediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos de petréleo, observando que la altura, la longitud radical, el peso seco no fueron
afectados ante concentraciones de 5,000 y 10,000 mg kg!; en contraste, ante concentraciones de
20,000 y 40,000 mg kg, la longitud radical fue significativamente menor. En el presente trabajo
se observo que las diferentes concentraciones de gasolina redujeron la longitud radical, ya que la
raiz esta expuesta directamente con el contaminante; asi, la concentracion 3,200 mg kg™ produjo

la mayor inhibicion de la longitud radical de las plantas del girasol.
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En contraste con otros contaminantes que inhiben la germinacion y el crecimiento del girasol
(Gutiérrez-Espinosa et al., 2011; Rani et al., 2019), y con base en los resultados obtenidos en la
presente investigacion, esta planta es tolerante a las concentraciones evaluadas, observandose que
su crecimiento fue afectado ante altas concentraciones de gasolina (2,400 y 3,200 mg kg™).
Ademas, las plantas de girasol no presentaron sintomas de deficiencias o enfermedades visuales

durante el tiempo que durd el presente bioensayo.

5.2.Fase 2. Caracterizacion e identificacion de bacterias nativas aisladas de un suelo

contaminado con gasolina con potencial de promotoras de crecimiento vegetal

Se caracterizaron 10 cepas bacterianas a partir de tincién de Gram y pruebas bioquimicas
(Cuadro 6). Segun la tincion de Gram, ocho cepas fueron Gram-negativas, la mayoria con la forma

de bacilo; una cepa bacteriana fue gram-positiva y una cepa correspondio a una actinobacteria.

Las pruebas bioguimicas para determinar potenciales bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV), basadas en la produccién de indoles totales, ocho cepas reaccionaron
positivamente. En la prueba fijacion de nitrdgeno (NFb), tres cepas no mostraron cambio en el
color verde esmeralda, el resto cambi6 a color azul correspondiendo a una reaccion positiva. En la
prueba de produccion de sideroforos, Unicamente tres cepas tuvieron la presencia de halo, dando
como positivo a dicha produccion. Para la solubilizacion de fosfatos, solo tres cepas tuvieron la

presencia de halo, resultando positivas a esta prueba.

Los microorganismos y las plantas estan asociadas de manera enddfita, filosférica o rizosférica,
la microbiota promueve el crecimiento de las plantas, regula la sintesis de fitohormonas, y genera
tolerancia al estrés biotico y abidtico, ademas reduce los niveles de toxicidad del sitio y permiten

su establecimiento la fitorremediacion de sitios contaminados (Gkorezis et al., 2016).
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Cuadro 6. Caracterizacion macro y microscépica de 10 cepas bacterianas aisladas de suelo agricola contaminado artificialmente con gasolina.

Caracterizacion macroscépica Caracterizacion Pruebas bioquimicas
microscopica

Clave Forma  Elevacion Color Textura Borde Halo Morfologia TG AIA S Nfb SP
SC1 Circular Plana Transparente  Viscosa  Ondulado  + Bacilo - + - + -
SC2 Circular  Concava Blanco Viscosa Entero - Bacilo - + - + -
SC3  Circular Plana Amarillo Viscosa Entero - Coco - - - + -
SC4  Circular Plana Blanco Viscosa Entero - Bacilo - + - - -
SC6  Circular Algodonosa Blanco Algodonosa  Entero - Filamentosa - + - - +
SC7 lrregular  Cédncava Blanco Viscosa Ondulado - Bacilo - - + + +
SC8  Circular Plana Rojo Viscosa  Ondulado - Coco + + + + +

SC11 Circular ~ Cdncava Blanco Viscosa Entero - Bacilo - + - + -

SC12 Circular Plana Blanco Viscosa Entero + Bacilo - + - - -

SC15 Circular  Concavo Blanco Cremosa Entero - Bacilo - + + + -

(+) = actividad positiva, (-) = actividad negativa. TG = Tincién de Gram, S = Sideroforos, SP = Solubilizadores de P.
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Poblaciones bacterianas

El mayor numero de UFC de bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida libre
(BFNVL), correspondi6 al suelo control con 7.5 x108 UFC gramo de suelo seco (UFC gl), seguido
del suelo con 3,200 mg kg™ con 6.2 x10° UFC g2, y de al suelo con 2,400 mg kg, y por tltimo,
al suelo con 200 mg kg, teniendo 5 x10°® UFC g? y 3.9 x10° UFC g, respectivamente (Figura
7). De acuerdo al andlisis de varianza, los suelos no nostraron diferencias significativas. La
disminucion de las BFNVL en los suelos contaminados fue de 47.6 %, 33.9 % y 17.2 % (200,

2,400 y 3,200 mg kg, respectivamente) con respecto al suelo control.
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Figura 7. Comportamiento de la poblacion de BFNVL aisladas de un suelo contaminado artificialmente con
tres concentraciones de gasolina, después de 20 dias. UFC g* = Unidades Formadoras de Colonias por
gramo de suelo seco. Barras con letras idénticas en la misma grafica no son estadisticamente diferentes
(LSD, a. < 0.05). Medias + error estandar, n = 3.

Dentro de los efectos ocasionados por los hidrocarburos en el suelo se presenta la reduccion de

la diversidad de microorganismos debido a la toxicidad provocada por los contaminantes, no
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obstante, al suscitarse estas alteraciones en las comunidades, también se da paso a los mecanismos
de adaptacion, principalmente mediante cambios en la fisiologia en aquellos microorganismos
tolerantes a los contaminantes. Estos grupos de microorganismos que se adaptan a la presencia de
los contaminantes pueden biotransformar a compuestos menos toxicos al utilizarlos como fuente
de carbono, otros microorganismos favorecen la estabilizacidn de los contaminantes en la materia

organica y con ello reduce su biodisponibilidad (Klimek et al., 2016).

En un suelo contaminado con queroseno (2,500 mg kg™), se obtuvo mayor poblacion de
BFNVL tanto en el rizoplano como en la rizosfera de frijol Michoacan 12-A3 (Hernandez et al.,
2003). Similarmente, la rizosfera de Chamaecrista nictitans registré mayor poblacion de BFNVL
(208 x10° UFC g1) en suelo contaminado con hidrocarburos (4,600 mg kg?) (Hernandez-Acosta

et al., 2006).

En el presente estudio aun cuando no se observaron diferencias significativas, el suelo
contaminado con 3,200 mg kg* mostréd mayor crecimiento de UFC. Estos resultados son similares
al obtenido en un suelo contaminado con aceite residual automotriz (60,000 ppm) con una
poblacion bacteriana de 268 x10® UFC g, en contraste, en el suelo sin contaminar se obtuvieron
40 x10® UFC g (Saucedo-Martinez et al., 2017). Por su parte, ante la contaminacion con petréleo
(10,389 mg kg™?), el rizoplano, la rizosfera y el suelo no rizosférico de plantas de mangle
(Laguncularia racemosa L.) mostraron mayor poblacion de BFNVL (10,389 mg kg?), 84, 71y 27

x10% UFC g7, respectivamente (LOpez-Jiménez et al., 2019).
Identificacion de cepas

Las 10 cepas bacterianas fueron identificadas como (SC1) Bacillus sp., (SC2) Priestia

megaterium, (SC3) Massilia timonae, (SC4) Bacillus sp., (SC6) Streptomyces flavotricini, (SC7)

55



Pseudomonas palleroniana, (SC8) Streptomyces flavotricini, (SC11) Sphingobium yanoikuyae,

(SC12) Bacillus sp. y (SC15) Pseudomonas palleroniana (Cuadro 7).

Cuadro 7. ldentificacion molecular de las cepas aisladas de un suelo agricola contaminado

artificialmente con gasolina.

Clave de las Concentracion de Especies y géneros Numero de  Porcentaje
cepas gasolina (mg kg?) acceso de similitud
bacterianas GenBank
(%)
SC1 2,400 Bacillus sp. 0Q559532 99.74
SC2 200 Priestia megaterium 0Q559533 100
SC3 200 Massilia timonae 0Q559534 99.90
SC4 3,200 Bacillus sp. 0Q559535 99.87
SC6 200 Streptomyces flavotricini 0Q569160 100
SC7 0 Pseudomonas palleroniana 0Q559536 99.93
SC8 0 Streptomyces flavotricini 100
SC11 3,200 Sphingobium yanoikuyae 0Q559476 99.933
SC12 2,400 Bacillus sp. 0Q559537 99.8
SC15 3,200 Pseudomonas palleroniana 0Q559538 99.93

Con respecto a la identificacion de la cepa SC8, solo se amplifico el primer 518F, por lo que

este tipo de secuencia no se considerd para generar el arbol filogenético. Los géneros identificados

en el presente trabajo, han sido reportados en la aplicacion de la biorremediacion de suelos
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contaminados por petréleo o por alguno de sus derivados (Gu et al., 2016; Alegbeleye et al., 2017;
Baoune et al., 2019; Kuri et al., 2019; Mitra et al., 2020; Romano-Armada et al., 2020; Cruz-
Hernandez et al., 2021; Liu et al., 2022). En cuanto a la cepa Bacillus sp., se han reportado especies
que tienen la capacidad de degradar hidrocarburos y de crecer en medios con concentraciones de
glifosato (herbicida) y utilizarlo como fuente de energia (Elarabi et al., 2020). Ademaés, otras
especies de Bacillus pueden promover el crecimiento vegetal, biosintetizar AIA, participar en el
metabolismo del nitrégeno, y mejorar la respuesta al estrés y la resistencia hacia antibioticos (Deng
et al., 2022). Dahmani et al. (2020) reportaron beneficios de Bacillus megaterium en la promocion

del crecimiento de Arabidopsis thaliana en condiciones controladas.

Las bacterias del género Pseudomonas han sido aisladas de sitios contaminados con
hidrocarburos y tienen potencial de uso en biorremediacién al producir biosurfactantes y enzimas
que degradan compuestos alifaticos y aromaticos (Castillo Rogel et al., 2020). Chandra y Sharma
(2021) indicaron que Pseudomonas palleroniana solubiliza fosfatos, produce sider6foros, AlA,

amoniaco Y fija N atmosférico.

Por otra parte, Priestia megaterium tiene caracteristicas de promover el crecimiento vegetal,
fijar nitrdgeno atmosférico, solubilizadoras de fosfatos y potasio, productora de acido indolacético

y 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (ACC) (Li et al., 2022)

Fasusi et al. (2021), reportan a la bacteria Massilia sp. (Oxalobacteriaceae), como promotora
del crecimiento vegetal al dar positivo a la produccion de AIA, siderdforos, catalasa y amoniaco.

El género Massilia incluye tambien especies de bacterias hidrocarbonoclasticas (Ali et al., 2016).

Por su parte, Streptomyces sp. puede ser aplicado como bioinoculante agricola por su rapido

crecimiento, por producir sideréforos, AIA, amoniaco, por solubilizar fosfatos inorganicos, y por
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inducir resistencia hacia fitopatogenos (Romano-Armada et al., 2020; Nonthakaew et al., 2022).
Ademas, Alotabia et al. (2022) reportado a la bacteria Sphingobium yanoikuyae como productora
de AIA, amoniaco, ACC vy fijadora de N. Alotabia et al. (2022) han reportado a la bacteria

Sphingobium yanoikuyae como productora de AIA, amoniaco, ACC y fijadora de N.

En general, el aislamiento y la seleccion de microorganismos nativos adaptados a los
hidrocarburos son fundamentales para la biorremediacion (Lima et al., 2020). La estructura de las
comunidades microbianas, el contenido de biomasa y el nimero de microorganismos se han
utilizado para estudiar la dinamica de sucesiones poblacionales, la identificacion de poblaciones

predominantes y su eficiencia en procesos de biorremediacion (Ortiz-Maya et al., 2017).

5.3. Fase 3. Fitorremediacion de un suelo agricola contaminado artificialmente con
gasolina utilizando Heliantus annuus y bacterias tolerantes a hidrocarburos

(gasolina).

Crecimiento y produccion de biomasa de Heliaunthus annuus

La inhibicion la germinacién de semillas, reduccion la altura de las plantas, la densidad del
tallo, la tasa fotosintética y la biomasa, o la mortalidad de las plantas son los parametros mas
utlizados para determinar los efectos fitotoxicos de contaminantes como los hidrocarburos (Lin et
al., 2002). Al finalizar el bioensayo del presente trabajo se evaluaron parametros de crecimiento
en las plantas expuestas a las concentraciones de gasolina (Figura 8). En general, se registré menor
longitud radical (Figura 8A) y menor altura (Figura 8B) en las plantas de los tratamientos con

gasolina, comparado con el tratamiento O + inoculacion, donde se observaron los mayores valores.

Trujillo-Tapia et al. (2018) obtuvieron resultados similares al observar efectos negativos en las

raices de las plantas de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) expuestas a 895 ppm petroleo crudo
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ligero, sin embargo, a bajas concentraciones (223 y 447 ppm) la altura de las plantas no se modificd
significativamente. Lo anterior podria deberse al efecto de homeostasis en las plantas expuestas a
bajas concentraciones de los contaminantes (Malkowski et al., 2020). La hormesis se describe
como un fendmeno de respuesta a estimulacion por dosis bajas de sustancias toxicas (Malkowski
et al., 2020). Asi, en la presente investigacion, la homeostasis se pudo haber presentado en las
plantas de girasol ante bajas concentraciones de gasolina (1,600 mg kg™); en contraste, en los
tratamientos con concentraciones altas de gasolina, la inhibicion del crecimiento de las plantas fue

mayor con respecto a las plantas sin contaminante.

Por otro lado, la aplicacién de petréleo crudo ligero inhibi6 el crecimiento (altura y longitud
radical) de Leucaena leucocephala Lam. ante 10,000 y 80,000 mg kg y Crotalaria incana L. ante
1,700y 32,000 mg kg (Vazquez-Lunaet al., 2011). Por otra parte, la aplicacion de petréleo crudo
resultd en la disminucidn de la altura en 10.6 % de plantas de Triticum activnm L. con respecto a
las plantas control (Shen et al., 2016). Por su parte, Sivaram et al. (2019), observaron mayor
sensibilidad en la longitud de la raiz con respeto a la longitud de los brotes de plantas de Pisum
sativum cultivadas en suelos contaminados con 95.4 mg kg* de HAP. Lo anterior podria deberse a
que el contacto directo de la raiz con los contamiantes podria tener efectos toxicos en el proceso
de division celular y en la elongacion de la zona apical (Trujillo-Tapia et al., 2018), afectando con
ello, la absorcion de nutrientes y agua, y el crecimiento y desarrollo vegetal (Sivaram et al., 2019).
Ademas, la exposicion al petréleo y sus derivados puede retrasar la germinacion de semillas

disminuir la altura y la biomasa vegetal (Hawrot-Paw y Bakowska, 2014).
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Figura 8. Longitud radical (A), Altura (B) y relacion raiz/parte aérea (C) de Helianthus annuus crecida en
suelo contaminado artificialmente con gasolina (mg kg?), después de 60 dias. Barras con letras idénticas
en la misma grafica no son estadisticamente diferentes (LSD, a < 0.05). Media + error estandar, n = 9.
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La relacion raiz/vastago hace referencia al cociente entre el peso seco de los 6rganos que
conforman la raiz entre la parte aérea de la planta, un cambio en el peso de cualquiera de los
factores tiene como consecuencia en desbalance en dicha relacion (Casierra-Posada y Cardenas-
Hernandez, 2009). En el presente estudio se obtuvo la relacion vastago/raiz de las plantas de girasol
en cada uno de los tratamientos (Figura 8C). Se puede observar que la presencia del contaminante
tuvo efectos significativos sobre la relacion raiz/vastago, con respecto a los tratamientos control.
La inoculaciéon del consorcio bacteriano modificd significantemente la relacion raiz/véstago,
mientras que en el tratamiento O + sin inoculacion se observo el mayor valor en la relacion

raiz/vastago y en el tratamiento 3,200 + sin inoculacion se observo el menor valor (Figura 8C).

A pesar de los cambios observados en la relacion raiz/véastago, en el presente trabajo no se
obtuvieron valores iguales o mayores a 1.0 por lo que no se podria considerar que la biomasa del
vastago se modificd en mayor medida a la biomasa de la raiz, y por lo tanto, no hubo un desbalance
en el sistema (Senilliani et al., 2022). Al respecto, las plantas de plantas de Mauritia flexuosa
expuestas a petréleo crudo en el suelo (4, 8, 16 y 32 % en el suelo) modificaron significativamente
la relacion raiz/vastago (Hernandez-Valencia et al., 2020). Cuando se obtienen valores que
induzcan desbalances en la planta, éstos podrian deberse a un cambio en la redireccion de la
biomasa a la parte de la planta donde se requiere, por efecto de algin agente de estrés abidtico o

bidtico (Camargo Rodriguez y Rodriguez Lopez, 2006).

El crecimiento, desarrollo y rendimiento de las plantas, depende de los 6rganos que son fuente
de energia (hojas), por lo tanto, el nimero de hojas es importante para la planta al generar
asimilados y translocarlos a los rganos donde se requieran (Barrientos Llanos et al., 2015). En el
presente trabajo se observo que el tratamiento 0 + inoculacion presenté mayor nimero de hojas,

mientras que el tratamiento 3,200 + inoculacién presentd el menor nimero (Figura 9).
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Figura 9. Numero de hojas de Helianthus annuus en suelo contaminado artificialmente con gasolina (mg
kg™), después de 60 dias. Barras con letras idénticas en la misma grafica no son estadisticamente diferentes
(LSD, a <0.05). Media + error estandar, n = 9.

Al respecto, Abdul-Ameer Ali (2019) registr6 menor nimero de hojas en plantas de cebada,
ademas se observaron hojas de color rojizo, floracion tardia, reduccion de altura y disminucion en
el rendimiento de grano, después de exponer las plantas a hidrocarburos del petréleo. Por otro lado,
también se reporta la disminucién del nimero de hojas de Avicennia marina por su exposicion a

concentraciones de petréleo crudo (0, 2.5, 5.0, 7.5y 10.0 % p/p) (Moradi et al., 2021).

Contrario a nuestros resultados, Martins et al. (2014), reportaron que las plantas de girasol
expuestas a suelos multicontaminados con V, Ni, Cu, Pb, benzo(a)pireno e hidrocarburos totales
de petréleo (TPH) procedentes de una refineria de petrdleo, no se observaron diferencias en el

numero de hojas y flores, ni en altura de las plantas.
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La diferencia entre los resultados de Martins et al. (2014) y los reportados en el presente trabajo
podrian deberse a que los efectos toxicos de los compuestos organicos (hidrocarburos) o
inorganicos (metales pesados y metaloides) depende de la especie vegetal y de las concentraciones
utilizadas, ademas de la presencia o ausencia de microorganismos que pudieran tener un efecto
sinérgico con las plantas para tolerar los contaminantes sin que muestren algin cambio fenologico

(Guarino et al., 2017; Petrova et al., 2017; Hou et al., 2019).

El efecto fitotdxico del petréleo crudo se refleja por clorosis, decoloracion, manchado de hojas,
necrosis, malformaciones en células epidérmicas y capas del mesofilos, reduccion del rendimiento
y disminucion de la fecundidad, incluso el estrés radicular contribuye a la disminucion del

crecimiento de hojas y la conductancia estomatica (Olusola y Anslem, 2010).

En el presente trabajo, no se registraron efectos negativos anatomicos visibles en las plantas de
girasol por la gasolina, sin embargo, se cuantificé el area foliar de las plantas de girasol (Figura
10A), observandose diferencias significativas (P < 0.05) en el area foliar por efecto del
contaminante. La mayor area foliar fue registrada en el tratamiento 0 + inoculacion y la menor

area foliar se obtuvo en el tratamiento 3,200 + inoculacion (Figura 10A).

Ademas, el area foliar fue utilizada para obtener el area foliar especifica; en este caso el
tratamiento O + inoculacién presento mayor area foliar especifica, a diferencia del tratamiento
3,200 + inoculacién el cual presento el menor valor (Figura 10B). Los resultados son similares a
los reportados por Mallhi et al. (2020) al registrar valores bajos de area foliar en plantas de girasol
expuestas a concentracion de aguas residuales de curtiduria (25, 50, 75 y 100 %). De igual forma,

el queroseno (2,000 mg kg*) disminuyd el area foliar de Avena sativa, Hordeum vulgare, Chloris
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gayana y Triticum aestivum (Garcia et al. 2013). Devi y Kumar (2020), obtuvieron reducciones

del area foliar de plantas de Zea mays L. expuestas a cromo (100 ppm).
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Figura 10. Area foliar (A) y area foliar especifica (B) de Helianthus annuus crecidas en suelos contaminados
artificialmente con gasolina (mg kg), después de 60 dias. Barras con letras idénticas en la misma gréfica
no son estadisticamente diferentes (LSD, a < 0.05). Media + error estindar, n = 9.
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Las hojas son los érganos fotosintéticos y son esenciales para la produccion de biomasa vegetal.
El area foliar esta relacionada con la produccion vegetal, en procesos fisiolégicos como la
captacion de luz, la eficiencia fotosintética, la respiracion, la transpiracion y a la fertilizacion y
determina el crecimiento y rendimiento de los cultivos (Casierra-Posada et al., 2008; Nasution et
al., 2021). La expansion del area foliar depende de las condiciones ambientales, como el déficit
de agua, la densidad del flujo de fotones, temperatura y demanda por evaporacion (Tardieu et al.,
1999). Debido a que las plantas estan en contacto directo con los contaminantes a través del sistema
radical, pudiendo translocados incluso a la parte aérea, provocando la disminucion del area foliar

y afectando el crecimiento y desarrollo vegetal (Petrova et al., 2017).

El area foliar puede ser indicador del crecimiento y rendimiento en los cultivos, de igual manera,
la biomasa es un indicador de la tolerancia y el efecto de remediacién de las plantas en suelos
contaminados por petréleo (Casierra-Posada et al., 2008; Nasution et al., 2021; Wei et al., 2019).
En el presente trabajo se cuantifico la biomasa seca aérea y la de raiz de las plantas de girasol. En
la Figura 11 se muestra que los tratamientos O + inoculacion y 0 + sin inoculacion fueron los
tratamientos donde se obtuvieron mayores valores de biomasa seca. Las plantas expuestas a
gasolina, mostraron significativamente menor biomasa con respecto a los tratamientos control.
Esto muestra claramente el efecto negativo que la gasolina tiene sobre las plantas, sin importar la
concentracion del hidrocarburo, ya que entre las dosis aplicadas de gasolina no presentaron
diferencias significativas en este parametro. Resultados similares se reportaron en Panicum
maximum y Brachiaria brizantha en un suelo contaminado con petroleo (3 %) con respecto al
control (Hernandez-Valencia y Mafer 2003). Jagtap et al. (2014) observaron que la biomasa de
Populus tomentiglandulosa y Pinus densiflora disminuyo ante el diésel (6,000 mg kg?), en

contraste, la biomasa de Thuja orientalis no mostré efectos negativos por este contaminante.
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Figura 11. Biomasa seca aérea (A), biomasa seca raiz (B) y biomasa seca total (C) de Helianthus annuus
en suelo contaminado artificialmente con gasolina (mg kg?), después de 60 dias. Barras con letras idénticas
en la misma grafica no son estadisticamente diferentes (LSD, a < 0.05). Media + error estandar, n = 9.
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La capacidad de Helianthus annuus para crecer, absorber y acumular metales pesados (plomo)
e hidrocarburos totales de petréleo (8,508 mg kg™), se ha evaluado en suelo contaminado y
adicionado con humus de lombriz, aserrin de bolaina blanca y perlita blanca. Los resultados
mostraron que el suelo contaminado adicionado con humus y perlita, incrementaron la altura y el
peso (raiz, tallo y hojas), y acumularon metales e hidrocarburos de petréleo (Buendia Rios et al.,

2014).

Lo anterior pudiera ser un reflejo de los cambios fisioldgicos (captacion de luz, eficiencia
fotosintética, respiracion transpiracion, respuesta al riego y fertilizacion, por ejemplo) en las

plantas por efecto de los contamianes (Casierra-Posada et al., 2008; Nasution et al., 2021).
Cuantificacién de la poblacion de bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico de vida libre

Los hidrocarburos de petréleo reducen significativamente la abundancia y diversidad de
especies que integran a las comunidades microbianas del suelo (Rodriguez-Uribe et al., 2021), por
ello, el presente estudio se cuantifico las UFC de BFNVL (Figura 12A). EI mayor nimero de UFC
se obtuvo en el tratamiento 0 + inoculacion (1.30 x10% UFC g*) comparado con el tratamiento
1,600 + sin inoculo con (0.4 x10° UFC g*), denotando que en los tratamientos con indculo
(bioaumentacién), la poblacién bacteriana disminuy6 en presencia de la gasolina (Figura 12A). En
contraste, los tratamientos sin bioaumentacion, la poblacion bacteriana increment6 ligeramente en

presencia de gasolina (Figura 12A).

Garcia et al. (2013), observaron la disminucién significativa en las UFC en el rizoplano de
avena, cebada, pasto y trigo (6.2 + 0.09, 8.3 + 0.06, 7.8 + 0.1 y 5.6 + 0.05 x10° UFC,

respectivamente) al crecer ante 2,000 mg kg* queroseno. Estas poblaciones bacterianas se ajustan
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a rangos recomendables (10* a 10" UFC) descritos para procesos de biorremediacion (Bekele et

al., 2022).
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Figura 12. Unidades Formadoras de Colonias (UFC) (A) y Colonizacion micorrizica (B) de Helianthus
annuus crecida en suelo contaminado artificialmente con gasolina (mg kg1), después de 60 dias. Barras con
letras idénticas en la misma gréfica no son estadisticamente diferentes (LSD, o < 0.05). Media + error
estandar, n = 9.
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En el presente trabajo se obtuvieron valores de la poblacion de bacterias fijadoras de nitrégeno
de vida libre que se encuentran en el rango previamente mencionado para considerarse en procesos

de fitorremediacion.

El crecimiento y proliferacion de microorganismos en suelos contaminados por hidrocarburos
esta influenciado por la disponibilidad de nutrientes y por sus propiedades hidrocarbonoclastas
(Latha y Kalaivani, 2012). Contrario a los resultados obtenidos en este trabajo, Castro-Mancilla et
al. (2013) registraron un recuento de UFC g de 12 x10® en presencia de lubricantes automotrices,
y 45 x10° UFC g! en medio de cultivo con diesel. Por su parte, Girigiri et al. (2019) cuantificaron
7.4 x10* UFC de bacterias fijadoras de nitrgeno de vida libre en un suelo contaminado con

petréleo crudo.

Por otra parte, Pérez Vargas et al. (2017) registraron aumentos de 13 x10* a 2 x10° UFC después
de 16 meses de la bioaumentacion en un suelo con derrames de petroleo (120,000 ppm), resaltando
el potencial de la bioaumentacion en la biorremediacidn de sitios contaminados por petréleo. Ante
la alteracidn edéafica, los microorganismos del suelo son sencibles, y su estudio ayuda a determinar
el impacto de los contaminantes sobre la microbiota del suelo, y determinar la posibilidad de
usarlos en la biorremediacion (Torri et al., 2018). Otros factores se refieren a procesos de
competencia (interespecifica e intraespecifica) y cooperacién (con efecto sinérgico o antagonico)
bacteriana que definen la supervivencia y estabilidad de las cominudades bacterianas durante la
biorremediacion (Kebede et al., 2021). Algunos compuestos que conforman a los hidrocarburos,
como en este caso de la gasolina, la componen compuestos volatiles que no se quedan en el suelo
por largo tiempo, por lo que se pensaria que no tuvieran efectos toxicos para semillas, plantas y
microorganismos (Gurtler et al., 2022); sin embargo, el presente trabajo muestra que la gasolina

afecta el crecimiento vegetal y la proliferacion de bacterias utilizadas en la bioaumentacion.
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Colonizacién micorrizica

Los HMA en los ecosistemas terrestres son omnipresentes, pero en suelos perturbados su
presencia es limitada, ya que se reduce en su funcionamiento, el nimero de esporas y la
colonizacion radical. En suelos contaminados con compuestos organicos persistentes, se tiene
informacion limitada sobre la biodiversidad y tolerancia de los HMA (Lenoir et al., 2016). Por
esta razon, el presente estudio evalud la colonizacién de HMA (Figura 12B). Se obtuvieron
porcentajes de colonizacion micorrizica mayores de 45.5 %, correspondiendo al tratamiento 3,200
+ sin inoculacion, en tanto que en el tratamiento 0 + inoculacion se obtuvo el porcentaje maximo
(64.4 %). En general, los tratamientos expuestos al contaminante fueron estadisticamente

diferentes a su respectivo control.

En contraste con los resultados obtenidos, se ha registrado el 76 % de colonizacién de HMA
en Laguncularia racemosa y Avicennia germinans expuestas a 48,462 mg kg* de hidrocarburos
de petroleo intemperizado (Martinez-Hernandez et al., 2021). Trejo et al. (2013) registraron mayor
colonizacién (més del 60 %) con un corsorcio fangico de HMA (Acaulospora morrowiae, A.
spinosa, A. scrobiculata, Funneliformis mosseae, F. geosporum, Gigaspora rosea, Gi. decipiens,
Glomus macrocarpum, Gl. aggregatum, Rhizophagus intraradices, Scutellospora pellucida y
Claroideoglomus etunicatum) en Brachiaria decumbens expuestas a biodiesel. Hernandez-Ortega
et al. (2021) registraron 41.8 % de colonizacion por un consorcio de HMA (Glomus claroideum,
G. diaphanum y G. albidum) en Melilotus albus crecidas en presencia de diésel (7,500 mg kg™t).
Mientras que Ren et al. (2017) no hubo diferencias significativas en la colonizacion por G. mossea
en Sesbania cannabina crecida en suelo contaminado con fenantreno (200 mg kg™?) y pireno (200

mg kg1). Gao et al. (2011) reportaron porcentajes de colonizacion por Glomus mosseae (60.5 %)
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y con G. etunicatum (76.5 %), en alfalfa crecida ante fenantreno (103 mg kg) y pireno (74 mg

kgd).

La variacion en los porcentajes de colonizacion microrrizica puede deberse a la capacidad de
las especies de HMA para tolerar ciertas concentraciones de hidrocarburos y sus efectos tdxicos,
por su compatibilidad con la planta hospedera y su microbiota rizosférica, y por condiciones

ambientales y por la integracion fisiologica entre simbiontes (Rajtor y Piotrowska-Seget, 2016).

Los HMA modifican la exudacion de la raiz e inducen la liberacion de enzimas
oxidorreductasas que estan directamente relacionadas con la degradacion oxidativa de los
hidrocarburos, ademas ayudan a la atenuacion del estrés oxidativo en las plantas, y pueden
aumentar el volumen del sistema radical para favorecer mayor la absorcion de agua y nutrientes,
y contribuir en la estabilizacion de hidrocarburos en su micelio (Begum et al; 2019; Feng et al.,
2020; Kuila y Ghosh, 2022; Patel et al., 2022; Qian et al., 2022). Por lo anterior, los HMA tienen
efectos positivos en la estabilizacién de la planta en ambientes contaminadas, y mayor posibilidad

de desintoxicar suelos contaminados con hidrocarburos (Shukla et al., 2019).
Disminucién de la gasolina

Las plantas desempefian un factor importante en la biorremediacion de suelos contaminados
por hidrocarburos, y las raices contribuyen en la disipacion de contaminantes organicos para
reducir su biodisponibilidad mediante la estimulacion de la actividad microbiana en la rizosfera,

ademas de mejorar las condiciones fisicas y quimicas del suelo (Liu et al., 2004).

En la Figura 13A se muestra el porcentaje de gasolina que se encuentra en el suelo de acuerdo
al nivel de contaminacion, en los tratamientos inoculados se encontr6 menor porcentaje de

gasolina. En general, el porcentaje de gasolina estimada en el suelo de las plantas inoculadas fue
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estadisticamente diferente al suelo contaminado sin la inoculacion bacteriana. La planta de girasol
fue esencial para llevar a cabo la remocion de la gasolina en el suelo, pero de acuerdo con el
analisis estadistico, la inoculacion bacteriana aumento la remocion de la gasolina en el suelo, de

acuerdo con su nivel de contaminacion (Figura 13B).
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Figura 13. Efecto de Helianthus annuus sobre un suelo contaminado artificialmente con gasolina,
Contenido de gasolina disponible (A) y Porcentaje de gasolina removida con base a un suelo control sin
ningun tratamiento de biorremediacion (B). Barras con letras idénticas en la misma grafica no son
estadisticamente diferentes (LSD, o < 0.05). Media + error estandar, n = 3.
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Estos resultados fueron similares con los reportados por Wei et al. (2019), donde las plantas
Lolium perenne, Festuca ovina, Agropyron cristatum, Medicago sativa, Astragalus adsurgens
y Caragana korshinskii, promovieron la degradacion de hidrocarburos de petréleo en el suelo en
comparacion con el suelo sin planta. Nero (2020) evalu6 la capacidad de Jatropha curcas para
fitorremediar suelos contaminados con hidrocarburos, obteniendo disminuciones del 46.7 % y del

46.4 % en grasa total y de hidrocarburos totales de petroleo, respectivamente.

Fatima et al. (2018) registraron que la concentracion de petroleo crudo disminuyé hasta 85 %
por la presencia de Leptochloa fusca y Brachiaria mutica, inoculadas con microorganismos
endofitos. A su vez, Shen et al. (2016) repotaron que la eficiencia de eliminacién de petrdleo crudo
por Raphanus sativus y Triticum acstivnm aument6 hasta 64 % por la inoculacién de

microorganismaos.

La relacidn intima que se establece entre planta-microorganismo mejora la degradacion de los
hidrocarburos en el suelo, aumenta la tolerancia de las plantas hacia los contaminantes, induce la
liberacion de enzimas y metabolitos que permiten la degradacion de los contaminantes, y que al
mismo tiempo estimulan el crecimiento de la microbiota rizosférica con capacidad degradora de
contaminantes organicos (Petrova et al., 2017; Hou et al., 2019). Los microorganismos nativos
autoctonos cumplen un papel importante en la degradacion de los contaminantes organicos, y son

la base biologica para eliminar los hidrocarburos de petréleo del suelo (Guarino et al., 2017).
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VI. CONCLUSIONES

El girasol mostro tolerancia y adaptacién a la presencia de bajas concentraciones (200-1,600
mg kg™) de gasolina en el suelo. Sin embargo, las variables de crecimiento del girasol, fueron

afectadas cuando las concentraciones de gasolina en el suelo fueron de 2,400 y 3,200 mg kg™.

La cuantificacion de unidades formadoras de colonias permitio observar el efecto de la
exposicion del contaminante sobre las poblaciones bacterianas del suelo. La mayor poblacion de
bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico de vida libre se cuantifico en el suelo control, seguida

del suelo con mayor contaminacion con gasolina (3,200 mg kg™2).

Las bacterias nativas seleccionadas mostraron capacidad promotora del crecimiento vegetal, y
sus antecedentes bibliograficos denotan potencial en la aplicacién en sistemas de biorremediacion.
De acuerdo con las secuencias del gen 16S rRNA, las 10 cepas bacterianas seleccionas a partir del
suelo contaminado artificialmente, mostraron de 99-100 % de similitud con secuencias registradas
en la base de datos del GenBank. Las 10 cepas promotoras de crecimiento vegetal pertenecieron a
seis especies: Bacillus sp., Priestia megaterium, Massilia timonae, Streptomyces flavotricini,

Pseudomonas palleroniana y Sphingobium yanoikuyae.

Por ultimo, el girasol tuvo un papel esencial para disminuir la presencia del derivado de
hidrocarburo de petroleo (gasolina). La bioaumentacion no fue relevante en la produccion de
biomasa en las plantas del girasol; sin embargo, la inoculacion bacteriana tuvo un efecto notable
para disipar la gasolina en el proceso de fitorremediacion. El girasol inoculado con bacterias

nativas puede ser una alternativa efectiva para reducir la gasolina en el suelo contaminado.
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APENDICE
Apéndice A.

Aspecto del crecimiento del girasol (Helianthus annuus L.) en suelo contaminado con un
hidrocarburo de petréleo (gasolina) en diferentes concentraciones, en condiciones de invernadero

a los 20 dias después de la siembra.
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Apéndice B.

Pruebas bioquimicas de cepas seleccionadas. Prueba cualitativa de fijacion de nitrégeno en medio

semisolido NFb (A) y prueba cualitativa de solubilizacion de fosfatos en medio Pikovskaya (B).
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Apéndice C.

Arbol filogenético de las 10 bacterias (marcadas en circulos) aisladas de suelo

agricola
contaminado artificalmente con gasolina.
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Apéndice D.

Secuencias de las especies bacterianas identificadas. Las cepas bacterianas (SC1) Bacillus sp.,
(SC2) Priestia megaterium, (SC3) Massilia timonae, (SC4) Bacillus sp., (SC6) Streptomyces
flavotricini, (SC7) Pseudomonas palleroniana, (SC8) Streptomyces flavotricini, (SC11)

Sphingobium yanoikuyae, (SC12) Bacillus sp. y (SC15) Pseudomonas palleroniana.

Cepa SC1

aacagagttt gatcctggct caggatgaac gctggcggeg tgectaatac atgcaagtcg agcgaactga ttagaagctt
gcttctatga cgttagcgge ggacgggtga gtaacacgtg ggcaacctge ctgtaagact gggataactt cgggaaaccy
aagctaatac cggataggat cttctccttc atgggagatg attgaaagat ggtttcgget atcacttaca gatgggeccg cggtgcatta
gctagttggt gaggtaacgg ctcaccaagg caacgatgca tagccgacct gagagggtga tcggecacac tgggactgag
acacggccca gactcctacy ggaggcagca gtagggaatc ttccgcaaty gacgaaagtc tgacggagca acgecgegty
agtgatgaag gctttcgggt cgtaaaactc tgttgttagg gaagaacaag tacgagagta actgctcgta ccttgacggt
acctaaccag aaagccacgg ctaactacgt gccagcagec geggtaatac gtaggtggca agcgttatcc ggaattattg
ggcgtaaagc gcgegeagge ggtttcttaa gtctgatgtg aaagcccacy getcaaccgt ggagggtcat tggaaactgg
ggaacttgag tgcagaagag aaaagcggaa ttccacgtgt agcggtgaaa tgcgtagaga tgtggaggaa caccagtggc
gaaggcggct ttttggtctg taactgacge tgaggcgcga aagegtgggg agcaaacagg attagatace ctggtagtce
acgccgtaaa cgatgagtgc taagtgttag agggtttccg ccctttagtg ctgcagctaa cgcattaage  actccgectg
gggagtacgg tcgcaagact gaaactcaaa ggaattgacg ggggcccgca caageggtgg agcatgtggt ttaattcgaa
gcaacgcgaa gaaccttacc aggtcttgac atcctctgac aactctagag atagagegtt ccccttcggg ggacagagtg
acaggtggtg catggttgtc gtcagctcgt gtcgtgagat gttgggttaa gtcccgcaac gagegcaacce  cttgatctta
gttgccagea tttagttggg cactctaagg tgactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt caaatcatca
tgccecttat gacctggget acacacgtge tacaatggat ggtacaaagg gctgcaagac cgcgaggtca agccaatcce
ataaaaccat tctcagttcg gattgtaggc tgcaactcgc ctacatgaag ctggaatcgc tagtaatcgc ggatcagcat
gccgegggty aaatacgttc ccggggectt gtacacaccg cccgtcacac cacgagagtt tgtaacacce gaagtcggtg
gagtaaccgt aaggagctag ccgectaagg tgggacagat gattgggggt gaagtcgtaa caaggtagec gtatcgaaa
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Cepa SC2

caacagagtt tgatcctggc tcaggatgaa cgctggcgge gtgectaata catgcaagtc gagcgaactg attagaagct
tgcttctatg acgttagcgg cggacgggtg agtaacacgt gggcaacctg cctgtaagac tgggataact tcgggaaacc
gaagctaata ccggatagga tcttctectt catgggagat gattgaaaga tggtttcgge tatcacttac agatgggecc geggtgcatt
agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag gcaacgatgc atagccgacc tgagagggtg atcggecaca ctgggactga
gacacggcec agactcctac gggaggeage agtagggaat cttccgcaat ggacgaaagt ctgacggage aacgecgegt
gagtgatgaa ggctttcggg tcgtaaaact ctgttgttag ggaagaacaa gtacgagagt aactgcttgt accttgacgg
tacctaacca gaaagccacg gctaactacg tgccagcagc cgcggtaata cgtaggtgge aagegttatc cggaattatt
gggcgtaaag cgcgegeagg cggtttctta agtctgatgt gaaagcccac ggctcaaccyg tggagggtca ttggaaactg
gggaacttga gtgcagaaga gaaaagcgga attccacgtg tagcggtgaa atgcgtagag atgtggagga acaccagtgg
cgaaggcgge tttttggtct gtaactgacg ctgaggcgeg aaagegtggg gagcaaacag gattagatac cctggtagtc
cacgccgtaa acgatgagtg ctaagtgtta gagggtttcc gecctttagt getgecageta  acgeattaag  cactccgect
ggggagtacg gtcgcaagac tgaaactcaa aggaattgac gggggeccge acaageggtg gageatgtgg tttaattcga
agcaacgcga agaaccttac caggtcttga catcctctga caactctaga gatagagcgt tccccttcgg gggacagagt
gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgeaac  ccttgatctt
agttgccagc atttagttgg gcactctaag gtgactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc
atgccectta tgacctggge tacacacgtg ctacaatgga tggtacaaag ggctgcaaga ccgcgaggtc aagccaatce
cataaaacca ttctcagttc ggattgtagg ctgcaactcg cctacatgaa gctggaatcy ctagtaatcg cggatcagca
tgccgeggty aatacgttcc cgggecttgt acacaccgec cgtcacacca cgagagtttg taacacccga agtcggtgga
gtaaccgtaa ggagctagcc gectaaggtg ggacagatga ttggggtgaa gtcgtaacaa ggtagecgta tcggaaggtg
cggctggate acctecttaa gettggaate ccggg

Cepa SC3

caacagagtt tgatcctggc tcagattgaa cgctggcgge atgctttaca catgcaagtc gaacggcagc gcggggeaac
ctggcggega gtggcgaacy ggtgagtaat atatcggaac gtacccaaga gtgggggata acgtagcgaa agttacgcta
ataccgcata cgatctaagg atgaaagtgg gggatcgcaa gacctcatgc tcctggagcg gecgatatct gattagetag
ttggtgaggt aaaggctcac caaggcgacg atcagtagct ggtctgagag gacgaccagc cacactggaa ctgagacacg
gtccagactc ctacgggagg cagcagtggg gaattttgga caatgggegce aagectgatc cagcaatgcee gegtgagtga
agaaggcctt cgggttgtaa agctcttttg tcagggaaga aacggtagga gctaatatct cttgctaatg acggtacctg
aagaataagc accggctaac tacgtgccag cagccgeggt aatacgtagg gtgcaagegt taatcggaat tactgggegt
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aaagcgtgcg caggeggttt tgtaagtctg tcgtgaaage cccgggetca acctgggaat tgcgatggag actgcaaggc
ttgaatctgy cagagggggg tagaattcca cgtgtagcag tgaaatgcgt agagatgtgg aggaacaccy atggcgaagg
cagcecectg ggtcaagatt gacgcetcaty cacgaaageg tggggagcaa acaggattag ataccctggt agtccacgec
ctaaacgatg tctactagtt gtcggotttt aattaactty gtaacgcagc taacgcgtga agtagaccgc ctggggagta
cggtcgcaag attaaaactc aaaggaattg acggggaccc gcacaagcgg tggatgatgt ggattaattc gatgcaacgc
gaaaaacctt acctaccctt gacatgtcag gaagctcgga gagatctgag tgtgcccgaa agggaacctg aacacaggtg
ctgcatggct gtcgtcaget cgtgtcgtga gatgttgggt taagtcccgc aacgagcgca  acccttgtca  ttagttgcta
cgcaagagca ctctaatgag actgccggtg acaaaccgga ggaaggtggg gatgacgtca agtcctcatg geccttatgg
gtagggcttc acacgtcata caatggtaca tacagagggc cgccaacccy cgagggggag cCtaatcccag aaagtgtatc
gtagtccgga tcgcagtctg caactcgact gegtgaagtt ggaatcgcta gtaatcgegg atcagcatgt cgeggtgaat
acgttcccgg gtcttgtaca caccgeccgt cacaccatgg gagegggttt taccagaagt aggtagctta accgcaagga
gggcgcttac cacggtagga ttegtgactg gggtgaagte gtaacaaggt agecgtatcy gaaggtgegg ctggatcac

Cepa SC4

caacagagtt tgatcctggc tcaggatgaa cgctggcgge gtgectaata catgcaagtc gagcgaactg attagaagct
tgcttctatg acgttagcgg cggacgggtg agtaacacgt gggcaacctg cctgtaagac tgggataact tcgggaaacc
gaagctaata ccggatagga tettctectt catgggagat gattgaaaga tggtttcggc tatcacttac agatgggece geggtgceatt
agctagttgg tgaggtaacy gctcaccaag gcaacgatgc atagccgacc tgagagggtg atcggecaca ctgggactga
gacacggcec agactcctac gggaggeage agtagggaat cttccgcaat ggacgaaagt ctgacggage aacgecgegt
gagtgatgaa ggctttcggg tcgtaaaact ctgttgttag ggaagaacaa gtacgagagt aactgctcgt accttgacgg
tacctaacca gaaagccacg gctaactacy tgccagcagc cgcggtaata cgtaggtgge aagegttatc cggaattatt
gggcgtaaag cgcgegeagg cggtttctta agtctgatgt gaaagcccac ggctcaaccyg tggagggtca ttggaaactg
gggaacttga gtgcagaaga gaaaagcgga attccacgtg tagcggtgaa atgcgtagag atgtggagga acaccagtgg
cgaaggcgge tttttggtct gtaactgacg ctgaggegeg aaagegtggg gagcaaacag gattagatac cctggtagte
cacgccgtaa acgatgagtg ctaagtgtta gagggtttcc gecctttagt getgcageta acgcattaag  cactccgect
ggggagtacg gtcgcaagac tgaaactcaa aggaattgac gggggcccgc acaageggtg gageatgtgg tttaattcga
agcaacgcga agaaccttac caggtcttga catcctctga caactctaga gatagagegt tccccttcgg gggacagagt
gacaggtggt gcatggttgt cgtcagetcg tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgeaac  ccttgatctt
agttgccagc atttagttgg gcactctaag gtgactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc
atgccectta tgacctggge tacacacgtg ctacaatgga tggtacaaag ggctgcaaga ccgcgaggtc aagccaatce

cataaaacca ttctcagttc ggattgtagg ctgcaactcy cctacatgaa gctggaatcg ctagtaatcy cggatcagea
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tgccgegggt gaaatacgtt cccgggcectt gtacacaccg cccgtcacac cacgagagtt tgtaacacce gaagtcggty
gagtaaccgt aaggagctag ccgectaagg tgggacagat gattggggtg aagtcgtaac aaggtagecy tatc

Cepa SC6

aacagagttt gatcctggct caggacgaac gctggcggeg tgcttaacac atgcaagtcg aacgatgaag cccttcgggg
tggattagtg gcgaacgggt gagtaacacg tgggcaatct geccttcact ctgggacaag ccctggaaac ggggtctaat
accggatacg actgcggaag gcatcttccg tggtggaaag ctccggeggt gaaggatgag cccgeggect atcagettgt
tggtggggta atggectacc aaggcgacga cgggtagecg gectgagagg gegaccggec acactgggac tgagacacgg
cccagactce tacgggaggc agcagtgggg aatattgcac aatgggcgaa agectgatgc agegacgecg cgtgagggat
gacggecttc gggttgtaaa cctctttcag cagggaagaa gcgaaagtga cggtacctgc agaagaageg ccggctaact
acgtgccagc agccgeggta atacgtaggg cgcaagegtt gtccggaatt attgggegta aagagctcgt aggeggcttg
tcacgtcgga tgtgaaagcc cgaggcttaa cctcgggtct geattcgata cgggctaget agagtgtggt aggggagatc
ggaattcctg gtgtagcggt gaaatgcgca gatatcagga ggaacaccgg tggcgaagge ggatctctgg gcecattactg
acgctgagga gcgaaagcegt ggggagcgaa caggattaga taccctggta gtccacgecg taaacgttgg gaactaggtg
ttggcgacat tccacgtcgt cggtgecgea gcetaacgeat taagttccce gectggggag tacggecgca aggctaaaac
tcaaaggaat tgacgggggc ccgcacaagc ggcggageat gtggcttaat tcgacgcaac gegaagaacc ttaccaagge
ttgacatata ccggaaagca ttagagatag tgcccccctt gtggtcggta tacaggtggt geatggetgt cgtcagcetcg
tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagegcaac ccttgtcctg tgttgecage atgeccttcg  gggtgatggg
gactcacagg agaccgccgg ggtcaactcg gaggaaggtg gggacgacgt caagtcatca tgecccttat gtcttgggct
gcacacgtgc tacaatggcc ggtacaatga gctgcgatac cgtgaggtgg agcgaatctc aaaaagcecgg tctcagttcy
gattggggtc tgcaactcga ccccatgaag tcggagtcgc tagtaatcgc agatcagcat tgctgeggtg aatacgttee

cgggcecttgt acacaccgec cgtcacgtca cgaaagtcgg taacacccga agccggtgge ccaacccttg tggagggage

tgtcgaaggt gggactggeg attgggacga agtcgtaaca aggtagecgt accggaaggt geggctggat

Cepa SC7

aacagagttt gatcctggct caggacgaac gctggcggeg tgettaacac atgcaagtcg aacgatgaag cccttcgggg
tggattagtg gcgaacgggt gagtaacacg tgggcaatct geccttcact ctgggacaag ccctggaaac ggggtctaat
accggatacg actgcggaag gcatcttccg tggtggaaag ctccggeggt gaaggatgag cccgeggect atcagettgt

tggtggggta atggectacc aaggcgacga cgggtagecg gectgagagg gegaccggec acactgggac tgagacacgg
cccagactce tacgggaggc agcagtgggg aatattgcac aatgggcgaa agectgatge agcgacgecg cgtgagggat
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gacggccttc gggttgtaaa cctctttcag cagggaagaa gcgaaagtga cggtacctgc agaagaagcg ccggctaact
acgtgccagc agccgeggta atacgtaggg cgcaagegtt gtccggaatt attgggegta aagagetcgt aggeggcttg
tcacgtcgga tgtgaaagcc cgaggcttaa cctcgggtct geattcgata cgggctaget agagtgtggt aggggagatc
ggaattcctg gtgtagcggt gaaatgcgca gatatcagga ggaacaccgg tggcgaagge ggatctctgg gecattactg
acgctgagga gcgaaagegt ggggagcgaa caggattaga taccctggta gtccacgeeg taaacgttgg gaactaggtg
ttggcgacat tccacgtcgt cggtgccgca gctaacgeat taagttccce gectggggag tacggecgea aggctaaaac
tcaaaggaat tgacgggggc ccgcacaagc ggcggageat gtggcttaat tcgacgcaac gcgaagaace ttaccaaggc
ttgacatata ccggaaagca ttagagatag tgcccccctt gtggtcggta tacaggtggt geatggctgt cgtcagetcg
tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagegcaac ccttgtcctg tgttgccage  atgeccttcg  gggtgatggg
gactcacagg agaccgccgg ggtcaactcy gaggaaggtg gggacgacgt caagtcatca tgecccttat gtcttgggct
gcacacgtgc tacaatggcc ggtacaatga gctgcgatac cgtgaggtgg agcgaatctc aaaaagecgg tctcagttcg
gattggggtc tgcaactcga ccccatgaag tcggagtcge tagtaatcgc agatcagcat tgctgcggtg aatacgttce

cgggcecttgt acacaccgec cgtcacgtca cgaaagtcgg taacacccga agecggtgge ccaacccttg tggagggage

tgtcgaaggt gggactggeyg attgggacga agtcgtaaca aggtageegt accggaaggt geggcetggat

Cepa SC11

gtttgatcct ggctcagaac gaacgctggc ggeatgecta atacatgcaa gtcgaacgag atcttcggat ctagtggegc
acgggtgcgt aacgegtggg aatctgecct tgggttcgga ataacttcty gaaacggaag ctaataccgg  atgatgacgt
aagtccaaag atttatcgcc caaggatgag cccgegtagg attagctagt tggtggggta aaggeccacc aaggcgacga
tccttagetg gtctgagagg atgatcagec acactgggac tgagacacgg cccagactce tacgggagge agcagtaggg
aatattggac aatgggcgaa agcctgatcc agcaatgecg cgtgagtgat gaaggectta gggttgtaaa  gctcttttac
ccgggatgat aatgacagta ccgggagaat aagctccgge taactccgtg ccagcagecg cggtaatacg gagggagcta
gcgttgttcy gaattactgg gegtaaageg cacgtaggcg gctattcaag tcagaggtga aagcccgggg ctcaaccecg
gaactgcctt tgaaactaga tagcttgaat ccaggagagg tgagtggaat tccgagtgta gaggtgaaat tcgtagatat
tcggaagaac accagtggcg aaggcggcetc actggactgg tattgacget gaggtgcgaa agegtgggga gcaaacagga
ttagataccc tggtagtcca cgecgtaaac gatgataact agetgtcagg geacatggtg ttttggtgge gcagcetaacy cattaagtta
tccgectggg gagtacggtc gcaagattaa aactcaaagg aattgacggg ggectgcaca ageggtggag catgtggttt
aattcgaagc aacgcgcaga accttaccaa cgtttgacat ccctatcgcg gatcgtggag acactttcct tcagttcgge
tggataggtg acaggtgctg catggctgtc gtcagetcgt gtcgtgagat gttgggttaa gtcccgcaac gagegcaace
ctcgccttta gttgccagea tttagttggg tactctaaag gaaccgecgg tgataagecg gaggaaggtg gggatgacgt
caagtcctca tggeccttac gegttggget acacacgtgc tacaatggceg actacagtgg geagecacct cgcgagaggg

109



agctaatctc caaaagtcgt ctcagttcgg atcgttctct gcaactcgag agcgtgaagg cggaatcgct agtaatcgeg
gatcagcatg ccgcgggtga atacgttccc aggcecttgta cacaccgecc gtcacaccat gggagttgga ttcactcgaa
ggcgttgage taaccgtaag gaggcaggcg accacagtgg gtttagcgac tggggtgaag tcgtaacaag gtagecgtag
gggaacctge ggetggatca cctectt

Cepa SC12

aacagagttt tgatcctggc tcaggatgaa cgctggcgge gtgectaata catgcaagtc gagcgaactg attagaagct
tgcttctatg acgttagcgg cggacgggtg agtaacacgt gggcaacctg cctgtaagac tgggataact tcgggaaacc
gaagctaata ccggatagga tcttctectt catgggagat gattgaaaga tggtttcggc tatcacttac agatgggece geggtgceatt
agctagttgg tgaggtaacg gctcaccaag gcaacgatgc atagccgacc tgagagggtg atcggecaca ctgggactga
gacacggcec agactcctac gggaggeage agtagggaat cttccgcaat ggacgaaagt ctgacggage aacgecgegt
gagtgatgaa ggctttcggg tcgtaaaact ctgttgttag ggaagaacaa gtacgagagt aactgctcgt accttgacgg
tacctaacca gaaagccacg gctaactacg tgccagcagc cgcggtaata cgtaggtgge aagegttatc cggaattatt
gggcgtaaag cgcgegeagg cggtttctta agtctgatgt gaaagcccac ggctcaaccyg tggagggtca ttggaaactg
gggaacttga gtgcagaaga gaaaagcgga attccacgtg tagcggtgaa atgcgtagag atgtggagga acaccagtgg
cgaaggcgge tttttggtct gtaactgacg ctgaggegeg aaagegtggg gagcaaacag gattagatac cctggtagtc
cacgccgtaa acgatgagtg ctaagtgtta gagggtttcc gecctttagt getgcageta acgcattaag  cactccgect
ggggagtacg gtcgcaagac tgaaactcaa aggaattgac gggggcccgc acaageggtg gageatgtgg tttaattcga
agcaacgcga agaaccttac caggtcttga catcctctga caactctaga gatagagegt tccccttcgg gggacagagt
gacaggtggt gcatggttgt cgtcagetcg tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgeaac  ccttgatctt
agttgccagc atttagttgg gcactctaag gtgactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacy tcaaatcatc
atgccectta tgacctggge tacacacgtg ctacaatgga tggtacaaag ggctgcaaga ccgcgaggtc aagccaatce
cataaaacca ttctcagttc ggattgtagg ctgcaactcg cctacatgaa gctggaatcg ctagtaatcg cggatcagca
tgccgegggt gaatacgttc ccgggecttg tacacaccgc ccgtcacace acgagagttt gtaacacccg aagtcggtgg
agtaaccgta aggagctagce cgcctaaggt gggacagatg attggggtga agtcgtaaca aggtagecgt atcgg

Cepa SC15

caacagagtt tgatcctggc tcagattgaa cgctggcgge aggectaaca catgcaagtc gagcggtaga gagaagcttg
cttctcttga gagcggcgga cgggtgagta atgectagga atctgectgg tagtggggga taacgttcgg aaacggacge
taataccgca tacgtcctac gggagaaagc aggggacctt cgggecttge gctatcagat gagectaggt cggattaget
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agttggtgag gtaatggctc accaaggcga cgatccgtaa ctggtctgag aggatgatca gtcacactgg aactgagaca
cggtccagac tcctacggga ggcagcagtg gggaatattg gacaatgggc gaaagectga tccagecatg ccgegtgtgt
gaagaaggtc ttcggattgt aaagcacttt aagttgggag gaagggcagt tgcctaatac gtaactgttt tgacgttacc gacagaataa
gcaccggcta actctgtgec agcagccgeg gtaatacaga gggtgcaage gttaatcgga attactggge gtaaagegceg
cgtaggtggt ttgttaagtt ggatgtgaaa tccccggget caacctggga actgeattca aaactgactg  actagagtat
ggtagagggt ggtggaattt cctgtgtagc ggtgaaatgc gtagatatag gaaggaacac cagtggcgaa ggcgaccacce
tggactgata ctgacactga ggtgcgaaag cgtggggagc aaacaggatt agataccctg gtagtccacg ccgtaaacga
tgtcaactag ccgttggaag ccttgagctt ttagtggcgc agctaacgca ttaagttgac cgectgggga  gtacggecgc
aaggttaaaa ctcaaatgaa ttgacggggg cccgcacaag cggtggagea tgtggtttaa ttcgaagcaa cgcegaagaac
cttaccaggc cttgacatcc aatgaacttt ccagagatgg attggtgcct tcgggaacat tgagacaggt gctgcatgge
tgtcgtcage tegtgtegtg agatgttggg ttaagtcceg taacgagege aacccttgte cttagttace agcacgttat ggtgggeact
ctaaggagac tgccggtgac aaaccggagg aaggtgggga tgacgtcaag tcatcatgge ccttacggec tgggctacac
acgtgctaca atggtcggta caaagggttg ccaagccgcg aggtggaget aatcccataa aaccgatcgt agtccggatc
gcagtctgca actcgactgc gtgaagtcgg aatcgctagt aatcgcgaat cagaatgtcg cggtgaatac gttcceggge
cttgtacaca ccgcccgtca caccatggga gtgggttgca ccagaagtag ctagtctaac cttcgggagg acggttacca
cggtgtgatt catgactggg gtgaagtcgt aacaaggtag ccgtagggga acctgeggcet ggatcacctce ctta
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Apéndice E.

Aspeto del crecimiento de las plantas Helianthus annuus, con o sin la inoculacion con
microorganismos benéficos, crecidas en un suelo artificialmente contaminado con hidrocarburos

de petréleo (gasolina), a los 60 dias después de la siembra en condiciones de invernadero.

3200 + con
1600 + 3200 + e ool
0+ con COonsorcio

- . con sin B
0 + sin consorcio bacteriano
bacterias bacteriano bacterias

consorcio bacterias
bacteriano T 4 -

Aplicacion de gasolina (mg kg?t)
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Apéndice F.

Cromatogramas obtenidos del analisis de las muestras de suelo mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. A) 1,600 + plantas + sin bacterias, B) 1,600 + plantas + con
consorcio bacteriano, C) 1,600 + sin bacterias + sin planta, D) 3,200 + sin bacterias + sin planta,

E) 3,200 + plantas + sin bacterias, F) 3,200 + plantas + con consorcio bacteriano.
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