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RESUMEN

El queroseno afecta de manera negativa la
actividad bioldgica del suelo, asi como el creci-
miento y desarrollo de las plantas. Para analizar
lo anterior, se evalud este contaminante en avena
(Avena sativa), cebada (Hordeum vulgare), pasto
(Chloris gayana) y trigo (Triticum aestivum), en
las poblaciones microbianas de la rizésfera y el
rizoplano, asi como el porcentaje de degradacion
del contaminante en suelo rizosférico. Se empled
un disefio experimental completamente al azar
con un arreglo factorial 2 x 4, con 8 tratamientos
y 5 repeticiones en cada uno. Los factores fueron
dosis de queroseno (0 y 2000 mg.kg™!) y especie
de planta. A los 56 dias de haber establecido el
experimento, el suelo contaminado redujo de
manera significativa (p<0,05) el drea foliar, la
materia seca total y el volumen radical de las 4
gramineas, con respecto a las establecidas en el
suelo sin contaminar. En el suelo contaminado se
incrementaron las poblaciones de bacterias tota-
les en el rizoplano y la rizésfera de las plantas;
mientras que las que emplearon el hidrocarburo
como fuente de carbono se incrementaron en
el rizoplano. La colonizacién micorrizica fue
del 28,8 al 15,7% y al contaminar el suelo se
redujo del 11,4 al 5%; sin embargo, el hongo
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ABSTRACT

Kerosene biodegradation in the
grasses’ rizosphere under greenhouse
conditions. Kerosene affects in a negative way
the soil biological activity, also the growth
and development of the plant. To examine the
aforesaid, this contaminant was evaluated in oats
plants (Avena sativa), barley (Hordeum vulgare),
grass (Chloris gayana) and wheat (Triticum
aestivum), in the microbial populations of the
rizosphere and rhizoplane. Also determined was
the contaminant’s degradation percentage in
the rizospheric soil of the different grasses. A
completely at random experimental design with
a 2x4 factorial arrangement, was used, with 8
treatments and 5 repetitions each. The factors
were kerosene doses (0 and 2000 mg.kg -') and
plant species. At 56 days after establishment of
the experiment, the contaminated soil reduced
significantly (p<0.05), the foliar area, the total
dry matter and the root volume of the 4 grasses,
compared to those established in soil without
contamination. In the contaminated soil the total
microbial populations in the rhizoplane and the
plant rizosphere increased; while those that used
the hydrocarbon as carbon source increased in
the rhizoplane. The mycorrhizal colonization
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endomicorrizico realizé sus funciones aun con
la presencia del hidrocarburo en el suelo. La
rizésfera de avena permitié una degradacion de
queroseno del 84.4%, mientras que la de pasto
solo del 39,6%. Es conveniente ampliar los estu-
dios rizosféricos con otro contaminante organico
para determinar la efectividad de la rizdsfera de
avena y evaluar si el hidrocarburo se acumula en
sus tejidos.

INTRODUCCION

La actividad petrolera en México es de
suma importancia por las divisas que genera; sin
embargo, es una fuente potencial de contamina-
cion, en donde los mayores problemas ocurren
durante la explotacién, la refinacién, el alma-
cenamiento y el transporte (Pérez et al. 2000).
Uno de los compuestos derivados del petrdleo es
el queroseno, el cual al derramarse en el suelo
se convierte en un contaminante que afecta de
manera negativa sus propiedades. El queroseno
es una mezcla compleja de hasta 260 compuestos
alifaticos y aromdticos (C6-C17, mds posible-
mente 2000 formas isoméricas), que incluye
diversas concentraciones de tdxicos potencia-
les, tales como el benceno, n-hexano, tolueno,
xileno, trimetilpentano, metoxietanol y algunos
hidrocarburos aromaticos policiclicos como el
naftaleno y n-propilbenceno e isémeros como el
trimetilbenceno (Ritchie et al. 2003).

La rizésfera de las plantas proporcio-
na condiciones favorables para las poblaciones
microbianas y su diversidad, constituida prin-
cipalmente por bacterias y hongos, provee un
microambiente complejo y dindmico, donde la
microflora en asociacién con las raices forman
comunidades tnicas que responden a exudados
radicales (Lopez et al. 2005). La endomicorri-
za es una simbiosis mutualista entre plantas y
hongos, facilita la absorcién de nutrimentos al
aumentar el volumen de absorcién de la raiz,
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went from 28.8 to 15.7%, and when the soil was
contaminated it was reduced from 11.4 to 5%;
however, the endomycorrizal fungus performed
its functions even with the hydrocarbon present in
the soil. The oats rizosphere allowed a kerosene
degradation of 84.4%, while that of the grass only
39.6%. It is convenient to expand the rizospheric
studies with another organic contaminant, to
determine the oats’ rizospheric effectiveness and
to evaluate if the hydrocarbon is accumulated in
its tissues.

y mejora el establecimiento y desarrollo de las
plantas en suelos contaminados (Gaspar et 4l.
2002). La intensidad del dafio a las plantas y
la capacidad para la degradacién a través de la
rizosfera dependen de la concentracién y tipo
del contaminante, la especie vegetal, la edad,
sus exudados, el tipo de suelos y sus propieda-
des (Chaineau et al. 2000, Ferrera et al. 2007).
Yateem et 4l. (2000) investigaron la degradacién
de hidrocarburos totales del petréleo en un suelo
rizosférico de alfalfa (Medicago sativa), haba
(Vicia faba) y pasto Ryegrass (Lolium perenne),
aunque las plantas exhibieron un crecimiento
normal con el 1% de hidrocarburos en el suelo;
la degradacién fue mayor en alfalfa y haba con el
36,6 y 35,6%, respectivamente, comparado con el
24% de la rizésfera de pasto. Por otro lado, Pérez
et 4l. (2000) y Hernédndez et al. (2003) menciona-
ron que en la rizésfera de frijol contaminada con
queroseno se encuentran poblaciones de bacterias
fijadoras de nitrégeno atmosférico capaces de uti-
lizar al contaminante como fuente de carbono y
energia, lo que las coloca como microorganismos
biodegradadores (hidrocarbonoclastas). Quifiones
et 4l. (2003) reportaron que una concentracion de
25 000 mg.kg! de petréleo en el suelo favorecié
el crecimiento de plantulas de maiz, debido a
que en su rizésfera proliferaron rizobacterias,
las cuales promueven el crecimiento de las plan-
tas; mientras que con una concentraciéon de 30
000 mgkg! de petrdleo y con la adicién de
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enmiendas orgdnicas, se beneficia el desarrollo
de maiz (Marques et 4l. 2010).

Por lo anterior, el objetivo del estudio fue
evaluar el efecto de 2000 mg.kg! de queroseno
sobre el crecimiento y el desarrollo de avena
(Avena sativa), cebada (Hordeum vulgare), trigo
(Triticum aestivum) y pasto Rhodes (Chloris
gayana), y su degradacion en la rizdsfera.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarrolldé bajo condi-
ciones de invernadero; el suelo se colectd en el
campo experimental de Lomas de San Juan, per-
teneciente a la Universidad Auténoma Chapingo,
Municipio de Texcoco, Estado de México. Una
vez que el suelo se trasladé al laboratorio, se tomé
una muestra para determinar pH, materia organi-
ca, capacidad de intercambio catidnico, textura,
densidad aparente, N-inorgénico, P, K, Ca, Mg, Fe,
Cu,Zn y Mn, con base en los métodos que estable-
ce la NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF 2002).

Se emplearon semillas de avena, cebada,
trigo y pasto, con un porcentaje de germinacion
de 80, 85, 95 y 95%, respectivamente. Se agregd
a charolas de pldstico una mezcla estéril de suelo-
germinaza (1:1 v/v) y se colocaron las diferentes
semillas. Después de la emergencia de las plantu-
las (7 dias) se realizé el trasplante a macetas. En
ese momento se inoculé con la cepa del hongo
endomicorrizégeno Glomus intraradix, propa-
gado en plantas de sorgo; el indculo consistid
en raices con 81,7% de colonizacién total y 680
esporas por 100 g de arena.

El disefio experimental fue completamente
al azar con un arreglo factorial 2 x 4 (8 tratamien-
tos con 5 repeticiones en cada uno). Los factores
fueron dosis de queroseno (0 y 2000 mg.kg!) y
tipo de planta (avena, cebada, pasto y trigo). Para
la contaminacion del suelo, se realizé una mezcla
homogénea de agua y queroseno mediante una
agitacion rdpida, para enseguida incorporarla
al suelo. Se trasplantaron las pldntulas a cada
unidad experimental y al mismo tiempo se agre-
garon 15 g de inoculd del hongo endomicorrizico.
El suelo se mantuvo a humedad constante por

56 dias. Al término, las plantas se cortaron a ras
de suelo, se separaron las hojas para medir el
area foliar con un medidor, modelo LI-31000 A
LICOR. La raiz se separ6 de la parte aérea, se
lavé con agua destilada y luego se determiné el
volumen radical mediante el volumen desplazado
de agua por la raiz. Las plantas se secaron a 75°C
hasta obtener peso constante. Las raices libres de
suelo de las diferentes gramineas se colocaron
en cdpsulas esterilizables y se depositaron en un
vaso de precipitado al que se le agregé KOH al
10%, el clareo se realizé en una olla de presién
por 10 min a 10 Ib. Se retiré el KOH y se agregd
H,0, al 10% por 3 min (blanqueo); se realizé un
enjuague y se cubrieron las cdpsulas con HCI al
10% por 3 min (acidificacién); se agregd azul de
tripano con lactoglicerol al 0,05% y se colocé
el vaso de precipitado con las cdpsulas en una
olla de presién por 10 min a 10 1b (tincién). Los
segmentos de raiz se colocaron en un portaob-
jetos para observarlos al microscopio Optico; se
registré la presencia o ausencia de hifas, vesiculas
y arbusculos para determinar el porcentaje de
colonizacion total (Phillips y Hayman 1970).

Las poblaciones microbianas totales (bac-
terias, bacterias fijadoras de nitrégeno atmosféri-
co de vida libre y hongos) y aquellas que toleran
queroseno se determinaron por el método de
dilucién y cuenta viable de unidades formadoras
de colonias (UFC) crecidas en cajas Petri con
medio de cultivo especifico para cada grupo
microbiano (Clark 1965 y Parkinson 1982). De
los tratamientos se tomaron 10 g de raiz sin lavar
(suelo de rizoplano) y 10 g de suelo circundan-
te a la raiz (suelo rizosférico). Para cuantificar
bacterias totales se usd agar nutritivo (Marca
Baker), para hongos totales papa dextrosa agar
(PDA, Marca Baker) y para bacterias fijadoras de
nitrégeno atmoésferico (BFNA) medio de carbén
combinado (Rennie 1981) (por I: 0,2 ¢ KH,PO,;
0,8 g K,HPO,; 0,1 g NaCl; 4,9 ml FeEDTA;
0,025 g Na,MoO,.2H,0; 0,2 g MgSO,.7H,0;
0,06 g CaCl,.2H,0; 0,1 g extracto de levadura; 5
g manitol; 5 g sacarosa; 0,5 ml lactato de sodio
(60% v/v): 5 ug biotina y 10 pg acido p-amino
benzoico; pH 7). Para las poblaciones de bacterias
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tolerantes al queroseno se us6 el medio mine-
ral (Morales 1969) (por 1: 5 ¢ KH,PO,; 2,5 ¢
MgSO,.7H,0; 0,8 g CaCl,.2H,0; 7 ¢ NH,Cl; 80
pg CuSO,.5H,0; 200 pug KI; 400 ug FeCl,.6H,0;
800 g MnSO,.7H,0; 800 ug ZnSO,.7H,O; 400
ug Na,MoO,.7H,0: 30 ug actidiona; pH 7. Para
las bacterias fijadoras de nitrégeno tolerantes
al contaminante el medio carbon combinado;
modificado por Herndndez et al. (2003) (por I:
0,2 ¢ KH,PO,; 0,8 ¢ K,HPO,; 0,1 g NaCl; 4,9
ml FeEDTA; 0,025 g Na,MoO,.2H,0; 0,2 g
MgSO,.7H,0; 0,06 g CaCl,.2H,0: 5 ug biotina
y 10 ug 4cido p-amino benzoico; pH 7) y final-
mente para las poblaciones de hongos tolerantes
a queroseno el medio mineral agar+rosa de
bengala (por I: 3 ¢ NH,NO;; 1 g KH,PO,; 0,5 g
MgSO,.7H,0; 0,5 g KCl: 40 ug de estreptomici-
na; pH 7). En los 3 casos el queroseno se aplicd
en papel embebido y adherido en el interior de la
contratapa de la caja de Petri. Las cajas se incu-
baron de 24-72 h a 28°C.

A los 56 dias se determind la degradacion
del queroseno en suelo rizosférico; la extraccién
se realizé6 con hexano grado HPLC (Marca
SIGMA) en un equipo soxhlet con un reflujo de 8
h a 69°C. Los extractos se llevaron a sequedad en
un rotavapor; luego se agregaron 2 ml de hexano
y nuevamente a sequedad; posteriormente se

Cuadro 1. Pardmetros edéficos y nutrimentales del suelo.

agregaron 5 ml de iso-octano y se filtraron por
un cartucho C,. Para la lectura de las muestras
se utilizé un cromatégrafo de liquidos (HPLC)
marca Varian 9012 con un detector UV-VIS
Varian 9050, columna C,¢; la fase mévil fue ace-
tonitrilo (CH,CN) 80% y agua 20% con un flujo
de 0,5 ml min’!, Ia longitud de onda utilizada para
la deteccion fue de 254 nm (Wild et 4l. 1990).
Los datos se sometieron a un andlisis de varianza
y se us6 la prueba de comparacién de medias de
Tukey (p=<0,05) con el programa Statgraphics
Centurion XVI (StatPoint Technologies 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del queroseno en la planta

En el Cuadro 1 se presentan los valores de
los pardmetros eddficos y nutrimentales del suelo
utilizado en el experimento.

El suelo present6 una baja fertilidad, el pH
fue medianamente alcalino; la materia orgdnica,
capacidad de intercambio catiénico, N-inorga-
nico y P se encontraron en concentraciones
bajas, K, Ca y Mg fueron aceptables. Fe y Cu
se encontraron en niveles adecuados, mientras
que Zn y Mn en concentraciones deficientes,

Pardmetro Valor
pH 7.6
Materia orgdnica (%) 0,5
Capacidad de intercambio catiénico [cmol(+).kg™'] 14,5
N-inorgédnico (mg.kg") 23
P (mg.kgh) 2,3
K (mgkg™") 238
Ca (mg.kg™") 3813
Mg (mg.kg™!) 730,3
Fe (mg.kg™) 4.8
Cu (mg.kg™) 02
Zn (mg.kg™") 0,4
Mn (mg.kg™) 0,5
Textura Franco arcillosa
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de acuerdo con la clasificacién que establece la
NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF 2002). La
textura del suelo empleado presentd un contenido
de arcilla importante y con ello una superficie
especifica mayor que en consecuencia propor-
ciona un incremento en el contacto microorga-
nismo-hidrocarburo. Garcia et 4l. (2012) sefialan
que una textura franco-arcillo-arenosa favorece
el proceso de biodegradacion de los hidrocarbu-
ros totales, particularmente en los componentes
saturados, en comparacién con el suelo de textu-
ra arenosa.

Las plantas a los 56 dias presentaron
una reduccién significativa (p<0,05) en drea
foliar, materia seca y volumen radical cuando se
contaminé el suelo. En el suelo sin contaminar
se encontraron diferencias estadisticas (p<0,05)
entre las especies de plantas para las 3 variables
estudiadas (Cuadro 2). La interaccion especie de
planta X dosis fue significativa (p<0,05) en todas
las variables, lo que indica que por lo menos
alguna de las especies evaluadas es mds sensible

al efecto negativo del queroseno. Las plantas al
crecer en el suelo contaminado presentaron una
clorosis y reduccién en su crecimiento, lo que
pudo deberse a la presencia de queroseno, a la
deficiencia de nutrimentos en el suelo empleado
o a la capa hidrofébica que forman los hidro-
carburos alrededor de la raiz, lo que impide la
absorciéon de nutrimentos y agua (Gaspar et al.
2002). Con una concentracién de queroseno de
400 mgkg!, Pérez et 4l. (2010) reportaron que
plantas de maiz presentaron una mayor altura;
sin embargo, existi6 un menor desarrollo radi-
cal. Thompson et dl. (2008) reportaron que en
suelos contaminados con pireno 1000 mg.kg' el
pasto Cynodon dactylon L., tuvo una reduccién
en el crecimiento del tallo, biomasa radical y la
longitud de la raiz. Por otro lado, las plantas de
trigo y maiz son gramineas que mostraron un
mayor crecimiento en un suelo contaminado con
una mezcla de hidrocarburos (1% diesel/aceite) a
diferencia de lo encontrado en este trabajo con la
planta de trigo.

Cuadro 2. Variables agronémicas de avena, cebada, pasto y trigo a los 56 dias en un suelo sin contaminar y contaminado con

queroseno.
(inll;f;_?;] © Planta Area foliar (cm?) Materia seca (g) Volumen radical (cm?)
0 Avena 138,4x11,1 b 59+04 a 10,3+0,3 b
Cebada 1153+12,6 b 3,6+0,5b 10,9+0.1 b
Pasto 506,9+23,6 a 5,4+0,1 a 20,7+0,7 a
Trigo 122,676 b 4,9+0,3 ab 10,7+0,2 b
2000 Avena 42+0,7b 0,1+£0,03 a 1,5+0,2 ¢
Cebada 11,3+1,3 a 0,1+0,02 ab 4,0+0,1 a
Pasto 0,8+0,3 ¢ 0,05+0,01 b 0,7+0,05 d
Trigo 3,7+0,1 be 0,1+0,0 b 2,3+0,1 b
Factores
Planta (A) 0,00 0,00 0,00
Queroseno (B) 0,00 0,00 0,00
Interaccién de Ay B 0,05 0,003 0,05

Letras diferentes en la columna por dosis indican que existe una diferencia estadisticamente significativa. Prueba de medias

Tukey +EE (p<0,05). n=5.
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Poblaciones microbianas

El tipo de planta, la dosis de queroseno y la
interaccién de ambos factores tuvieron un efecto
significativo en la poblacion total de bacterias, las
BFNA y los hongos totales (p<0,05) tanto en el
suelo de rizoplano como en el rizosférico (Cua-
dro 3). En el suelo de rizoplano sin contaminar,
las bacterias fueron significativamente mayores
en trigo, las BFNA en cebada y el nimero de
hongos totales en avena (p<0,05). En el suelo
rizosférico, las bacterias y las BFNA fueron sig-
nificativamente mds altas en el pasto, mientras
que los hongos en cebada (p<0,05). Por otro lado,
en el suelo de rizoplano contaminado las bacte-
rias y hongos totales fueron significativamente
mayores en trigo (p<0,05) y las poblaciones
de BFNA en cebada (p=<0,05). Al comparar las
poblaciones microbianas en el rizoplano entre los
tratamientos no-contaminados y contaminados,
se observd que la poblacién de bacterias totales

AGRONOMIA COSTARRICENSE

se increment6 substancialmente con la adicién de
queroseno (Cuadro 3). En tanto, en la rizdsfera
la poblacién de bacterias fue significativamente
mayor en trigo y las BFNA en el pasto; mientras
que, los hongos en cebada. La rizésfera provee un
microambiente complejo y dindmico, donde las
bacterias y hongos en asociacién con las raices
forman comunidades tnicas que responden a
exudados radicales, los cuales cumplen un papel
significativo en la degradacién de contaminantes.
Algunos compuestos organicos exudados por las
raices; por ejemplo, fendlicos, dcidos orgdnicos,
alcoholes y proteinas son fuente de carbono y
nitrégeno para el crecimiento y supervivencia de
microorganismos que son capaces de tolerar y
degradar contaminantes orgdnicos (Hong et 4l.
2011). Etuk et 4l. (2012) reportan que en un suelo
contaminado con queroseno se tuvo un intervalo
de 2,2 x 103 a 3,4 x 10° UFC/g de bacterias y 1,4
x 10% a 2,3 x 10* UFC/g de hongos, poblaciones
menores a las encontradas en este trabajo.

Cuadro 3. Poblaciones microbianas totales en gramineas a los 56 dias.

Rizoplano Rizésfera
UFC x 103 UFC x 10°
Queros_e]:no Planta Bacterias BEN' Hongos Bacterias BEN' Hongos
(mg.kg™) totales totales totales totales
0 Avena 19,7+0,5 b 74+0,2 b 32,240,.8 a 8,1+0,3 ab 6,6+0,2 ¢ 18,8+0,3 b
Cebada 17,5¢04 ¢ 10,1£0,2 a 248+1,0b 8,0+0.4 b 10,6+0,3 b 20,4+0,5 a
Pasto 17,4+04 ¢ 74+0,2 b 15,8+0,2 ¢ 9,6+0,3 a 13,1+0,3 a 14,8+0,2 ¢
Trigo 38,1+0,6 a 9,7£0,3 a 31,6+0.8 a 8,7+0,3 ab 6,2+0,2 ¢ 154+04 ¢
2000 Avena 22,1+09 ¢ 6,2+0,09 ¢ 6,6+0,06 b 12,8+0,5d 3,5+0,1 b 5,2+0,06 a
Cebada 25,6+1.1¢ 8,3+0,06 a 59+0,1 ¢ 18,9+0.4 ¢ 7,6+£0,03 a 5,5+0.,1 a
Pasto 31,3+0,8 b 7,8+0,1 b 4,5+0,1 d 24,9+0,7b 79+0,09 a 2,8+0,09 b
Trigo 58,6+1,3 a 5,6+£0,05d 74+0,09 a 31,1+09 a 3,1£0,03 ¢ 54+0.1 a
Factores
Planta (A) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Queroseno (B) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Interaccion de Ay B 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Letras diferentes en la columna por dosis indican que existe una diferencia estadisticamente significativa.
Prueba de medias Tukey=EE (p<0,05). n=5. 'BFN: Bacterias fijadoras de nitrégeno.

En el Cuadro 4 se observan las pobla-
ciones de microorganismos que utilizan a los
hidrocarburos del queroseno como fuente de
carbono y energia. En el suelo sin contaminar,

en el rizoplano del pasto se observé un mayor
nimero de bacterias y hongos; mientras que,
las BFNA fueron significativamente (p<0,05)
mds altas en avena que en las otras especies. En
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Cuadro 4. Poblaciones microbianas totales que emplean el queroseno como fuente de carbono y energia.
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Rizoplano Rizésfera
UFC x 10° UFC x 103
Queroseirllo Planta Bacterias BEN' Hongos Bacterias BEN' Hongos
(mg.kg™) totales totales totales totales
0 Avena 3,8+0,05 ¢ 19,2+0,2 a 20,2+0,1 ¢ 3,6+0,1d 5,3+0,05 ¢ 19,2+0,1 a
Cebada 6,3+0,1 b 15,0+0,1 ¢ 21,5+0,4 be 6,0+0,1 ¢ 6,0+0,08 b 20,2+0,2 a
Pasto 9,4+0,1 a 16,3+0.1 b 25,1+0,3 a 8,4+0.1 a 8,2+0,1 a 21,2+0,2 a
Trigo 6,5+0,08b  12,3+0,1d 22,3+04 b 72+0,1 b 5,6+0,09 ¢ 20,9+0,3 a
2000 Avena 7,1+03 b 10,8+0,2 a 13,503 a 4,1+03 b 33+02b 6,2+0,2 a
Cebada 6,2+0,3 b 10,3+0,3 a 9,6+0,3 b 1,1+0,1 d 3,7+0,3 ab 7,0£0,1 a
Pasto 11,7+0,3 a 10,4+0,3 a 9,3+0,3 b 2,302 ¢ 3,9+0,2 ab 7,0£0,1 a
Trigo 6,103 b 10,5+0,2 a 10,302 b 7,0+0,2 a 44+02a 6,2+0,2 a
Factores
Planta (A) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Queroseno (B) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Interaccion de A y B 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Letras diferentes en la columna por dosis indican que existe una diferencia estadisticamente significativa.
Prueba de medias Tukey=EE (p<0,05). n=5. '/BFN: Bacterias fijadoras de nitrégeno.

la rizésfera, las bacterias y las BFNA fueron
significativamente mayores en el pasto y no
existieron diferencias significativas entre plantas
con respecto a las poblaciones totales de hongos.
Con 2000 mg.kg! de queroseno las poblaciones
totales de bacterias fueron mayores en el rizopla-
no del pasto, con respecto a las otras gramineas
y no existieron diferencias significativas entre
plantas con respecto a las poblaciones de BFNA;
en cambio, las poblaciones de hongos fueron mas
altas en avena (p=<0,05). En el suelo rizosférico,
las mayores poblaciones de bacterias y BFNA
se presentaron en el pasto y no hubo diferencias
significativas entre especies de plantas, con res-
pecto a la poblacién de hongos totales (p=<0,05).
Los consorcios microbianos (bacterias y hongos)
aislados de la rizésfera de especies vegetales
han probado su eficiencia en la biodegradacién
de hidrocarburos (Mikeskova et al. 2012). Sin
embargo, se reportan bacterias de los géneros
Sphingobacterium sp., Bacillus sp., y Achro-
mobacter sp., aisladas de la rizosfera de maiz
(Marques et al. 2010), Pseudomonas aeruginosa
ATI18 (Pérez et al. 2010) y Pseudomonas sp.,
bacteria que se desarrolla favorablemente en un

suelo con 6400 mg.kg! de queroseno (Kabelitz
et al. 2009), Pseudomonas desmolyticum NCIM
2112 (Pd 2112) y Nocardia hydrocarbonoxydans
NCIM 2386 (Nh 2386) (Kalme et al. 2008),
Cladosporium, Candida, Bacillus y Microoccus
(Etuk et 4l. 2012) que toleran y son capaces de
realizar su metabolismo a través del empleo de
los hidrocarburos del petréleo como fuente de
carbono y energia. Respecto a las BFNA, se ha
reportado que Azotobacter nigricans (Garcia et
al. 2009), Nitrosomonas y Nitrobacter (John y
Okpokwasili 2012), son bacterias nitrificantes
capaces de utilizar el queroseno como fuente de
carbono. Por otro lado, Muratova et al. (2005)
reportaron que poblaciones de Azospirillum sp.,
aisladas de la rizésfera de la planta de trigo incre-
mentaron la degradacién de los hidrocarburos del
petréleo, ademds de promover el desarrollo del
sistema radical.

En la Figura 1 se muestra que en el suelo
sin contaminar el pasto y avena presentaron el
mayor porcentaje de colonizacién micorrizica,
respecto a lo encontrado en las plantas de cebada
y trigo (p<0,05). En cambio, con la presencia de
queroseno, las plantas de cebada y avena tuvieron

Agronomia Costarricense 37(2): 125-134. ISSN:0377-9424 / 2013



132 AGRONOMIA COSTARRICENSE

35 1

30 1

o)

[

L

<
5

4
5
575
55

25 A

e
55
5505

20 A

o
batels!
55505

15 1

=

T
K,
ots

L

)

G
o
o

10 A =

o

% de colonizacioén micorrizica total
—
55
S

“,
6
5%

T,
L
3

NNy

‘,‘
L
L3

B0 mg.kg'1

o B2000 mg.kg-!

TR
P
525¢5]

:3:3:1

t’:ﬁ Pt
%] ek
K505 [
hotely el
betely iele
el bt
505 [0
hotely el
[ ted
[ ted
] ifete
Pete! bted
] [

Avena Cebada

Fig. 1.
con queroseno. Media Tukey+EE.

una colonizacién por el hongo Glomus intraradix
significativamente mayor que en las plantas de
trigo y pasto.

Por lo que con base en estos resultados, las
gramineas cebada y avena se pueden considerar
para incrementar la biodegradacién de sitios
contaminados por queroseno. En este sentido,
Chen et 4l. (2013) mencionan que actualmente
la rizoremediacion es un proceso de degradacién
complejo con multiples interacciones que involu-
cra a la raiz, el suelo rizosférico y los microor-
ganismos, entre los que se incluyen a los hongos
endomicorrizicos arbusculares. Joner y Leyval
(2001) al evaluar la colonizacidén micorrizica con
el hongo Glomus mosseae P2, BEG69 en el pasto
Ryegrass establecido en un suelo contaminado
con una mezcla de 500 mg.kg! de antraceno, 500
mgkg! de criseno y 50 mg.kg! de dibenzo(a,h)
antraceno, encontraron una colonizacion total del
4%, menor a lo reportado en este trabajo con el
pasto Rhodes y Glomus intraradix. Alarcén et al.
(2006) reportaron que la disipacién del benzo[a]
pireno de la rizosfera fue mayor en plantas no
inoculadas en comparacién con plantas micorri-
zadas con Gigaspora margarita. Echinochloa
polystachya (pasto alemén) al parecer tiene una
capacidad intrinseca para disipar benzo[a]pireno
de su rizosfera. Gaspar et 4l. (2002) y Verdin et
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Colonizacién micorrizica total en avena, cebada, pasto

Pasto Rhodes Trigo

y trigo a los 56 dias en suelo no contaminado y contaminado

al. (2006) mencionaron que Glomus geosporum
y Glomus intraradices pueden absorber fenan-
treno y antraceno del suelo y acumularlo en sus
esporas. Sin embargo, cuando se absorbe por las
hifas el contaminante no se degrada, se mantiene
sin modificaciones; por lo que al inmovilizarse
el contaminante en las esporas se reduce la con-
centracion alrededor de las raices de las plantas.

Degradacion de queroseno

A los 56 dias se observé una degradacién
de queroseno en avena del 84,4% y en cebada del
81,5%; mientras que en pasto fue del 39,6% y en
trigo del 25,3%. Estos resultados indican que en
la rizésfera de avena y cebada existe una degra-
dacién importante del queroseno, posiblemente el
hongo endomicorrizico y las poblaciones micro-
bianas tuvieron un papel fundamental en la trans-
formacion de los hidrocarburos del contaminante,
debido a que generan compuestos intermediarios
que pueden subsecuentemente ser empleados por
los propios microorganismos o beneficiar a otros,
al establecer entre ellos relaciones sinérgicas
que generan un proceso de degradacién mayor.
Pérez et al. (2010) evaluaron la degradacion de
200 mg.kg'! de antraceno a través de la rizésfera
de maiz. A los 30 dias se logr6 una degradacién
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del 54,9%. En otro estudio, se reporta que en
la rizésfera de maiz existi6 una degradacion de
diesel del 84,5% y al inocular el suelo con la
bacteria Gordonia sp. S2RP-17 mas la presencia
de la planta existi6 una degradacién del 95,8%,
por lo que ambos, la planta de maiz y Gordo-
nia sp. S2RP-17 son una prometedora estrategia
para incrementar la eficiencia de la degradacién
de suelos contaminados por diesel (Hong et 4l.
2011). Diab (2008) reporté que en la rizdsfera
de maiz y trigo existi6 una biodegradacion de
hidrocarburos totales de petréleo del 16,8% vy
13,7%, respectivamente, menor que lo reportado
en este trabajo con avena y cebada. A los 60 dias
después de haber inoculado Azospirillum brasi-
lense a un suelo contaminado con 30 mg.kg! de
fenantreno, la rizosfera del pasto aleman (Echino-
chloa polystachya) presentd una degradacién del
57% (Martinez et al. 2007). Agarry et al. (2010)
mencionaron que una baja poblacién microbiana
en un proceso de degradacion se puede deber a la
deficiencia de nutrimentos en el suelo, los cuales
son necesarios para el crecimiento bacteriano e
incrementar la biodegradacién. En este sentido,
Ghulam et 4l. (2008) evaluaron la biodegradacién
de queroseno en el suelo (4% p/p) con un cultivo
bacteriano mixto estimulado con la adicion de N,
P y K. A las 6 semanas se obtuvo una degrada-
cion del 65% vy el contenido de N se redujo del
54 al 24%, el P de 43 al 3% y del K de 35 al 2%.

CONCLUSIONES

El queroseno provocd una disminucién
significativa del 4rea foliar, la materia seca y
el volumen radical de las gramineas; aun asi se
estableci6 la simbiosis micorrizica y existido un
crecimiento importante en la zona de rizoplano y
rizésfera de bacterias totales capaces de utilizar
al queroseno como fuente de carbono y energia
lo que caus6 una degradacion del contaminante,
por lo que la avena, cebada, trigo y el pasto tienen
la capacidad de degradar a través de su rizésfera
contaminantes orgdnicos, pero al ser plantas
comestibles es importante evaluar la concentra-
cién del contaminante en los diferentes tejidos,

ademds de ampliar los estudios rizosféricos con
otro tipo de hidrocarburo para poder determinar
la efectividad de la rizésfera, principalmente de
avena con propdsitos de fitorremediacion.
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