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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la asociacién simbidtica entre el hongo
micorrizico Rhizophagus intraradices y dos especies de Fabaceae nativas, el “frejol”
(Phaseolus vulgaris L.) y “mani” (Arachis hypogaea L.) para el tratamiento de suelos
contaminados con PC-1 % (petroleo crudo al 1%). El experimento utilizado fue un disefio
completamente al azar (DCA) con seis tratamientos y distribuidos en 48 unidades
experimentales, sometidos a condiciones de invernadero (25 — 28 °C, 1200 lux, 65-70%
humedad de ambiente y un fotoperiodo de 11 horas con luz y 13 horas en oscuridad) durante
dos periodos de evaluacion de 60 y 90 dias. Los resultados indicaron que los tratamientos
T3 y T6 con 5,0 g.kg! de indculo de R. intraradices redujeron una mayor concentracion de
PC-1 % alos 90 dias del estudio. Se evidenci6 un incremento de la CM-PC-1% (colonizacion
micorrizica arbuscular sometida al 1 % de petroleo crudo) conforme las plantas de mani y
frejol alcanzaban su edad fenologica de madurez (90 dias). Las variables de reduccion de
PC-1 % y CM-PC-1 % presentaron una correlacion lineal (r* = 0.769; p = 0.000),
evidencidndose mayor reduccion del PC-1 % a medida que incrementaba el porcentaje de

CM-PC-1 %.

Palabras clave: Asociacion simbidtica, colonizacidn micorrizica, hongo micorrizico-

arbuscular, fabaceas.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate the symbiotic association between
the mycorrhizal fungus Rhizophagus intraradices and two species of native Fabaceae, the
Phaseolus vulgaris L. "bean" and Arachis hypogaea L. "peanut" for the treatment of
contaminated soils with PC-1% (crude oil at 1%). The experiment used was a completely
randomized design (CRD) with six treatments and distributed in 48 experimental units,
subjected to greenhouse conditions (25 - 28 ° C, 1200 lux, 65-70% humidity and a
photoperiod of 11 hours with light and 13 hours in darkness) during two periods of
evaluation of 60 and 90 days. The results indicated that treatments T3 and T6 with 5.0 g.kg-
U of inoculum of R. intraradices reduced a greater concentration of PC-1% at 90 days of the
study. An increase of the CM-PC-1% (arbuscular mycorrhizal colonization subjected to 1%
of crude oil) was evidenced as the peanut and bean plants reached their phenological age of
maturity (90 days). The reduction variables of PC-1% and CM-PC-1% presented a linear
correlation (1 = 0.769, p = 0.000), evidencing a greater reduction of PC-1% as the percentage

of CM-PC-1 increased %.

Key words: Symbiotic association, mycorrhizal colonization, mycorrhizal-arbuscular

fungus, legumes.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios la contaminacioén de suelos con hidrocarburos derivados del petroleo se
ha intensificado, como consecuencia de los constantes derrames que se producen a causa de
las rupturas de tuberias subterraneas, accidentes en carreteras que involucran el transporte
de combustible, asi como derrames en procesos industriales, ocasionando dafos en los
ecosistemas; alterando las propiedades fisicas y quimicas del suelo, el agua y
subsecuentemente de los organismos bioticos. Como consecuencia de ello, se han promovido
el desarrollo de diversas investigaciones para recuperar la funcionalidad de los suelos, como
es el caso de la biorremediacion; la cual ha recibido especial interés debido a que hace uso
de plantas (fitorremediacién) y microorganismos referidos a los hongos (micorremediacion),

con capacidad para almacenar, tolerar y degradar hidrocarburos derivados del petroleo.

En la fitorremediacion, las especies de plantas mas reconocidas por su capacidad indicadora
de toxicidad de hidrocarburos de petroleo se encuentra a la familia Fabaceae, las cuales
cuentan con ciertas caracteristicas metabolicas y fisioldgicas particulares que les provee de
una alta capacidad de tolerancia y degradacion de estos contaminantes (Vazquez-Luna,
Castelan-Estrada, Rivera-Cruz, Ortiz-Ceballos & Izquierdo, 2010), siendo las mas
representativas las especies: Phaseolus coccineus L., P. vulgaris L. y Medicago sativa L.
(Ferrera-Cerrato et al., 2007; Kaimi et al., 2007; Nwoko et al., 2007; Vazquez et al., 2010
citado por Villegas-Velazquez, 2011, p. 13).

Por otra parte, los hongos micorrizico-arbusculares (HMA), han sido usados en la
micorremediacion. Estos organismos viven en simbiosis con ciertas especies de plantas;
como biotréfos, tienen capacidad de atenuar los efectos toxicos de los hidrocarburos del
petroleo en la planta hospedera, almacenando ciertas cantidades de hidrocarburos en su
estructura y favoreciendo su resistencia, crecimiento y supervivencia (Alarcon, Davies,
Autenrieth y Zuberer, 2008). Entre las especies con mayor potencial para la reduccion de
hidrocarburos del petroleo se destaca el género Glomus, con las especies: Glomus versiforme

G. intraradices, G. aggregatum 'y G. mosseae (Cabello, 1997; Liu & Dalpé, 2009).

Los métodos de fitorremediacion han sido ampliamente estudiadas ya que en comparacion

a las técnicas fisicas y/o quimicas, ofrecen la misma eficacia a un menor costo (Jones, Sun,
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Tang y Robert, 2004). Para potenciar la capacidad biorremediadora de las plantas,
recientemente se estd utilizando la simbiosis de las plantas con los hongos micorrizico-
arbusculares, ya que los hongos presentan mayor eficacia para descontaminar suelos con
altas concentraciones de contaminantes, lo que confiere ventajas positivas a las especies
vegetales en el establecimiento asociativo sobre suelos contaminados (Villegas-Velazquez,

2011).

La recuperabilidad de los suelos es fundamental para garantizar el crecimiento de las plantas
y el desarrollo de los animales que se alimentan de esta; asi como la importancia de las
funciones y servicios que nos brinda, los cuales tienen repercusion econdémica y
medioambiental, entre los que podemos resaltar el reciclaje de nutrientes, la produccion de
biomasa (combustible fibra, alimentos), depuracion del agua, descomposicion de la materia
organica, eliminacion de contaminantes y la regulacion de la calidad del aire (Becerril et al.,
2007). Es por ello, que el presente estudio busca aprovechar el efecto de la asociacion
simbidtica de la Rhizophagus intraradices y las Fabaceae nativas Phaseolus vulgaris L.
“frejol” y Arachis hypogaea L. “mani” para el tratamiento de suelos contaminados con

petroleo crudo.
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Objetivo general:

Evaluar el efecto de la asociacion simbidtica de la Rhizophagus intraradices y las
Fabaceae nativas Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea en el tratamiento de suelos

contaminados con petrdleo crudo.

Objetivos especificos

Determinar el porcentaje de la colonizacion micorrizica de la Rhizophagus intraradices
y Fabaceae nativas en periodos de 60 y 90 dias de tratamiento, en suelos contaminados

con petréleo.

Conocer el porcentaje de reduccion de petroleo crudo en las muestras de suelo después
de ser tratadas con las Fabaceae nativas en asociacion con Rhizophagus intraradices, en

los periodos de 60 y 90 dias.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Joner et al. (2001) evaluaron el efecto de los hongos micorrizico-arbusculares (HMA) y
las plantas de “trébol blanco” (Trifloium repens L.) y “raigras” (Lolium perenne L.) en
la disipacion y degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) aplicados
en suelos agricolas enriquecidos con tensoactivos, asi como la influencia de la rizosfera
sobre la estructura de la comunidad microbiana y la toxicidad de los HAPs; los mejores
resultados se presentaron en el segundo periodo, registrdndose en los tratamientos con
micorrizas (T3) una tasa del 66 y 42 % de reduccion del Criseno y dibenzo (a) Antraceno
respectivamente, a comparacion del 56 y 20% de los controles no micorrizadas (T2).
La colonizacion micorrizica arbuscular se disminuy6 de un 40 a 20% en plantas de
“trébol”, mientras que la colonizacion en “raigras” no se vio afectado por los HAPs. Los
tratamientos con tensoactivos (T4) no afectaron la colonizacion de micorrizas en ambas
plantas y obtuvieron reducciones del 51% y 49% tanto en el primer y segundo periodo
respectivamente. El estudio concluye que los tratamientos con plantas micorrizadas,
tienen un efecto positivo en la disipacion y degradacion de los HAPs, determinando

mejores resultados en comparacion con los demas tratamientos.

La investigacion realizada por Joner y Leyval (2001), evaluaron la influencia de los
hongos micorrizico-arbusculares (HMA) Glomus mosseae sobre el crecimiento y
captacion de fosforo (P) en plantas de “trébol” y “raigras hibrido” ante suelos
contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), la presencia de un
tensoactivo como suministro de P y la toxicidad de HAPs en el desarrollo de las
micorrizas. Los resultados mostraron que la capacidad degradativa del “trébol”, el
“raigras” y el crecimiento de la raiz incrementaron por la influencia de los HMA, pero
disminuyen por la presencia del HAPs y el agente tensoactivo. La mayor colonizacion

micorrizica arbuscular se registro



en el “trébol” entre 20-40 %, mientras que el “raigras” presenté menor colonizacion con
un valor de 0,5-5 por ciento, la colonizacion de ambas plantas fue similar en suelo
enriquecido con y sin agente tensoactivo. Sin embargo, el HAPs redujo la colonizacion
de “trébol” a la mitad a diferencia del suelo sin enriquecer. La absorcion de P fue
constante para el “trébol” en los tratamientos con micorrizas expuestos a HAPs,
mientras que, se redujo en las plantas de “trébol” no micorrizada y en los tratamientos
con micorrizas mas surfactante, estos efectos no se observaron en el “raigras”. Se
concluyd que la Glomus mosseae mejora el desarrollo de las plantas de trébol a
comparacion de las plantas de “raygrds”. No obstante, la colonizacidon micorrizica

arbuscular en ambas es inhibida por la presencia de HAPs.

En lo reportado por Joner y Leyval (2003), evaluaron el efecto de la rizosfera de las
plantas del “trébol blanco” (Trifloium repens) y “raigras” (Lolium perenne) para la
disipacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), extraidos de dos zonas
contaminadas (fabrica de carbon y coque). Asimismo, determinaron el efecto de la
asociacion simbidtica entre plantas y hongos micorrizicos-arbusculares (HMA) sobre la
degradacion de los HAPs en dos periodos. Los resultados demostraron una mayor
colonizacion en ambos tipos de suelo para las raices de “trébol” en comparacion con las
plantas de “raigras”. A las 13 semanas, se evidenciaron que los tratamientos con
micorrizas redujeron con mayor eficacia los HAPs en el suelo uno con una
concentracion final de 298 mg.kg™!, mientras que en el suelo dos no se evidenciaron
diferencias significativas en la reduccion del HAPs. Luego de 26 semanas, la mayor
reduccion se registro en el tratamiento con plantas con un valor de 222 mg.kg™!, siendo
los mejores resultados alcanzados para el suelo uno, mientras el suelo dos obtuvo un
mejor resultado para el tratamiento con micorrizas registrando una reduccion superior
de 1 042 mg.kg™! a comparacién de los tratamientos sin micorrizas. Se concluye, que las
micorrizas mejoran el crecimiento de las plantas y favorece la disipacion de los HAPs,
asi como también estimula la rizosfera de las plantas positivamente para la

fitorremediacidn de contaminantes.



En la investigacion por Liu et al. (2004), evaluaron la influencia de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), en la colonizacién micorrizica de raices de plantas de
“alfalfa” y el rol que cumplen los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en la
degradacion de tres concentraciones de benzo (a) pireno (1, 10 y 100 mg.kg™!) en dos
tratamientos (con y sin micorriza), y dos tratamientos con y sin “alfalfa” incluyendo un
control, siendo evaluados en cinco periodos (30, 40, 50, 60 y 90 dias). Los resultados
demostraron que la colonizacion no se vio afectada en bajas concentraciones de benzo
(a) pireno (hasta 10 g.kg!'). Mientras que, a concentraciones elevadas (100 g.kg™) se
inhibid la propagacion de esporas. A los 90 dias, se registraron los mejores resultados,
siendo: la mejor tasa de reduccion correspondiente a la concentracion de 10 g.kg™! benzo
(a) pireno para el tratamiento de plantas con micorrizas, obteniendo una tasa del 87%.
Mientras que, en los suelos con solo HMA fue del 53%. De manera similar el mejor
resultado de degradacion se presenté en la concentracion de 10 g.kg'de benzo (a) pireno
con un valor de 78%, mientras que para las macetas no plantadas el mayor valor de
degradacion fue de 55% para la concentracion de 1 g.kg™! benzo (a) pireno. Los autores
concluyeron, que elevadas concentraciones de HAPs reducen las tasas de degradacion

de los HMA vy las plantas.

En la investigacion de Verdin et al. (2006), estudiaron a nivel in vitro el desarrollo de la
Glomus intraradices y la colonizacidn micorrizica arbuscular en raices de “achicoria”
(Cichorium intybus L.) sobre medios contaminados con antraceno, con el fin de evaluar
el efecto directo del contaminante sobre la esporulacion fingica de la micorriza, la
longitud de las hifas y la germinacion de las esporas, asi como la disipacion del
antraceno en las raices de plantas libres de otros microorganismos. Ellos evidenciaron
que la colonizacion de la raiz por G. intraradices se redujo significativamente en
presencia de antraceno a 30 y 140 mg.L"!, y la presencia de estructuras micorrizicas
(arbusculos, vesiculas e hifas intrarradicales) fue menor en raices cultivadas sobre
medios contaminados a comparacion de medios libres de antraceno. No se observaron
diferencias sobre la frecuencia de colonizacion o en las vesiculas de las raices de
“achicoria” cultivadas a 30 y 140 mg.L"' de antraceno. Por otra parte, se inhibi6 la
germinacion de esporas al estrés del antraceno a una concentracion de 140 mg.L’!
después de 30 dias con un registro del 75% en comparaciéon con el control. La

concentraciéon reducida de antraceno fue significativamente mayor en raices
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micorrizadas a diferencia de las no micorrizadas con 133 = 15y 612,5 + 47,5 pg/placa
Petri. Mientras que, en raices no micorrizadas se registro valores de 55,75 £ 10y 272 +
37,5 ng/placa Petri, siendo resultados muy bajos. Los autores concluyeron que la G.
intraradices promueve la tolerancia de las raices al estrés del contaminante. Asimismo,
detectaron una acumulacion intracelular de antraceno en los cuerpos lipidicos de células

tanto de plantas como de hifas fungicas.

El estudio realizado por Alarcon et al. (2008), quienes evaluaron la capacidad
fitorremediadora de la Lolium multiflorum Lam. inoculada con Glomus intraradices
(HMA), asi como la interaccidon entre microorganismos degradadores de petrdleo, tales
como, la bacteria Sphingomonas paucimobilis (Sp) y el hongo filamentoso
Cunninghamella echinulata Thaxt (Ce). Los resultados demostraron que los
tratamientos con micorrizas, SpCe o micorrizas + SpCe, muestran un incremento del
area foliar y la masa de hojas secas a diferencia del tratamiento control con 30 pg P. mI°
I. Por otro lado, las poblaciones bacterianas aumentaron en suelos libre de nitrogeno,
mientras que los hongos filamentosos se multiplicaron en presencia de HMA y los
microorganismos degradadores. La mayor tasa de reduccion, se obtuvo en el tratamiento
de HMA + SpCe con un valor del 59%, seguido por el tratamiento control — 44 pg P.

ml’!

que registro un 49 % de degradacion, mientras que el tratamiento con
microorganismos degradadores del petroleo alcanzé un resultado de 46% de reduccion
y el HMA registro un valor de 45 %, y finalmente los tratamientos control (sin
microorganismos) registraron la menor tasa de degradacion, obteniendo un valor del 36
%. Respecto a la colonizacion micorrizica y formacion de arbusculos en plantas con
HMA en suelos contaminados, se registraron valores de 25% y 8% respectivamente. Se
concluye que la fitorremediacion con hidrocarburos totales de petroleo mejord gracias

a la intervencidon de los hongos micorrizicos arbusculares y los microorganismos

degradadores del petréleo.

En el estudio de Zhou et al. (2013), evaluaron la capacidad de cuatro especies
(Medicago sativa L. “alfalfa”, Apium graveolen L. “apio”, Lolim multiflorum “raigras”
y Festuca arundinacea Schreb “festuca alta”) inoculadas con el hongo micorrizico

arbuscular (HMA) en la disipacion de fenantreno (PHE), pireno (PYR) y dibenzo (a)
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antraceno (DBA), asi como el crecimiento de las plantas, colonizacion micorrizica, y la
tasa de biodegradacion de HAPs en un periodo de seis semanas. Los resultados
demostraron que el porcentaje de reduccidon se ve afectado a medida que el peso
molecular del HAPs aumenta, alcanzando una tasa de degradacion en el siguiente orden
89 % de PHE, 55 % de PYR y DBA de 15 %. Las cuatro especies de plantas demostraron
un efecto positivo en la disipacion de PHE, siendo la “alfalfa” la que present6 una mayor
disipacion de FHE en el tratamiento con micorriza en comparacion con los demas
tratamientos. Cabe sefalar que, los HAP adsorbidos por las raices de las plantas fueron
inferiores a 0,5 % de la disipacion total de HAP en todos los tratamientos, mientras que
la concentracion de HAP en el tejido de las cuatro especies fue demasiado bajas para
ser detectadas. Ademas, la colonizacion de HMA promovio la disipacion de PHE en
todos los tratamientos, siendo la “alfalfa” en asociacion con el HMA la mejor disipadora

de los HAPs, seguida por la “festuca alta”, el “raygras” y finalmente el “apio”.

Nwoko, Okeke y Ogbonna (2013), evaluaron la influencia de la clase de textura del
suelo y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en el rendimiento de la Phaseolus
vulgaris L., en suelos contaminados con hidrocarburos totales del petroleo (HTP). Se
observaron que, las unidades experimentales con indculos de HMA presentaron mayor
rendimiento de materia seca y contenido de clorofila, en comparacion con las macetas
no inoculadas con HMA. En cuanto a la descomposiciéon y remocion total de
hidrocarburos totales del petrdleo, se reportd que fue mayor en el suelo con 52 % de
arcilla y con una concentracion de 2.57 mg.g' HTP, siendo significativamente diferente
en suelos con el 30 % y 8 % de arcilla, obteniendo una remocion de 3.26 mg.g”' y 4.26
mg.g”! de HTP respectivamente. En lo que se refiere a la colonizacion de micorrizas con
la G. moseae en raices de P. vulgaris, afecto significativamente la descomposicion del
petréleo crudo (R? = 0.77), evidenciando disminucion de la concentracion del TPH en
comparacion con los tratamientos sin micorrizas. Se concluyé que, a mayor grado de
infeccion y severidad de las micorrizas se mejor6d la degradacion y eliminacion del

petréleo crudo.

En estudios recientes de Nwoko (2014), se evalu¢ el efecto de los hongos micorrizicos

arbusculares (HMA) en el rendimiento de Phaseolus vulgaris L. en suelos contaminados
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con petroleo crudo (2 %, 4 % y 8 % de petrdleo crudo y se inocularon con 12 g de
inoculo de micorrizas (16 g de esporas de Glomus mosseae); mientras que, las macetas
no inoculadas se consideraron como control. Se sembraron cuatro semillas de frejol
africano por cada maceta. Los resultados evidenciaron que la mayor tasa de
descomposicion y remocion total de hidrocarburos de petrdleo fue mayor en macetas
inoculadas con la G. mossea y en los tratamientos con menor concentracion del petréleo
(2%) alcanzando una remocion del 23 % de petroleo, en comparacion con las macetas
no inoculadas. En tanto, se presentd una relacion fuerte negativa entre la colonizacion
de la raiz micorrizadas de P. vulgaris y la concentracion residual del hidrocarburos del
petroleo (R2 = 0.77, P = 0.002). Concluyeron que, a mayor grado de infeccion y
severidad de la G. mosseae en la raiz de la P. vulgaris mejora la degradacion y

eliminacion del petroleo.

Rajtor y Piotrowska (2016), mencionan que los hongos micorrizico-arbusculares tienen
el papel fundamental de incrementar el potencial de la fitorremediacion, estableciendo
el mejor desarrollo de la planta y de las raices, asi como el incremento de la actividad
de los microorganismos de la rizosfera, y la mayor bioacumulacion de los hidrocarburos
en la zona radicular. Se concluye, que el sistema de fitorremediacion basado en la
interaccion entre las raices de las plantas, hongos micorrizicos y microorganismos

nativos tienen la capacidad de disipar compuestos organicos del suelo.

Arias-Trinidad, Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2017), evaluaron la toxicidad de un
suelo contaminado con petroleo sobre la Fabaceae Phaseolus vulgaris. El experimento
se realizd bajo condiciones de tinel de plastico y se evalud los efectos toxicos del
petréleo en la planta durante 100 dias. Se empled un disefio experimental de bloques al
azar en condiciones semicontroladas, con seis tratamientos con tres repeticiones por
tratamiento, al considerar 1500, 3000, 4500, 6000, 75000 y 9000 mg/kg de
hidrocarburos totales del petréleo y un tratamiento testigo (0 mg/kg). Los resultados
evidenciaron que a los 68 dias de ensayo se observd marchitez de las plantas a
concentraciones de 3000 mg/kg HTP. Se concluye, que a concentraciones altas de

petroleo crudo el frejol es sensible.



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1.Petroleo crudo

El petrdleo crudo es una mezcla de liquido oleoso y viscoso, compuesto por varios
tipos de cadenas de hidrocarburos, principalmente de moléculas que contienen
carbono e hidrogeno de cadenas de atomos largas o cortas con diferentes

estructuras (Braibant-Wayens, 2004).

Generalmente se compone por dtomos de carbono (80-87%), seguido por dtomos
de hidrégeno (10-15%). Del mismo modo, se compone por minimas cantidades
de azufre (0-10%), nitrogeno (0-1%) y oxigeno (0-5%), en estado elemental o bien
como conjuntos funcionales o componentes heterociclicos (Botello, Rendon-Von,
Gold-Bouchot y Hernandez, 2005). En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas

fisicoquimicas generales del petréleo crudo:

Tabla 1

Caracteristicas fisicoquimicas del petroleo crudo

Caracteristicas Descripcion
Densidad relativa, kg/m? a 15/15°C. 800 a 980
Punto de ebullicion inicial °C 30a 125

Viscosidad cinematica, centistokes 3 a 100 (hasta 20000)

Punto de inflamacion (Abel) °C -18a 190
Azufre, % en peso 0,08a5
Ceras, % en peso Hasta 15
Asfaltenos, % en peso Hasta 5
Vanadio, ppm V 5a170

Fuente: (Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente [MAGRAMA], 2016).



a. Composicion de los hidrocarburos totales del petroleo

Segun Howe (1996), la composicion de los hidrocarburos de petrdleo conforme

sus respectivas familias es la siguiente (ver Figura 1):

e Parafinas volatiles: Se caracteriza por ser la parte mas volatil del petroleo y
por ser la mas vulnerable a las pérdidas abidticas por volatilizacion. En este
grupo se identifican a los isoprenoides y los n-alcano (alcanos ramificados)

de cadenas cortas de C; a Cio, constituyen hasta un 30% del petroleo crudo.

e Parafinas no volatiles: Se encuentran la n-alcanos y e isoprenoides de cadenas
entre Ci1 y Ca0. Los n-alcanos constituyen el 15 y 20 % de crudos no
degradados; mientras que, los isoprenoides varian de Ci2 a Cx2 y constituyen

entre 1-2 % del crudo, alcanzando un 15 % en crudos procesados.

e Naftenos: Constituyen el 30 % del petrdleo crudo, siendo los ciclopentanos
alquilados los mas cuantiosos de esta familia. De este porcentaje, los
compuestos mono y diciclico constituyen el 50 y 55 %, mientras que, los
triciclicos y los tetraciclicos el 20 % y 25 % respectivamente, abarcando a los

hopanos.

e Olefinas: Son el producto resultante del proceso de cracking como parte del
refinado del petréleo crudo, hallandose en minimas trazas y se encuentran

presentes en la gasolina (30%) y fueles (1%).

e Compuestos aromaticos: Es una mezcla compleja derivado de los
hidrocarburos ciclicos poliinsaturados, que representan una gran proporcion
del crudo. Estos compuestos se estructuran de dos (naftalenos) o tres anillos
bencénicos (antraceno y fenantreno), y se unen con cadenas carbonadas

lineales (Wauquier, 2004).

e Resinas y asfiltenos: Son mezclas complejas (integradas por nucleos

policiclicos o naftenos aromaticos) que representan el 10 % de los crudos



poco degradados o ligeros y el 60 % del crudo degradado. Las cuales, se
conforman por cadenas hidrocarbonadas con heteroatomos de oxigeno,
nitrogeno y azufre y en ocasiones se le asocia bajas concentraciones de

metales como el vanadio y el niquel.
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Figura 1. Estructura quimica de los compuestos del petroleo crudo.

Fuente: (Howe, 1996).

b. Biodegradacion de hidrocarburos

Las caracteristicas de los hidrocarburos en funcion de su: longitud de cadena,
presencia de anillos, ramificaciones, estado fisico y toxicidad definen la
capacidad de biodegradabilidad (altamente y dificilmente biodegradables),
siendo mas sencillos de biodegradar aquellos que tienen una estructura
molecular simple (Petro & Mercado, 2014). Los hidrocarburos mas sencillos de
degradar son aquellos que presentan fracciones de n-alcanos de bajo y medio

peso molecular y los hidrocarburos aromaticos de un anillo; mientras que los de



alto peso molecular son degradados con mayor dificultad, siendo estos los n-
alcanos, aromaticos, asfaltenos y resinas (Eweis et al., 1998, citados por Pons,

2010, p. 12).

Existen casos particulares como los alcanos lineales, que a pesar de ser
facilmente biodegradables, en altas concentraciones (especialmente con cadenas
de carbono entre Cs y Cio) dificultan la degradacion de otros hidrocarburos,
debido a que actiian como solventes, desnaturalizando la membrana lipidica de
los microorganismos. Mientras que los alcanos con una alta cantidad de carbono
en su estructura entre Cyo y Cao, se degradan con mayor dificultad (Petro y

Mercado, 2014).

En el caso de los cicloalcanos, poseen una tasa de degradacion inferior de sus
isomeros lineales, pero mayor que los hidrocarburos aromaticos. Esto se debe a
la cantidad de anillos en su estructura y la presencia de los grupos alquil, metil

y etilo como reemplazos (Petro y Mercado, 2014).

c. Petréleo en el ambiente

En las ultimas décadas, la contaminacion por hidrocarburos del petroleo sobre los
diferentes ecosistemas ha incrementado drasticamente, como consecuencia del
aumento en la actividad de exploracion y produccion de la industria del petroleo.
En la actualidad, los suelos contaminados por derivados de petroéleo conforman el

70 % del total de los ecosistemas impactados (Swannell, Lee y McDonagh, 1996).

Las principales fuentes de polucion por petroleo sobre los suelos, provienen de la
rotura de oleoductos, descarga de instalaciones de procesamiento y petroquimicas,
fosas de pozos petroleros y su inadecuado mantenimiento. Por otro lado, la

degradacion de la materia y su posterior acumulacion en los sedimentos marinos,
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en el suelo, son la fuente que producira petroleo (Trujillo et al., 1995, citados por

Herndndez-Acosta, Rubifios-Panta y Alvarado-Lopez, 2004, p. 7).

De acuerdo a la investigacion realizada por McGill, Rowell y Westlake (1981),
los hidrocarburos adheridos a los suelos pasan por una serie de etapas: la
volatilizacion y la fotooxidacion. Posteriormente, pasan por una fase de
descomposicion biologica, por medio de la interaccion entre los microorganismos,
el oxigeno, la textura, los nutrientes y el pH, obteniendo productos intermedios,
c¢lulas microbianas que participaron en la descomposicion y CO; el cual se libera
a la atmosfera. Finalmente, los productos derivados de los procesos indicados,
pueden: mezclarse con el humus del suelo, o simplemente lixiviarse. En este
sentido, segun McGill et al. (1981), describieron los componentes del petrdleo

adheridos al suelo, tal como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Destino de los hidrocarburos en el suelo.
Fuente: (McGill, 1981).
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Dada su relevancia ambiental, la Agencia de Proteccion Ambiental (USEPA), la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la comunidad Europea (CE) catalogaron
determinados compuestos de hidrocarburos tales como, naftalenos, acenaftileno,
fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno, como contaminantes prioritarios debido a
sus efectos dafinos a la salud humana (Menzie et al., 1992, citados por Ortinez, 1ze
y Gavilan, 2003, p. 88). Debido a su estabilidad quimica, su baja solubilidad en el
agua y su alta adherencia a las particulas del suelo, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos se acumulan facilmente en el ambiente (Pothuluri & Cerniglia, 1998,

citados por Pulgarin, 2012, p. 19).

En la Tabla 2 se presenta los efectos principales de las propiedades fisicas, quimicas
y biologicas del suelo por la presencia de los hidrocarburos del petroleo (Ortinez et

al., 2003).

Tabla 2

Modificacion de las propiedades del suelo en presencia de hidrocarburos en el

suelo

Propiedades fisicas Propiedades quimicas Propiedades biologicas

- Estructura del suelo - Aumento en el - Se modifica la

debido a la ruptura
de los agregados.
Disminuciéon de la
aireacion.
Retenciéon del agua
en la capa
superficial.

El potencial hidrico

carbon organico.
Aumento en las

concentraciones de

fosforo, fierro,
manganeso, sodio,
sulfatos.

Disminucion del pH.

biomasa microbiana

disminuyendo la
diversidad pero
aumentando la

concentracion de
bacterias tolerantes o
biodegradadoras de

hidrocarburos.

Fuente: Ortinez et al., 2003.
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1.2.2. Alternativas de remediacion de suelos

En los ultimos afios, se ha logrado desarrollar nuevas tecnologias para la remediacion
de suelos degradados. Sin embargo, ain se esta trabajando en la optimizacién de
ciertos aspectos para mejorar la eficacia de las técnicas. En el estudio realizado por
Gan, Lau y Ng (2009), plantean las principales técnicas empleadas para la
degradacion de los contaminantes en el suelo, en los cuales intervienen los procesos

fisicos, quimicos y biologicos:

e Tratamiento fisico-quimico: Es una combinacion de técnicas que se efectuan bajo
condiciones de presion ambiental y temperaturas bajas. Entre estas, se encuentran
a las ciclodextrinas y los aceites vegetales, que son solventes biodegradables y no
dafiinos para el ambiente, a comparacion del lavado convencional del suelo
(extracciones de fluido supercritico y subcritico) que requieren equipos de alta
presion. No obstante, el objetivo de la extraccion por solventes es la separacion y
transferencia de los hidrocarburos, por ello requiere de un proceso secundario y/o

adicional de los extractos.

e Tratamiento quimico: Este método consiste en el uso de diferentes oxidantes para
la reducciéon de hidrocarburos del petroleo. Sin embargo, pueden generarse
derivados toxicos durante su aplicacion. Entre los métodos mas novedosos para la
remediacion de suelos contaminados, se encuentran la degradacion fotocatalitica y
la remediacion electrocinética. Para obtener su mayor efectividad, se deben realizar

mayores estudios de factibilidad econémica sobre estos métodos.
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Tratamientos fisico-térmicos: Este tratamiento es eficaz para la degradacion de los
hidrocarburos del petroleo. Sin embargo, necesita de grandes inversiones para
aplicarse, debido a las altas temperaturas que se requieren y el posterior tratamiento
de los gases generados. Entre estas técnicas las que mas destacan son: la incineracion,

la desorcion térmica y el suelo térmicamente mejorado por extraccion a vapor.

Tratamiento biologico: Son aquellos procesos que demandan periodos prolongados
para su realizacidn. Se caracteriza principalmente por llevarse a cabo in situ y no
requiere de tratamientos posteriores, debido a que los productos resultantes del
tratamiento biologico son didxido de carbono, agua y biomasa. Entre las técnicas mas
empleadas, se resaltan a la biorremediacion in situ como la biolabranza, compostaje,

tratamiento aerobico, anaerdbico, y la fitorremediacion (Gan et al., 2009).

Fitorremediacion

Es un tratamiento biolégico que emplea plantas que posean capacidades de
acumulacion, absorcion y/o tolerancia ante altas concentraciones de contaminantes
de compuestos organicos, inorganicos y radioactivos (Por qué Biotecnologia [PQB],

2003).

El estudio realizado por Cunningham, Berti y Huang (1995), indica que la
fitorremediacion es una alternativa para depurar los suelos contaminados por
hidrocarburos, debido a la capacidad de las plantas en la absorcion y transporte de

contaminantes al interior de sus raices y hojas (Figura 3).
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Figura 3. Procesos de la fitorremediacion de suelos contaminados con compuestos
organicos.

Fuente: (Ojuederie y Babalola, 2017).

e Ventajas y desventajas de la fitorremediacion

En la Tabla 3, se describen las principales ventajas y desventajas que ofrece la

fitorremediacion.
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Tabla 3

Principales ventajas y desventajas de la fitorremediacion

Ventajas

Desventajas

Tecnologia sustentable
Eficiente para tratar diversos tipos de

contaminantes in situ.

Requiere bajos costos y su manejo es

sencillo.

Puede tratar una gama diversa de

contaminantes.

Algunas plantas tienen la habilidad de

resistir altas concentraciones de

contaminantes organicos que la

mayoria de microorganismos.

Proceso relativamente lento
Dependiente de las condiciones
climatologicas

El desarrollo de la vegetacion puede
altas

estar limitado por

concentraciones de contaminantes.

Se requiere areas relativamente
grandes
Alcanzan  Unicamente hasta la

profundidad a la cual llegan las raices.

Requiere de condiciones adecuadas
para el crecimiento de las plantas
fertilizado

(suelo y parametros

fisicoquimicos del suelo 6ptimos etc.)

Fuente: (Torres y Zuluaga, 2009).

Procesos de la fitorremediacion
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Los procesos que comprenden las diferentes técnica de la fitorremediacion son:

- Fitoextraccion: Este proceso consiste en la absorcion y acumulacion de
contaminantes en las estructuras radicales, tallos o follajes de ciertas especies de
plantas. Es una tecnologia econdmicamente viable mediante el uso de plantas de
biomasa alta, capaces de acumular mas del 1% de metales en sus tejidos (Huang,
Chen, Berti y Cunningham, 1997). En este mecanismo se reconocen a la familia
Brassicaceae, como la Brassica juncea (L. Czem), la cual acumula plomo en su

tallo (entre 0.04 a 3.5 %) y raices (7 a 19 %) (Cunningham y Ow, 1996).



- Rizofiltracién: Es un proceso que aprovecha la zona de las raices, la microflora
asociada y/o los productos excretados para la destruccion de los contaminantes en
la zona rizosférica de las metalofitas (Torres y Zuluaga, 2009). Los investigadores
Pivetz, Cochran y Huling (1997), mencionaron que existen especies de pastos que
se desarrollan bajo estrés con pentaclorofenol e hidrocarburos aromaticos
policiclicos, y demostraron la capacidad de la biomasa vegetal para la reduccion de
la erosion del suelo y optimizar la biodegradacion de los contaminantes del suelo
en la zona radicular. De igual forma, en un estudio realizado por Siciliano, Germida,
Banks y Greer (2003), demostraron que las asociaciones microbianas en la rizosfera
de la Festuca arundinacea Schreb. fitoestimularon la capacidad degradadora de los

hidrocarburos, al impulsar el potencial catabolico de la rizosfera del suelo.

- Fitoestabilizacion: Es un proceso que utiliza plantas para desarrollar un sistema
denso de raices, que se encargan de estabilizar la movilidad de los contaminantes,
con el objetivo de restaurar el suelo (Lopez, Gallegos, Pérez y Gutiérrez, 2005). En
el estudio de Rotkittikhun, Chaiyarat, Kruatrachue, Pokethitiyook y Bayer (2007),
se demostro que la planta Vetiveria zizanioides tiene las caracteristicas adecuadas

para ser utilizada en procesos de fitoestabilizacion de plomo.

- Fitovolatilizacion: Proceso por el cual se utilizan las enzimas excretadas por las
plantas, en conjunto con la actividad microbiana asociada, para degradar,
transformar y volatilizar los contaminantes desde el suelo (Torres y Zuluaga, 2009).
Una de las especies empleadas en este proceso, se encuentra a la Populus deltoides
W. Bartram ex Marshall la cual, fue evaluada en el estudio realizado por Orchard,
Doucette, Chard y Bugbee (2000), donde volatilizé el 90% de tricloretileno, a través
de las hojas después de un periodo de 26 dias. Ademas, se encontrd mayor captacion
y traslocacion de 1,4-dioxano en los tejidos de plantas de “4lamo” que en su zona

radicular (Aitchison, Kelley, Alvarez y Schnoor, 2000).

- Fitodegradacion: En este proceso las plantas captan el contaminante y lo

metabolizan en un material inerte para el ambiente (Torres y Zuluaga, 2009). Segiin
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la investigacion realizada por el EPA (2000), las plantas como “papagayo”
(Myriophyllum aquaticum), “sauce” (Salix nigra), “dlamo” (Populus deltoides) y
“alamo amarillo” (Liriodendron tulipifera) tienen alto potencial fitorremediador
para tratar sitios contaminados con disolventes clorados, tricloroetileno, herbicidas,

insecticidas y fenoles.

1.2.3. Fitorremediacion de hidrocarburos de petréleo

La investigacion realizada por Germida, Frick y Farrell (2002), sefialan que la
fitorremediacion de suelos con hidrocarburos, es una tecnologia que se ha ido
innovando progresivamente, y que apunta a convertirse en una alternativa efectiva
para la mayor parte de las técnicas de ingenieria y convencionales de la
biorremediacion de hidrocarburos de petroleo. Esta técnica aprovecha el sistema
radicular con capacidad de explorar grandes volumenes de suelo, la actividad
microbiana de la zona radicular y las secreciones que interactien directamente con
la dinamica de las rizobacterias. Tomando como base que los hidrocarburos poseen
mayor disposicion de degradacion a nivel microbiano. Por su parte, Lopez et al.
(2005), demuestran que algunas caracteristicas de las plantas incrementan la
efectividad biodegradativa de una diversidad de compuestos orgéanicos presentes en

los suelos.

Algunos estudios han identificado el potencial de algunas variedades de plantas que
facilitan la fitorremediacion de suelos contaminados con petroleo. El estudio
realizado por Aprill y Sims (1990), quienes evaluaron la capacidad de diferentes tipos
de pastos de praderas en el tratamiento de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) en suelos francos arenosos, alcanzaron una mayor tasa de disipacion de
HAPs en suelos con vegetacion a diferencia de los suelos no vegetados. A
continuacion, se detallard una lista de algunas plantas que han sido usadas en la

fitorremediacion de hidrocarburos de petroleo (Tabla 4):
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Tabla 4

Especies vegetales utilizadas en la degradacion de petroleo

Nombre comin

Nombre cientifico

Referencia

“alfalfa”
“big bluestem”

“avena”

“grama azul”

Gimaiz”

“grama comun”

“habas”

“girasol”

“gaygras”
“frejol arbusto”
“indiangrass”
“sorgo”

“sudangrass”

Medicago sativa L.
Andropogon gerardi Vitman
Boutelona

(Michx.) Torr.

Boutelona gracilis (Willd. ex

Kunth) Lag. ex Griftiths
Zea mays L.

Cynodon dactylon L.

Vicia faba L.

Helianthus annuus L.

Lolium multiflorum Lam.

Phaseolus vulgaris L.

Sorghastrum nutans (L.) Nash
Sorghum bicolor (L.) Moench

Sorghum vulgare L.

curtipendula

(Yateem et al., 2000)
(Aprill & Sims, 1990)
(Aprill & Sims, 1990)

(Aprill & Sims, 1990)

(Chaineau, Morel y Oudot,
1997)

(Frick, Farrell y Germida,
1999)

(Yateem et al., 2000)
(Chaineau, Morel y Oudot,
1997)

(Zhou et al., 2013)

(Frick et al., 1999)

(Aprill & Sims, 1990)
(Aprill & Sims, 1990)
(Frick et al., 1999)

Fuente: Elaboracion propia.

La investigacion llevada a cabo por Qiu, Leland, Shah, Sorensen y Kendall (1997),

demostrd que en la pradera de Buchloe dactyloides (Nutt.) Engelm. acelerd la

degradacion del naftaleno a comparacion de suelos arcillosos sin vegetacion. Del

mismo modo, estos autores ejecutaron un experimento simultdneo para evaluar el

desempefio de diversas especies de gramineas para degradar hidrocarburos

aromaticos policiclicos (HAPs). Los resultados demostraron, que distintas especies

de praderas aceleraron la degradacion de HAPs de bajo peso molecular (naftaleno,

fluoreno y fenantreno) en comparacion de tratamientos sin vegetacion. Por su parte,

Reynolds y Wolf (1999), demostraron que los suelos plantados con “festuca roja”
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y “raygras” registraron bajas concentraciones de hidrocarburos totales de petroleo
en comparacion con los controles no plantados. Ellos alcanzaron una reduccion del
70% del petroleo crudo a los 640 dias en el tratamiento con ambas especies;

mientras que, el control sin plantaciones alcanz6 una tasa de reduccion del 60%.

En otra investigacion realizada por Yateem, Balba, El-Nawawy y Al-Awadhi
(2000), determinaron la capacidad de degradacion hidrocarburos totales de petroleo
(HTP) en la rizosfera y el suelo no rizosferico de las plantas de “alfalfa” (Medicago
sativa L.), “habas” (Vicia faba L.) y “raygras” (Lolium perenne L.), demostrando
que son especies que pueden desarrollarse normalmente en presencia de 1% de
HTP. Mientras que, la degradacion fue mas significativa en las plantas fabaceas,
alcanzando un mayor porcentaje de degradacion de HTP con plantas de “habas” y
“alfalfa” con un valor de 36.6 y 35,8% respectivamente, a comparacion del
porcentaje degradativo del 24% para el caso de las plantas de “raygras”. Finalmente,
ellos concluyen que existe una correlacion entre el tipo de planta y las tasas de

degradacion de HTP, siendo la mejor eleccion el empleo de plantas fabaceas.

a. Mecanismos de la fitorremediacion de hidrocarburos del petroéleo

Las plantas emplean varios mecanismos para remediar los suelos contaminados con
compuestos organicos. Los principales mecanismos que intervienen en la

fitorremediacion son:

El primer mecanismo se basa en la segregacion de enzimas secretadas por exudados
de las raices de las plantas, las cuales se generan para optimizar la absorcion de
nutrientes y establecer relaciones con la microflora pertinente que interviene en la
reduccion directa de los compuestos organicos. Este exudado contiene compuestos
de bajo peso molecular; tales como, 4cidos organicos, azucares simples y
aminoacidos. Ademas, de proteinas de polisacaridos y células muertas. Asimismo,
varias enzimas vegetales, incluyendo la deshalogenasa, nitroreductasa, peroxidasa,

lacasa y nitrasa (Schnoor, 2002).
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El segundo mecanismo, consiste en la liberacion de una amplia gama de sustancias
orgnicas no enzimdticas por medio de las raices de las plantas, (células
desprendidas, lisados y las secreciones), las cuales sirven como sustrato y estimulan

la actividad microbiana de la rizosfera (Aprill y Sims, 1990).

El ultimo mecanismo, se basa en la capacidad de las plantas para bioacumular
contaminantes dentro de sus tejidos (fitoacumulacion), seguido por la degracion de
los contaminantes (fitoderadacion), o volatilizacion (Fitovolatilizacion). La
disposicion de los contaminantes fitoacumulados es variable y esta relacionado a
las interacciones especificas del contaminante con las plantas (White y Newman,

2011).

b. El papel de las plantas en la degradacion y el efecto de la rizosfera

En el estudio de Gunther, Dornberger y Fritshe (1996), sefialan que las plantas
participan de manera indirecta en la reduccion de hidrocaburos del petroléo, es por
ello que ponen mayor enfasis en la actividad microbiana de la rizésfera, la cual se

explica de la siguiente manera:

e Proporcionando exudados radicales, lo que originan el efecto rizosferico e

incrementan la degradacion cometabolica.

e Por medio de la segregacion de enzimas asociadas en el sistema radicular, capaces

de transformar los compuestos organicos.

e Por los efectos fisicos y quimicos de las plantas y su sitema radical sobre las

condiciones del suelo.
Ademas, Gunther et al. (1996), sefalan que los pardmetros microclimaticos del

suelo deben ser Optimos para una adecuada estimulacion del efecto rizosferico el

cual conttibuye en la degradacion de los hidrocarburos del petroleo.
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De acuerdo a Hegde y Fletcher (1996), indican que el tipo y cantidad de exudados
radicales depende del estado de crecimiento y especie de la planta. Ademas, los
exudados forman el enlace entre las plantas y la poblacion microbiana que
conllevan al efecto rizosférico. De este modo, demostraron que las plantas de mora
(Morus rubra L.) generan mayor cantidad de compuestos fen6licos cuando la planta
esta en etapa temprana a diferencia de la libreracion que sucede durante su estado
de madurez. Finalmente, ellos concluyen que los compuestos fenologicos de la
rizosfera pueden crear un ambiente propicio para mejorar la biodegradacion de los

contaminantes recalcitrantes.

¢. Metabolismo de los compuestos organicos por las plantas

En la investigacion de Sanderman (1992), menciona que la fitorremediacion de
sustancias quimicas xenobioticas por las plantas generalmente se desarrolla en tres

etapas:

e Etapa I: Se basa en una cadena de reacciones (oxidacion, reduccion e hidrolisis)
en el cual los compuestos orgéanicos pierden parte de su estructura, creandose
metabolitos polares e hidrosolubles. Para esta etapa, las células poseen dos
sistemas enzimaticos (las aminooxigenasas y los citocromos P450, ubicados en
el reticulo endoplasmatico), los cuales se encargan de introducir en el
contaminante un atomo de oxigeno obtenido de la atmosfera. En funcion de la
localizacion y la transformacion, las reacciones de oxidacion se dividen en:
microsdmicas, citosolicas y mitocondricas. En la Figura 4, se exponen las
reacciones que suceden durante la fraccion microsomal y en la citosdlica,
formando reacciones de oxidacion consecutivas o simultaneas (Kvesitadze,

Gordeziani, Khatisashvili, Sadunishvili y Ramsden, 2001).
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Figura 4. Transformaciones de compuestos organicos en diferentes

compartimentos celulares de la planta.
Fuente: (Lopez et al., 2005).

Etapa II: La conjugacion se basa en mecanismos de desintoxicacion, enlazando
el contaminante con carbohidratos, aminoacidos, péptido y proteinas, a causa de
la enzima transferasa. Como resultado de la transformacion, la toxicidad del
contaminante disminuye a medida que aumenta la hidrofilicocidad de las
moléculas, dandole una mayor movilidad y promoviendo su deposito en las
vacuolas. Este proceso metabolico, es considerado la etapa final de Ia

fitoacumulacién y se considera como la transformacién incompleta de los

contaminantes (Shéffner, Messner, Langebartels y Sanderman, 2002).

Etapa III: Es la etapa subsiguiente de la transformacion y conjugacion, donde
los compuestos toxicos aumentan su polaridad, permaneciendo almacenadas en
las vacuolas. Para la adaptacion del contaminante se introducen las siguientes

enzimas desintoxicadoras; tales como, glutation peroxidasa, carbonil reductasas,
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aldehido oxidasa, alcohol deshidrogenasas, aldehido deshidrogenasas, epoxido
hidrolasa, quinona, reductasa, fenoloxidasa, peroxidasa, lacasa, monoxigenasas
dependiente de CYTP4550 amino N-metiltransferasa, alcohol sulfotransferasa,

entre otras (Jakoby y Ziegler, 1990).

d. Influencia de los factores fisico-quimicos y ambientales sobre Ila

fitorremediacion

e Temperatura: este parametro incide en la velocidad degradativa de los
microorganismos sobre los compuestos organicos. El estudio realizado por
Scheneider y Billingsley (1990), demuestra que una temperatura entre 15 a 35
°C acelera los procesos de degradacion de los compuestos organicos. En otro
estudio, por Simonich y Hites (1995), se afirma que las estaciones afectan la tasa
de degradacion de hidrocaburos, alcanzando sus mejores resultados en la época
de verano con un valor del 72 % de reduccion, a diferencia del 56 % registrado

durante el invierno.

e pH: Es esencial para la capacidad de degradacion de las bacterias y hongos
introducidos en el suelo. Ademas, se sabe que las bacterias optan por un pH
neutro o alcalino, mientras que los hongos toleran mejor las zonas acidas
(Hernéndez et al., 2004). En el estudio de Késtner, Breuer-Jammali y Mahro
(1998), mencionaron que el rango 6ptimo de pH para llevar a cabo los procesos

de biorremediacion se encuentra entre 6 y 8.

e Textura del suelo: La disponibilidad de los contaminantes hacia las plantas es
influenciada por la textura. En suelos arcillosos, las moléculas se compactan con
mayor facilidad y rapidez a comparacion de un suelo arenoso, lo que implica que
habrad menor disponibilidad del contaminante en suelos con alto contenido de

arcilla (Huang, 1990).
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e Materia organica: Este factor puede disminuir la actividad degradativa sobre
los contaminantes debido que se unen a los compuestos lipofilicos del suelo. En
el estudio de Senesi (1993), se menciona que grandes cantidades de carbono en
el suelo se da una mayor adsorcion, provocando una baja disponibilidad,
mientras que cantidades moderadas de carbono orgéanico (1-5%) permiten una

disponibilidad limitada.

¢ Disponibilidad de nutrientes: Son importantes para el desarrollo de las plantas
y la poblacion microbiana. Los contaminantes organicos limitan la
disponibilidad de nutrientes del suelo para las plantas. No obstante, incrementan
la disponibilidad de nutrientes para el desarrollo de los microorganismos, al

acoplar los nutrientes en las capas mas bajas del suelo (Xu y Johnson, 1997).

e Disponibilidad de agua y oxigeno: Una adecuada disposicion del agua (50 — 80
% de saturacion) garantiza el intercambio gaseoso y promueve la formacion de
zonas anoxicas, incrementando el efecto degradativo de los microorganismos
anaerobios (Bossert y Bartha, 1984). Existen plantas capaces de retener la
humedad conservando numerosas colonias de bacterias en la rizosfera, las cuales

apoyan la degradacion de hidrocarburos (Hernandez et al., 2004).

e Radiacion solar: La luz solar tiene la capacidad de trasformar a los
contaminantes en compuestos de mayor polaridad y solubilidad, pero
aumentando la toxicidad con respecto a su composicion original. La degradacion
parcial de hidrocaburos por las plantas se efectia con mayor velocidad en
presencia de luz solar. Sin embargo, una asimilacién total, tanto para
contaminantes de composicion inicial como los modificados, se da en ambientes

oscuros (Duxbury, Dixon y Greenberg, 1997).
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1.2.4. Micorremediacion

Es una técnica de biorremediacion que tiene como finalidad utilizar el micelio de

los hongos para remover o degradar contaminantes en un area determinada. Los

micelios se encargan de segregar enzimas extracelulares para descomponer los

hidrocarburos en fertilizantes organicos de un modo econdémico (Moreno, Lopez,

Zavala, Velazquez y Herndndez, 2015).

1.2.5. Importancia de las plantas seleccionadas

a. Phaseolusvulgaris L. “frejol”

Origen

El origen del “frejol” se remonta hace 7000 afios a. c. cultivados
principalmente en la América Tropical (México, Guatemala y Pertl) y en
zonas de los hemisferios norte y sur. Las primeras evidencias de la
diversidad genética del “frejol” que existen en esta region, junto con los
hallazgos arqueologicos comprueban la antigliedad de su cultivo en México
y Pert. Su distribucion en diversas partes del mundo se dio después del
descubrimiento de América (Centro Internacional de Agricultura Tropical

[CIAT], 1980).

Descripcion botanica

El frejol es una planta herbacea, cuyo nombre cientifico es Phaseolus
vulgaris L., perteneciente de la familia de las Fabaceae (CIAT, 1980).
Presenta un crecimiento variado, que puede ser: determinado (enano) o
arbustivo (erectos como arbolitos), y un crecimiento indeterminado,
presentando caracteristicas rastreras que requieren de un soporte vertical
para trepar por medio de sus zarcillos, los cuales se enrollan al soporte

(Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura [IICA],
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1989). Se describen las partes de las plantas de frejol de la siguiente

manera:

Raiz: La estructura radicular estd formada por una raiz principal y por
varias ramificaciones laterales, dandole una apariencia conica. Siendo
caracteristicas peculiares de las fabaceas. Por medio de las raices, el frejol
puede hacer simbiosis con bacterias del género Rhizobium, formando

nddulos de tamafios muy variados (IICA, 1989).

Tallo: Constituye el eje central de la planta, se caracteriza por ser delgado,
débiles, angulosos y de seccion cuadrangular. Estos 6rganos almacenan
pequefias cantidades de alimentos fotosintetizados, que luego pasan a ser
transportados hacia las vainas (frutos) y que en su etapa final se vuelven

huecos (IICA, 1989).

Hoja: Se caracterizan por ser de dos tipos, simples y compuestas, y
enlazadas a los nudos del tallo y las ramas. Las hojas primarias son
simples, se encuentran en el segundo nudo del tallo, y se desarrollan en
la semilla durante la embriogénesis y se desprenden de la planta cuando
esta completamente desarrollada. Mientras que, las hojas compuestas

trifoliadas, son las hojas caracteristicas del frejol (IICA, 1989).

Inflorescencia: Se presenta de forma terminal o axilar y estan repartidas
en racimos con numerosas flores, la cual es un rasgo propio de las

variedades (IICA, 1989).

Flor: Se caracteriza por ser una papilionacea, identificando dos estados

en su desarrollo, el botdn floral y la flor totalmente abierta (IICA, 1989).

27



Figura 5. Morfologia de la Phaseolus vulgaris “frejol”.

Fuente: (Francesco & Gonzales, 2000).

- Vaina: Es de forma lineal y ligeramente comprimida, cuya placenta se abre
en la parte ventral llegada la madurez. Pueden ser de distintos colores,

formas y caracteristicas (IICA, 1989).

- Semilla: La forma mas genéricas son aquellas esféricas, redondas, y
cilindricas. Respecto al color se presentan con distintas mezclas. Se

encuentran conformados por dos cotiledones (IICA, 1989).

¢ Condiciones edafoclimaticas de Phaseolus vulgaris “frejol”

- Distribucion geografica: Se encuentra cultivado desde el nivel del mar
(Ecuador) hasta altitudes cercanas a 2500 m.s.n.m. (México, Guatemala,

Colombia, Ecuador, Pert, entre otros) (IICA, 1989).
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- Suelo: Crece apropiadamente en suelos con textura franco limosa, siendo
adaptable a texturas franco arcillosas (IICA, 2009). Respecto al pH ideal
para su desarrollo Optimo, se encuentra en un rango entre 6.5 y 7.5,
permitiendo una mejor disponibilidad de nutrientes. No obstante, el pH entre

4.5y 5.5, la planta puede responder positivamente (Escoto-Gudiel, 2004).

Temperatura: Gran parte de los frejoles se desarrollan a temperaturas entre
17.5 a 25 °C, valores por debajo o sobre el 6ptimo merman el rendimiento
debido a la mortalidad de la planta, temperaturas altas reducen la capacidad
fotosintética y disminuye la cantidad de flores que producen las vainas
maduras (Instituto de Ciencias y Tecnologia Agricolas [ICTA], 2010). Sin
embargo, puede soportar temperaturas de hasta 33 °C, pero no temperaturas
muy bajas, siendo la minima 8 °C, causando que la planta ficilmente sufra

dafios irreversibles (IICA, 1989).

Luz: Fuente luminica primordial para la fotosintesis de las plantas, debido a
que afecta la fenologia y morfologia de las plantas por reacciones de
fotoperiodo y elongacion, en intensidades altas afecta la temperatura ideal
para el desarrollo de la planta. El frejol es una especie de dias cortos;
mientras que, los dias largos tienden a causar demora en la floracion y la

madurez (White, 1985).

Disponibilidad de agua: La demanda de agua varia de acuerdo al
crecimiento de la planta, principalmente en la etapa de la floracion;
posteriormente, la cantidad requerida para el crecimiento de los frutos se
reduce. No tolera bien los excesos de agua en la fase de maduracion, asi

como sequias prolongadas en la primera fase de crecimiento (IICA, 1989).
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- Nutrientes: Para asegurar el apropiado desarrollo de las plantas de frejol, se
debe suministrar altas cantidades de N, K y Ca, y en menor cantidad S, Mg

y P (Arias-Restrepo, Rengifo-Martinez y Jaramillo-Carmona, 2007).

El estudio de Socorro y Martin (1988), sefiala que el nitrogeno es un
elemento esencial para la division celular, el desarrollo de los 6rganos y el
aumento del area foliar. Su aplicacion es vital desde el inicio del desarrollo
de la planta debido a que su absorcion incrementa rapidamente desde el
inicio del crecimiento y se extiende durante y después de la floracion hasta
el llenado de los granos, y finalmente en la maduracion. El fosforo es
importante para la formacion de los tejidos de la planta y para la actividad
bioldgica. Ademds, cumple un papel fundamental como transportador de
energia sintetizando las proteinas celulares, asi como en el metabolismo de
los glacidos. Las plantas que consumen altos niveles de fosforo se
desarrollan a una mayor rapidez (Loforte, 2007). El potasio es de gran
relevancia para el cultivo, porque interviene en la presion osmotica de las
c¢lulas, reduce la transpiracion y contribuye a mantener la turgencia celular.
Ademas, participa en la asimilacion clorofilica, en la formacion de los
glicidos y la sintesis de las proteinas. La absorcion de potasio por la planta
durante su ciclo de vida, se encuentra maximo entre los 44 y 53 dias

(Loforte, 2007).

¢ Fenologia de la Phaseolus vulgaris “frejol”

En la Figura 6, se explica las fases de crecimiento del “frejol”. La germinacion
ocurre a los 0 a 5 dias, seguidamente emerge la radicula a los 5 — 7 dias para
formar la raiz primaria al aparecer sobre ella las raices secundarias; el
hipocotileo también crece, y quedan los cotiledones al nivel del suelo. A los
11 dias aproximadamente, los cotiledones comenzaron a separarse Yy
aparecieron las hojas primarias. Posteriormente, entre los 11 a 23 dias se
formaron completamente el tallo, las ramas y las hojas trifoliadas. En esta

etapa se evidenciaron las estructuras vegetativas como el tallo, las ramas y las
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hojas trifoliadas que se desarrollan a partir de las triadas de yemas. A los 23
— 32 dias, se formaron el primer racimo floral, seguidamente empez6 la
floracion durante los 23 — 32 dias, cuando la planta presento la primera flor
abierta. Seguidamente, continud con la formacion de las vainas a los 36 — 44
dias, dicha etapa inicia cuando aparece la primera vaina con la corola de la
flor colgada o desprendida, cuando las valvas alcanzan su tamafio final, se
inicia el llenado de las vainas a los 44 — 62 dias, de crecimiento de la planta.
Finalmente, el ciclo bioldgico del frejol, culmina con la maduracion del
cultivo entre los 62 - 77 dias, presentdndose las pigmentacion y secado de las

vainas (Arias et al., 2007; IICA, 2009).

ETARAS D DESASROLLO DEL CRIVTRY: DR FRIDH
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Figura 6. Etapas de desarrollo de la Phaseolus vulgaris “frejol”.
Fuente: (IICA, 2009).

e Caracteristica del frejol como planta fitorremediadora

- Facilidad de su manejo para su cultivo.

- Se adapta ficilmente a un amplio intervalo en la variaciéon de
temperatura.

- Es una planta que crece en suelos contaminados con petrdleo crudo
(Hernandez et al., 2003), antraceno (Perez et al., 2011) y querosene

(Hernandez, 2013).
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Arachis hypogaea L. “mani”

Origen

Los registros indican que la Arachis hypogaea, es una leguminosa nativa a
nivel nacional y localizable en los departamentos de Ayacucho, Ancash, La
Libertad y Lambayeque. En América latina se ha registrado especimenes
de mani en Bolivia, al norte de Argentina y Brasil. Arqueoldgicamente
representaba uno de los frutos en collares de oro y plata en restos de mas
5000 afios, los cuales decoraban la tumba del Sefior de Sipan en las ruinas
de Huaca Rajada, Lambayeque. Principalmente, se cultiva en diversos
paises tropicales y subtropicales, siendo una planta valiosa como fuente de
proteina vegetal tanto para consumo humano y animal. Econdmicamente,
genera ingresos significativos para los pequefios productores de paises en
vias de desarrollo, donde se produce el 90% de la produccion mundial

(Burgos, 2006).

Descripcion Botanica

Segin Alava-Gomez (2012), define al mani como una planta herbacea
perteneciente a la familia de las Fabaceae, caracterizaba por sus frutos en
forma de vaina, los cuales crecen bajo el suelo y poseen varias semillas, tal
como se muestra en la Figura 7. Es una planta de tallo ascendente, pudiendo
alcanzar de 15 a 70 cm de altura, el tallo es ligeramente piloso con
ramificaciones desde su base. Valladares (2010), describe sus caracteristicas

biologicas de la siguiente manera:

Raiz: Consta de una raiz primaria de la cual nacen raices laterales. La
profundidad que pueda alcanzar esta sujeta a las caracteristicas de suelo,
clima y las practicas de cultivo. Ademas, se pueden formar raices
adventicias a partir del tallo, las ramas que tocan el suelo y el pedunculo de
la flor (gin6foro). El mani, al ser una leguminosa, también forma simbiosis

con las bacterias fijadoras de nitrégeno, Rhizobium.

32



- Tallo: Presenta caracteristicas tanto erecta como rastrera, posee una forma
cilindrica y puede alcanzar los 80 cm de alto. Generalmente, es de color
verde o con menor frecuencia, purpura, ademas de exhibir pelos en su

superficie.

Hojas: Son pinnadas con dos pares de foliolos unidos a un peciolo de 4-9
cm de longitud; los foliolos opuestos y de forma aproximadamente eliptica.
Asimismo, estan rodeados en la base por dos estipulas anchas, largas y
lanceoladas. Las variaciones de la organizacion foliar dan cinco, tres, dos e

incluso un solo foliolo.

Inflorescencia: se presenta como unas espigas de tres a cinco flores. Nacen
en las ramillas vegetativas, axilas de una flor completa o rudimentaria y
manifiestan en cada nudo una hoja primaria (catafila) en cuya axila se
desarrolla una rama floral muy corta que a su vez lleva una hoja
rudimentaria o a menudo bifida. En la axila de esta ltima se ubica la yema

floral.

Flor: se ubica unicamente en las axilas de las hojas inferiores o intermedias
de la planta. Generalmente, son amarillas y hermafroditas, su tasa de
autofecundacion es cerca del 97%. Tras la fecundacion, el ginéforo se
despliega hacia el suelo, empujando al ovario fecundado que acabara

enterrandose.

Fruto: una vez fecundada, la base del ovario se prolonga para permitir la
aparicion del ginoforo que es, en si, parte del propio fruto y en cuyo extremo
se desarrolla la vaina después de enterrarse. Los frutos se desarrollan bajo
tierra, el color de la cubierta puede ser blanco y cada uno puede contener

hasta cinco semillas, aunque generalmente se desarrollan dos o tres.
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Figura 7. Morfologia de la Arachis hypogaea “mani”.

Fuente: (Paleari, 2015).

¢ Requerimientos edafoclimaticos

Distribucion geografica: Arachis hypogaea es una planta termofila y
principalmente se distribuye entre latitudes de 44 grados al norte y 35

grados al sur (Funes, Monzote y Marrero, 2003).

Temperatura: La planta Arachis hypogaea requiere una temperatura
entre 32° y 34 °C para una adecuada germinacion. Sin embargo, esta se
puede inhibir si las temperaturas son extremas (15° y 45 °C). Para su
desarrollo necesita temperaturas que fluctian de 24 a 33 °C. A
temperaturas inferiores de 10 °C, el crecimiento de la planta se detiene

(IICA, 1989).

Fotoperiodo y Luz: El Arachis hypogaea al ser una planta tropical
requiere una adecuada luminosidad, desde su sembrado hasta la cosecha
(Mendoza, Linzan y Guaman, 2005). La intensidad de la luz es vital,
requiriendo de 10 a 13 horas de luz diarias, puesto que influye

promoviendo la fotosintesis y asimilacion de nutrientes por parte de la
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planta, mejorando su desarrollo y favoreciendo una buena produccion

de aceite (Heredia, Tuchez, Diaz y Ardon, 1989).

Riego: El Arachis hypogaea L. es resistente a periodos de estiaje. Sin
embargo, para su Optimo desarrollo requiere de suficiente agua durante
las etapas de floracion, formacion y llenado de frutos. Cabe resaltar, que
un exceso de humedad en la etapa de madurez ocasiona una
germinacion precoz de los granos, desarrollando semillas sin latencia,
ademas, las vainas pueden desprenderse o pudrirse. La constancia del
riego dependera del tipo del suelo, el clima y la época del cultivo

(Mendoza et al., 2005).

Suelos: Se desarrolla en suelos con textura franco-limosa o franco
arenoso, con buen drenaje y aireacion (Mendoza et al, 2005). Respecto
al pH, el mani es sensible a la salinidad, por lo que requiere suelos con
pH entre 6.5 y 7.5, pero puede variar entre 4.2 y 8, valores inferiores

puede reducir la produccion (IICA, 1989).

Requerimientos Nutricionales: De acuerdo a Burgos (2006), menciona
que las plantas de mani requieren un suelo muy fértil y con alto
contenido de calcio, fosforo y potasio para garantizar el Optimo
crecimiento de la planta. Asimismo, Naturland (2000), reporta que los
requerimientos basicos de nutrientes (kg/ha) son N=192, P=22, K=66,
Ca=77, Mg=25 y S=15.

Cabe sefialar que, debido a la asociacidn con micorrizas su eficiencia
de absorcion del fosforo es muy alta (Naturland, 2000). La escasez de
nitrégeno no se evidencia durante el estado vegetativo, los sintomas se
manifiestan al inicio del estado reproductivo debido a la demanda de

nitrogeno para la formacion de los frutos y la consecuente transferencia
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desde las hojas (tornandose amarillas en los bordes). Asi como, la
ausencia de calcio afecta la formacion de los granos, los cuales son

absorbidos por las vainas directamente desde el suelo (Padelini, 2012).

e Fenologia de la Arachis hypogaea L. “mani”

La planta Arachis hypogaea L. tiene un habito de -crecimiento
indeterminado, por lo tanto, los estados vegetativos y reproductivos
presentan un grado de superposicion variable. La duracion de las distintas
etapas es afectada por la temperatura, el contenido hidrico del suelo, el

fotoperiodo y el genotipo (Giambastiani, 2000).

Las semillas de mani presentan un crecimiento, tal como se muestra en la
Figura 8, y se explica a continuacion. La germinacion y emergencia de la
semilla se manifiesta entre los 5 — 10 dias, dependiendo de la profundidad
de siembra y la temperatura del suelo. A los 5 — 6 dias, se presenta el
enraizamiento de numerosas raices laterales de 10 a 16 cm en profundidad.
Paralelamente, el hipocoétilo se elonga, los cotiledones alcanzan la
superficie del suelo y las primeras hojas comienzan a desplegarse
(Meneses, Waijenber y Piérola, 1996). El crecimiento de la parte aérea, al
inicio, es lento puesto que la planta prioriza el crecimiento del sistema
radicular (Giambastiani, 2000). La emision de las primeras flores ocurre a
partir de los 20-35 dias después de la emergencia del cultivo y este periodo
puede durar de 20 a 60 dias, segin las condiciones de humedad del suelo,
la radiacion solar, la temperatura y el fotoperiodo (Meneses et al., 1996).
Finalmente, la madurez fisiologica se presenta a los 85-100 dias después
de la siembra, observandose el deterioro natural de la vaina (Meneses et

al., 1996, citados por Sarmiento, 2013, p. 5).
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Fuente: (Yzarra & Lopez, 2011).

e Caracteristicas del mani como planta fitorremediadora

El mani se escogid para este estudio por las siguientes razones:

- Facilidad en el manejo de su cultivo.

- Su adaptabilidad ante amplios rangos de temperatura.

- Es adaptable a condiciones de estrés ambiental.

- La época de la siembra es variable y depende de las caracteristicas
climatologicas de cada region.

- Puede crecer en suelos contaminados con hidrocarburos derivados del
petroleo, por lo que se considera una buena opcidn para la fitorremediacion
(Nwoko, Okeke, Agwu y Akpan, 2007).

-Es una planta micotrofica que puede descomponer y eliminar

hidrocarburos totales de petroleo presentes en el suelo (Nwoko, 2014).

1.2.6. Hongos micorrizico-arbusculares

a. Generalidades de los hongos micorrizico-arbusculares

La terminologia micorriza, fue utilizado por primera vez por el cientifico aleman
Albert Frank en el afio 1885, y proviene del griego; “mykes” (hongos) y “rhiza”
(raices) (Harrison, 1997). Constituyen componentes vitales de la microbiota del
suelo que interacttian con los microorganismos de la rizosfera, cambiando los

aspectos fisioldgicos de las plantas, asi como algunas propiedades nutricionales y
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fisicas del suelo rizosférico. A su vez, se va mejorando la absorcion de nutrientes
que optimiza el crecimiento y aumenta la biomasa de las plantas (Barea, Azcon y

Azcén, 2002).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) son asociaciones
simbidticas entre hongos del Phyllum Glomeromycota y las raices de una extensa
variedad de plantas (Perez, Rojas, Montes y Donicer, 2011). Estos organismos
biotréfos necesitan de un hospedero autoétrofo para completar su ciclo de vida y

para la generacion de esporas, tal como se muestra en la Figura 9.

Al establecerse la colonizacion micorrizica arbuscular, la morfologia de la raiz
hospedera se modifica manifestando: un sistema de hifas vinculado, que se
extiende en el interior del suelo; arbisculos intracelulares, los cuales actuan como
organos de transferencia de nutrientes entre la célula vegetal y el huésped; y
alargadas vesiculas intercalares o terminales, que sirven como almacén organico
del endodfito (Carlin y Brown, 1982). La presencia de arbtsculos y vesiculas,
conllevd que la simbiosis se denominara en un principio como micorriza —
arbuscular. Sin embargo, no todas las especies de hongos son capaces de formar
vesiculas, por lo que actualmente la asociacion se llama “micorriza arbuscular”

(MA) (Aguilera, Olalde, Arriaga y Contreras, 2007).

38



3

Exudados /
—_— &

i’cnhn. | ‘

Germinacion de esporas Esporulacion

llo extraradical

ArbGsculos

Figura 9. Ciclo de vida y fases de desarrollo del hongo micorrizico-

arbuscular.
Fuente: (Bucking, Liepold y Ambilwade, 2012).

La colonizacion comienza con la identificacion mutua entre planta-hongo,
desde el micelio hacia la raiz de la planta en la rizosfera, en el cual se secreta
sustancias exudadas de la raiz, provocando asi el desarrollo del micelio en
la raiz de la planta. El contacto intercelular se produce cuando las hifas
finalmente tienen contacto con la célula epidérmica o un pelo radical y
produce un apresorio, en el cual se generan ramificaciones infectivas cortas.
Posteriormente, se produce la introduccion de la hifa en la pared celular de
la raiz, dispersdndose intracelularmente a lo largo de la corteza, hasta
alcanzar la segunda capa de células corticales. Cuando la hifa degrada la
pared de la célula y penetra la membrana para ramificarse, se produce
cambios en la estructura de la raiz, generdndose arblsculos y vesiculas

dentro de la célula. Finalmente, se produce una alteracion de las actividades
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enzimaticas, las cuales se coordinan entre los simbiontes para integrar sus

procesos metabolicos (Harley y Smith, 1983).

La colonizacion por hongos micorrizico-arbusculares se ve beneficiada
cuando hay un déficit de nutrientes en el suelo, principalmente de fosforo.
Asimismo, existen otros nutrientes y minerales que pueden estar
biodisponibles por medio de la asociacion planta-hongo, asi como la

translocacion del agua (Abbott y Robson, 1982).

Factores que afectan la colonizacion de micorrizas en campo

La formacion y desempefio de los HMA puede verse afectado por cambios
en la estructura edafica (humedad, temperatura y disponibilidad de
nutrientes) como consecuencia de las condiciones naturales o
contaminacién por sustancias toxicas para los microorganismos y plantas
(Augé, 2000). Cuando hay exceso de agua se presenta inhibicion de la
colonizacion por HMA, mientras que, en suelos semihumedos se va

incrementado (Miller, 2000).

Los rangos de temperatura ideal para el desarrollo de la simbiosis en el suelo
varian entre 18 y 30 °C; mientras que, temperaturas inferiores la simbiosis

se ve afectada (Matsubara y Harada, 1966).

Los HMA responden de forma variable a los niveles de pH, notandose
respuestas positivas por parte de los HMA en pH dacidos y otros en pH
alcalinos (Clark, Zobel y Zeto, 1999). Esta relacion puede estar relacionada
con la disponibilidad de fosforo, el cual en grandes cantidades disminuye la
capacidad del HMA para optimizar la absorcion de nutrientes, mientras que
niveles moderados de P aumentan los niveles de nitrégeno y la infeccion por

estos hongos (Safir y Duniway, 1991).
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¢. Clasificacion de los diferentes tipos de hongos micorrizicos

Segtin Strullu, Perrin y Plenchette (1991), menciona que existen tres tipos
de micorrizas que se distinguen por la forma en que las hifas del hongo se

encuentran dentro de los tejidos corticales de la raiz:

Las ectomicorrizas, se establecen cuando el micelio fingico no penetra en
las células de la raiz. Esta simbiosis, forma la red de Harting y una
estructura denominada manto, donde se genera una envoltura de las raices
afectadas en el cual se extiende el sistema hifal que favorece la mayor
superficie de absorcion de compuestos minerales. Los hongos capaces de
formar este tipo de asociacion pertenecen a los géneros Basidiomycetes o
Ascomycetes y plantas de los grupos Gimnospermas o Angiospermas,
estableciendo una simbiosis entre un 3% y un 5% de las plantas (Garcia-

Cuesta, 2010).

Las endomicorrizas, se basa en la penetracion de las hifas de manera intra
e intercelular en las células corticales y epidérmicas de la raiz, para formar
arbusculos y vesiculas que aseguran una gran superficie de contacto entre
ambos asociados (Quilambo, 2003). Se subdivide en tres grupos: ericoides,
orquidiodes y vesiculo-arbusculares. Micorriza de ericoides pertenecen a
la familia Ericaceae, son aquellos hongos que forman pelotones dentro de
las células corticales. En este tipo de asociacion, no se forman vesiculas,
arbusculos y manto de hifas. Los hongos que se encuentran en este grupo

son: Asmicotina y Basidimycotina (Smith y Read, 1997).

Las micorrizas de orquideas, son aquellas que forman una asociacion
intracelular con una fisiologia especial con hongos del género

Basidiomycota (Smith y Read, 1997).
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Las micorrizas vesicula-arbuscular se establecen cuando el hongo hace
contacto con la raiz del hospedero, formandose asi, una estructura llamada
apresorio sobre la epidermis de la misma, dando lugar a la formacion de
una estructura de precolonizacion; luego de dos o tres dias, se iniciara la
penetracion del hongo en la raiz de la planta, siendo esta la zona mas activa
para la colonizaciéon, como se observa en la Figura 10 (Giovannetti,

Sbrana, Avio, Citernesi y Logi, 1993).

Figura 10. Estructura morfoldégica de un hongo micorrizico-

arbuscular.

Fuente: (Spuny, 2008, citado por Garcia-Cuesta, 2010, p. 73)

Los hongos micorrizico-arbusculares se encargan de colonizar en las
células corticales de raices de las plantas mediante sus micelios, las hifas
externas no forman manto, el micelio es inter e intracelulares formando
arbusculos y vesiculas (Harrison, 1997). Los arbusculos, son hifas que se
dividen dicotdmicamente, son invaginados por la membrana plasmatica de
las células corticales y presentan periodos de vida cortos. Mientras que, las
vesiculas son estructuras de almacenamiento de lipidos que se forman en

la parte terminal de las hifas y se forman a partir del hinchamiento de una
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hifa, y pueden llegar a engrosar sus paredes y convertirse en esporas
(Barker, Tagu y Delp, 1998). Las esporas tienen altos contenidos de
lipidos, junto con las hifas, producen fitohormonas u hormonas vegetales
como la auxina, giberelina y citoquininas, cuando estas hormonas son
secretadas durante la formacidon de la micorriza, van a contribuir
significativamente a los cambios de la fisiologia del hospedante (Garcia-

Cuesta, 2010).

Phylum Drdar Family Genus
=

[ [e——]

N

|Em-lnq'-u

=TT

- e ] =R
———— —— -

=]
= e

Figura 11. Clasificacion general de los hongos micorrizicos-arbusculares.

Fuente: (Montaiio, Camargo, Garcia y Monroy, 2007).

Los hongos micorrizico-arbusculares establecen asociacion simbidtica en el
80 — 85% de las plantas terrestres. Distribuidas entre los grupos de las
familias de las Briofitas, Pteridofitas, Angiospermas y Gimnospermas; se
desarrollan principalmente en familias Poaceae (gramineas) y Fabaceae
(fabaceas) (Daniell, Husband, Fitter y Young, 2001). Los hongos
formadores de micorrizas arbusculares pertenecen al phylum

Glomeromycota (Figura 11).
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Las ectendomicorrizas establecen una asociacion de tipo intermedio entre
las ectomicorrizas (el manto y red de Hartig) y las endomicorrizas
(colonizacion de células radicales), teniendo a la vez ambas caracteristicas.
En este grupo, se encuentran las micorrizas de tipo arbutoide en los géneros
Arbutus, Arctostaphylos o Vaccinium formada por hongos Basidiomycotina
y el tipo Monotropaceae que se caracteriza por tener una red de Hartig y un

manto bien desarrollado (Strullu, Perrin y Plenchette, 1991).

d. Hongo micorrizico-arbuscular (Rhizophagus intraradices)

La Rhizophagus intraradices (N.C.Schenck & G.S.Sm.) C.Walker & A.
SchiiBler, 2010, anteriormente llamada Glomus intraradices N.C.Schenck
y G.S.Sm., 1982, es un hongo micorrizico arbuscular de la familia
Glomeraceae (Tabla 5), usualmente empleado como inoculante en suelos
agricolas y la horticultura, asi como en estudios cientificos sobre efectos
de los hongos micorrizicos arbusculares en la estimulacion del crecimiento

de las plantas y mejoramiento de suelos.

Se caracterizan por poseer un morfologia propia, que contiene hifas
extraradicales, esporas, vesiculas y arbusculos (Figura 12) (Audet, 2012).
En lo que respecta a las esporas de la Rhizophagus intraradices posee una
caracteristica globosa irregular de color pardo rojizo con un tamafio de 40
— 140 pum, y consta de tres capas (L1: coloracion rojo a purpura palido, L2:
capa hialina y mucilaginosa y L3: capa laminada), tal como se observa en

la Figura 13.
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Figura 12. Estructura de la Rhizophagus intraradices en raices de
zanahoria. A. Vesiculas (Ve). B. Esporas (Sp), Grupo de esporas
(Sc), hifas extraradical (Eh), hifas intraradicales (Ih). C.
Arbusculos (Ar). D. Vesiculas (Ve). E. Esporas (Sp) e hifa

extraradical (Eh).
Fuente: (Audet, 2012).

Figura 13. Fotografia a nivel de microscopio de esporas (50 um)

de la Rhizophagus intraradices.

Fuente: (Medina, Rodriguez, Torres y Herrera, 2010).
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Tabla 5

Clasificacion del hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus

intraradices
Clasificacion Descripcion
Reino Hongos
Filo Glomeromycota
Clase Glomeromycetes
Orden Glomerales
Familia Glomeraceae
Genero Rhizophagus
Especie Rhizophagus intraradices

Fuente: (Schii8ler, 2016).

Por otro lado, ha sido muy empleada en estudios de rizorremediacion
obteniendo eficaces resultados. Tal como, lo menciona Liu y Dalpé (2009),
en el cual evidenciaron que la Rhizophagus intraradices, no solo favorece
el crecimiento de las plantas, sino también ayuda a reducir altos niveles de

hidrocarburos aromaticos policiclicos en el suelo.

Estos hongos tienden a colonizar por medio de una extensa red de hifas y
esporas intraradicales que se asocian a las raices de las plantas huéspedes
(Giovannetti et al., 1993). En numerosos estudios cientificos la
Rhizophagus intraradices ha demostrado ser eficaz en la absorcion de
fosforo en varias plantas, asi como en la mejor agregacion del suelo

(Cardoso y Kuyper, 2006).
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Asociacion entre hongo micorrizico arbuscular y planta en la

fitorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos

El papel fundamental de hongos micorrizico-arbusculares incrementa la
eficacia de la fitorremediacion, mediante: el mejor desarrollo de la planta
y de las raices, asi como el incremento de la actividad de los
microorganismos de la rizosfera, y estimulan la mayor adsorcion y
bioacumulacion de los hidrocarburos en la zona radicular (Rajtor y

Piotrowska, 2016).

Del mismo modo, Rajtor y Piotrowska, mencionan que la interaccion entre
las plantas y los hongos micorrizico-arbusculares se establecen de la
siguiente manera: (a) Las hifas incrementan la adquisicion de nutrientes y
absorcion de agua hacia las plantas. (b) Las micorrizas estabilizan los
agregados del suelo que mejoran significativamente el crecimiento de la
planta. (c¢) Absorcidbn e inmovilizacion de contaminantes organicos
localizados en las capas mas profundas del suelo. (d) El carbono organico
disuelto entregado por las hifas en zonas profundas de la rizosfera estimula
el desarrollo y la actividad enzimatica de los microorganismos
degradadores de hidrocarburos. (c) Se establece la colonizacion
micorrizica alterando el patron de exudacion de la raiz, incrementando la
actividad de las oxidorreductasas, enzimas que son principalmente
responsables de la degradacion oxidativa de compuestos aromaticos y
protegera las plantas del estrés oxidativo. (f) Aumentan el contenido de
lipidos, el volumen del area total de adsorcion del sistema de raices, que
contribuye a mejorar absorcion de hidrocarburos hidréfobos, tal como se

observa en la Figura 14.

En la investigacion de Yu, Wu, Wu y Wong (2011), demostraron el papel
fundamental que tienen las micorrizas en la fitorremediacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). A su vez, en el estudio de

Tang, Chen, Huang y Tian (2009), evidenciaron que los hongos
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micorrizico-arbusculares tienen un efecto estimulador sobre ¢l crecimiento
y resistencia de las plantas: Medicago sativa 'y Zea mays, ante el estrés de
contaminantes, e incrementan las actividades enzimaticas cuando se

encuentran expuestas a suelos contaminados con diésel y antraceno.

Por otro lado, los efectos de los hidrocarburos sobre la asociacion
simbidtica de los HMA y las metalofitas dependen del tipo de planta y
hongo, de la concentracion y del tipo de contaminante. Por tal motivo, el
benzo (a) pireno afecta la colonizacion, la longitud de hifas extrarradicales
y la formacion de esporas de Rhizophagus intraradices en cultivo in vitro

con Cichorium intybus (Debiane et al., 2009).

o

..-.,= Micorrizosfera

Hyphosphera

Figura 14. Participacion de las micorrizas en la fitorremediacion

de suelos contaminados con hidrocarburos. Fuente: (Rajtor & Piotrowska,

2016).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1.Material Biolégico

e Semillas de “frejol” (Phaseolus vulgaris L.) y “mani” (Arachis hypogaea
L.) adquiridas de la provincia de Atalaya, departamento Ucayali.

e Las muestras de petroleo fueron adquiridas de la provincia de Atalaya,
departamento Ucayali.

e Hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices obtenidas de la

empresa AGROMAT Peru, tal como se observa en la Figura 15.

Figura 15. Rhizophagus intraradices en
sustrato inerte (arcilla expandida) de la

marca MYCOSYM TRI-TON®,
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2.1.2. Materiales para germinacion

e Bandejas germinadoras (55 cm de ancho x 37.5 cm de largo x 12 cm de
didmetro) adquiridas del centro de ventas de la Universidad Nacional Agraria
La Molina.

e Sustrato de vermiculita fina adquirird del centro de ventas de la Universidad
Agraria La Molina.

e Sustrato de perlita agricola adquirido de la empresa PERLIQUIM PERU.

e Compost organico adquirido del centro de ventas de la Universidad Agraria

La Molina.

2.1.3. Materiales para el crecimiento de las plantas

e Tierra preparada adquirida de la empresa MALLKI.

e Macetas (14 cm de diametro x 15 c¢cm de altura) adquiridas de la empresa

MARUPLAST INTERNACIONAL.

2.1.4. Materiales de Laboratorio

e Un balon de vidrio de 250 ml un vaso becker de 100 ml, una probeta de 100
ml, portaobjetos y cubreobjetos.

e Pipetas de plastico de (1,0 ml y 10 ml), placa de Petri con cuadricula 1x1 cm,
una probeta de 1 L.

e Una pinza, aguja y un Bisturi de diseccion.

e Hidréxido de potasio (KOH al 10%), Peroxido de hidrogeno alcalinizado,
Acido Clorhidrico (HCI al 1%), Azul de tripano (al 0.05% en solucién de
glicerol), Glicerol y Alcohol etilico (99%), Acido sulfurico, Kit de
determinacion de nitrégeno, Kit de determinacion de fosforo, Kit de

determinacion de potasio, solucion hidroponica La Molina®.
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2.1.5.

2.1.6.

Equipos

e Estereoscopio Labor Tech NHSMCO-LTD ZTX-20W, Microscopio PRIMO
STAR ZEISS, Bafio maria modelo Kertlab Laboraty modelo Series CDK — 522,
Equipo Soxhlet para extraccion de aceites, pH metro portatili HANNA modelo
HI 98103, Sensor de Humedad de marca Arduino modelo Higrometro FC-28,
Luxdémetro digital portatil de la marca Duoyi de modelo Lx-1010b, Balanza de

precisién de modelo Digital Precision® de la marca ESJ200-4 y Horno tostador

IMACO HE900.

Otros

e Mangueras para riego, fluorescentes, agua destilada, agua desionizada y

pliegos de plasticos trasparentes.
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2.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.2.1. Area de Estudio

La investigacion se llevd acabo en el laboratorio de Ciencias Basicas de la
Facultad de Ingenieria Ambiental de la sede de Huacho (Distrito de Végueta)
y en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia, asimismo se usé el
centro de investigacion (invernaculo) de la sede Lima de la Universidad
Catolica Sedes Sapientiae, ubicada en Distrito de Los Olivos departamento de
Lima, con coordenadas UTM-WGS84 274777.53E, 8672760.6N, como se

muestra en la Figura 16.

UBICACION DEL INVERMACULD ¥
N LABCRATORIO BE MICROBOLOGEA
Y DTOTECMOLOGIA D LA FACULTAD

DF INGENIZRIA AMBIINTAL- UCSS

0 109 200 300 400 56 £00m

LIRomes-  Mormoiage v oeec saogu

QDM Soncr? Mape See

Figura 16. Localizacion de las instalaciones donde se desarrollo la investigacion.

Fuente: Elaboracion propia.
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2.2.2. Descripcion del experimento

La investigacion se llevo acabo en dos fases (campo y laboratorio).

e Fase I: La fase de campo consisti6 en el disefio y acondicionamiento del
invernadero, seguido por la desinfeccion y seleccion de las semillas de frejol y
mani, y posteriormente su germinacion. Seguidamente, se prepard el material
experimental, inoculando 1 g de petréleo crudo y el hongo micorrizico R.
intraradices en dosis de 0; 2,5 y 5,0 g.kg! alas muestras de suelo, distribuidas
en seis tratamientos experimentales evaluados en dos periodos (60 y 90 dias), con
cuatro réplicas cada una, dando un total de 48 unidades experimentales. A los 15
dias, se realizd el sembrado de las dos plantas y se dejaron desarrollar en dos
periodos de evaluacion (60 y 90 dias). Finalmente, se midi6 los parametros
fisicoquimicos peridodicamente (altura de la planta, intensidad de luminosidad,

pH, y humedad) y se recolect6 las muestras de raices y suelos (Figura 17).

e Fase II: La fase de laboratorio involucré la extraccion del petroleo crudo por
método Soxhlet en muestras de suelo. A su vez, se determind la cantidad de
micronutrientes por Kits- Test NPK, y finalmente se realiz6 el analisis de la
colonizacion de micorriza en los tejidos de las raices de las plantas de mani y

frejol a los 60 y 90 dias (Figura 18).

Finalmente, con los resultados obtenidos de los seis tratamientos experimentales,
se procesd la data en el programa estadistico SPSS y STATISTICA, para
determinar las siguientes variables dependientes (Tabla 10): el porcentaje de
reduccion de petrdleo crudo (PC-1 %), porcentaje de colonizacién micorrizica
sometida al 1% de petroleo crudo [% CM-1% PC], altura de la planta,

concentracion de N, concentracion de P, concentracion K.
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[ Fase I (Campo) ]

Construccion y Deesinfeccion v germinacion de las
acondicionamiento semillas de Arachis lypogaeay
del invernadero Phaseolus vulgaris

Seleccion v trazplante

de las plamtulas para los
tratamientos
Inoculacion de 1g
de petrolec crudo Inoculacion de
(PC-1%) Preparacion del material sustratos de micorriza
experimental R. infraradicas (0,
b 5 1
[ 1 kg de suelo 23.3gkg”)
Desarrollo de las plantas
incculadas con la micorriza
en suelos contaminados con
petroleo (Tratamientos
experimentales)
- Altura de tallo |
-Luz Medicién de Preparacién de las
-pH pardametros de campo muestras (suelos v raices)

- Humedad

Figura 17. Diagrama de flujo de la fase de campo de la investigacion.

54




Auublisis de rabees d@e A
e pogasa ¢ P osulgarts

Dierermibngcies de ls colonlen b
ExicaTriEios en raices de.d

Extracciin de petrdds Dieterminaciin de _ :
por Merede Sochlet mErauirinntes p#r hypogaray P i
milizasdo elanal Kitx-Tar MPE |
I Accadicionzadento de
Preparacitn de carmachos Toccrsmrmisngs de Tnd las raloes
[peszee de 10 g de poweyire smesirea de soeds
de suedn sartchod |
T '
o Arleenieate de 1as Acichficacydo de laa
Peemo maxial Jel Mdediciin con test slreal b b [ HClal 1D J
mairae vacio ] &n cibetas des 3T, ek alaintsis R i
—Ii Py v K
[
: Tincito de laz pedoes com
R ks A i - Apal de Tripen al 105% }
RCAMIE T DOAERARAK £ Dedermimariin del 1
tﬂ'ﬂﬂ]ﬂ W hiediE de viched) MPE ntilizasds sl
Proceso de exiracaion Evibmacrs TVITY -
pHowFlex & (mpl Y F.m::e: distritaidae e placas de
Fetri para marcar la micormizacion
Precsin final ded o mnatok da fmlerees cidn de !
balon da vidoe |
- — e —

| Farcontaje e colonizacion
[ Poreentaje de petrdlea micsrmizics (H)

rem o de las
mmesiras de sneke (b

Figura 18. Diagrama de flujo de la fase de laboratorio. Porcentaje de remocion de petréleo crudo,

analisis de los parametros de NPK y porcentaje de colonizaciéon micorrizica.
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2.2.3. Tratamientos experimentales

Los tratamientos fueron evaluados a los 60 y 90 dias bajo a la mismas condiciones
descritas en la Tabla 6 y Tabla 7, en cada tratamiento se consideraron cuatro replicas.
El tratamiento uno (T1) estuvo formado por la planta de Phaseolus vulgaris mas 1
kg de suelo contaminado con 1% de petréleo crudo. El tratamiento dos (T2), estuvo
formado por la planta de P. vulgaris més el inoculo de 2,5 gkg' de Rhizophagus
intraradices/kg de suelo contaminados con petroleo crudo (1%). El tercer tratamiento
(T3), estuvo formado por la planta de P. vulgaris mas el inoculo de 5,0 g.kg™' de R.
intraradices/kg de suelo contaminado con petrdleo crudo (1%). El tratamiento cuatro
(T4), estuvo formado por una planta de Arachis hypogaea mas 1 kg de suelo
contaminado con 1 % de petroleo crudo. El tratamiento cinco (T5), estuvo constituido
por una planta de 4. hypogaea mas el inoculo de 2.5 g.kg'! de R. intraradices/kg de
suelo contaminados con petrdleo crudo (1 %). El sexto tratamiento (T6), estuvo
formado por una planta de A. hypogaea mas el inoculo de 5,0 gkg! de R.

intraradices/kg de suelo contaminados con petroleo crudo (1 %) (Figura 19).

Tabla 6

Tratamientos experimentales y sus respectivas dosis

Tratamientos Leguminosa + Dosis + PC-1% + Periodo
T1 Pv + PC-1% + 60 dias
T1 Pv + PC-1% + 90 dias
T2 Pv + Ri (2,5 gkg!) + PC-1% + 60 dias
T2 Pv + Ri (2,5 gkg!) + PC-1% + 90 dias
T3 Pv + Ri (5,0 gkg!) + PC-1% + 60 dias
T3 Pv + Ri (5,0 gkg!) + PC-1% + 90 dias
T4 Ah + PC-1% + 60 dias
T4 Ah + PC-1% + 90 dias
T5 Ah + Ri (2,5 gkg™") + PC-1% + 60 dias
T5 Ah + Ri (2,5 gkg™) + PC-1% + 90 dias
T6 Ah + Ri (5,0 gkg™) + PC-1% + 60 dias
T6 Ah + Ri (5,0 gkg™) + PC-1% + 90 dias

Fuente: Elaboracion propia.
*Pv: Phaseolus vulgaris “frejol”, Ri: Rhizophagus intraradices “Hongo Micorrizico

Arbuscular”, Ah: Arachis hypogaea: Ah.”mani”. PC-1%: Petroleo crudo al 1%.
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Figura 19. A. Tratamientos experimentales en el invernadero. Las macetas
conteniendo los tratamientos T1, T2, T3, T4, TS5, T6, y sus respectivas repeticiones se
ubicaron aleatoriamente.

Tabla 7

Condiciones de invernadero para los tratamientos

Condiciones de invernadero Descripcion
Duracién del ensayo 60 y 90 dias
Temperatura Ambiente 25-28°C
Intensidad de luminosidad 1000 — 1200 lux
Humedad de Ambiente 65—70 %
Fotoperiodo 11 h con Luz y 13 h en oscuridad.
N° de réplicas 4

Fuente: Elaboracion de propia.

2.2.4. Diseiio estadistico del experimento

Se us6 un disefio completo al azar (DCA), empleando seis tratamientos. El
tratamiento uno (T1) estuvo conformado por la planta de Phaseolus vulgaris mas 1

kg de suelo contaminado con 1% de petréleo crudo. El tratamiento dos (T2) estuvo
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2.2.5.

conformado por la planta de P. vulgaris mas el inoculo de 2,5 g kg™ de Rhizophagus
intraradices/kg de suelo contaminados con petroleo crudo (1%). El tercer tratamiento
estuvo conformado por la planta de P. vulgaris méas el inoculo de 5,0 g.kg' de R.
intraradices/kg de suelo contaminado con petréleo crudo (1%). El tratamiento cuatro
(T4), estuvo conformado por una planta de Arachis hypogaea mas 1 kg de suelo
contaminado con 1 % de petréleo crudo. El tratamiento cinco (T5), estuvo constituido
por una planta de 4. hypogaea més el inoculo de 2.5 gkg™! de R. intraradices/kg de
suelo contaminados con petroleo crudo (1 %). Por ultimo, el sexto tratamiento (T6),
estuvo conformado por una planta de 4. hypogaea mas el inoculo de 5,0 g.kg' de R.
intraradices/kg de suelo contaminados con petroleo crudo (1 %). Los tratamientos

control fueron T1 y T4 sin inoculo de R. intraradices.

Unidades Experimentales

En la investigacion se consideraron 48 unidades experimentales (Figura 20), cada
maceta experimental estuvo conformada por una planta mas un 1 kg de suelo

contaminado con 1 % de petréleo crudo, evaluadas a los 60 y 90 dias.

Figura 20. Se observa las 48 unidades experimentales a condiciones de

invernadero.
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2.2.6. Desarrollo experimental e identificacion de variables y su mensuracion

Las variables analizadas en la presente investigacion se observan en la Tabla

8 y Tabla 9:

Tabla 8

Variables, unidades de medida y métodos de analisis

Variables Unidad Metodologia
Reduccion de % Extraccion Soxhlet
petroleo crudo en el
suelo
Colonizaciéon % Técnica de interceptos
micorrizica
Altura de la planta cm Escalimetro
pH del suelo Unidades de pH  Potencidémetro
Fosforo ppm Fotométrico
Nitrégeno ppm Fotométrico
Potasio ppm Fotométrico
Fuente: Elaboracion propia.
*CM: Colonizacion micorrizica, PC: Petrdleo crudo
Tabla 9.
Variables independientes
Variables Descripcion

Tipo de planta
Tipo de suelo

Concentracion de PC

Dosis de micorrizas

“ﬁ.ejol” y GGmani’i
Franco arenoso

1g.kg!
0 gkg'2,5 gkg"5,0

gkg!

Fuente: Elaboracion propia.

PC: Petroleo crudo
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a. Fase de campo de la toma de muestras de raices y suelos de los tratamientos

¢ Disefo y acondicionamiento del invernadero

Para la construccion del invernadero se tuvieron en cuenta las siguientes
especificaciones: Dimensiones de la base (3 m x 2 m), y elevacion del invernadero
desde la base teniendo una estructura de (80 cm de altura, 2 m de ancho y 3 m de
largo), siendo sellada con una malla raschel y plastico de polietileno trasparente
genérico. Asimismo, se ubicaron cuatro fuentes luminicas conectadas a un timer digital
blanco Modelo T-digi din 201 marca Completel para el encendido y apagado
automatico del invernadero, los cuales fueron ubicados a 80 cm de la base utilizando
el techo como soporte, los fluorescentes estuvieron separados linealmente en 40 cm y
paralelamente en 70 cm. Adicionalmente, se incorpord un sistema de riego por goteo
a gravedad, cuya capacidad fue de 20 L, el sistema se distribuy6 a lo largo de todo el
invernadero, a través de mangueras de PVC que se separaron en seis lineas de riego,
compuesto de un gotero ajustable y una llave de mariposa para el control del flujo de

la salida de agua hacia las macetas, como se observa en la Figura 21.

Figura 21. Disefo del invernadero para las unidades experimentales.
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e Desinfeccion de las semillas de plantas de Phaseolus vulgaris “frejol” y

Arachis hypogaea “mani”

Las semillas de Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea se desinfectaron por
inmersiéon en alcohol al 70 % durante un minuto, posteriormente se
sumergieron en hipoclorito de sodio al 10 % durante quince minutos (Pineda,
2004). Finalmente, las semillas se enjuagaron ocho veces con agua destilada

estéril, tal como se evidencia en la Figura 22.

Figura 22. A: Lavado y desinfeccion de semillas de “mani”. B: Lavado y

desinfeccion de semillas de “frejol”.

e Germinacion de la semilla de Phaseolus vulgaris “frejol” y Arachis hypogaea

“mani”

Una vez desinfectadas las semillas, se seleccionaron aquellas que presentaron
las mejores condiciones para ser sembradas en los sustratos, el cual estaba
constituido por una mezcla de: 60 % de compost organico, 20 % de
vermiculita y 20 % perla agricola, con la finalidad de acelerar la germinacion
de las semillas. Se sembraron en bandejas de germinacion de 38.5 x 51.5x 10
cm de polietileno de alta densidad y con perforaciones de una pulgada para el
drenaje y aireacion, necesarias para retener la humedad del suelo y promover

un Optimo crecimiento de las semillas.
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Las semillas del Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea se mantuvieron
humedas utilizando agua destilada estéril y permanecieron en condiciones
semicontroladas de invernadero (23-25 °C, 75 % de humedad y una intensidad
luminica de 600 lux) hasta que las plantulas manifestaron el primer par de hojas
verdaderas. En el caso del P. vulgaris, las primeras hojas verdaderas se
presentaron a los ocho dias, mientras que, las semillas de 4. hypogaea se

presentaron a los 15 dias de germinacion (Figura 23).

Las plantulas se desarrollaron normalmente en el semillero, hasta que alcanzaron
un porcentaje de germinacion al 100 %, y posteriormente se procedio al

trasplante hacia las macetas experimentales (Pineda, 2004).

Figura 23. A: Bandejas de germinacion con semillas de Arachis hypogaea
“mani“. B: Bandejas de germinacion con semillas de Phaseolus vulgaris

“frejol”.

Preparacion del suelo experimental

El suelo experimental que se utilizd en las macetas fue obtenida de la empresa
San Fernando marca MALKI destinado para uso de jardineria y de acuerdo a la
caracterizacion inicial, el suelo presentd las siguientes caracteristicas descritas
en la Tabla 10 y Apéndice 1. Posteriormente, se sometid a un proceso de
esterilizacion mediante la técnica de calor seco a condiciones de 80 °C a 20 — 30

min. Antes del trasplante (Aguirre-Buenafio, 2013) (Figura 24).
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Figura 24. Esterilizacion del suelo mediante la técnica de

calor seco.

Tabla 10

Caracteristicas fisicoquimicas del suelo experimental

Caracteristica Valor Interpretacion

pH 7.48 Ligeramente alcalino
Conductividad eléctrica (dS.m™) 4.22 Moderadamente salino
Calcio soluble (meq/100 g) 9.51 -

Magnesio soluble (meq/100 g) 3.10 -

Potasio soluble (meq/100 g) 2.34 -

Porcentaje de Sodio intercambiable |05
(meq/100 g) .
Carbonatos totales (CaCO3, %) 3.40 -

Materia orgénica (%) 9.36 Alto
Nitrogeno total (%) 0.26 Moderadamente alto
Fosforo disponible (mg/kg) 403.6 Alto

Potasio disponible (mg/kg) 3180 Alto

Arena (%) 58 -

Limo (%) 24 -

Arcilla (%) 18 -

Clase textura Franco — arenoso

Fuente: Elaboracion propia/Apéndice 1.

63



Seglin la Tabla 11, el material experimental estuvo conformado por 1 kg de suelo,
que fue agregado en macetas de plasticos de 1 kg de capacidad, con dimensiones de
14 cm de didmetro y 12 cm de alto, de esta manera se obtuvo una equivalencia de 1
kg de suelo/maceta, obteniendo 48 macetas experimentales. Posteriormente, con
ayuda de una pipeta se agrego6 en cada maceta 1 g de petréleo crudo, utilizando una
cantidad total de 48 g de petréleo crudo para la totalidad de los tratamientos del
experimento (Tabla 12 y Figura 25) (Liu et al., 2004). Cabe indicar, que la muestra
de petroleo crudo proviene de la Planta “Refineria Talara” estacion corvina
(Apéndice 2) y tiene las siguientes caracteristicas fisicoquimicas evidenciadas en la

Tabla 13.

Tabla 11

Preparacion del material experimental

Preparacion suelo Descripcion
experimental
Maceta Dimensiones (14 cm de didmetro y 12 cm de
alto).
Suelo 1 kg
Petroleo lg
Equivalencia 1 kg de suelo contaminados + 1 g de crudo
de petroleo/ maceta
Cantidad 48 macetas experimentales

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 12

Cantidad total de los sustratos contaminados con petrdleo

Petroleo Sustrato de
, concentracion
Item Crudo Tierra ek 1)
g.kg
(@ (kg)
Sustrato 1 1 1

Fuente: (Joner et al., 2001; Joner & Leyval, 2001; Liu et al., 2004).
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Figura 25. A. Inoculacion de 1 g de petroleo crudo. B. Adicion de 1 kg del

suelo experimental. C. Suelo experimental.

Tabla 13

Caracterizacion fisicoquimica del petroleo crudo

Propiedades Descripcion
Procedencia Zona Norte Corvina
Gravedad API 23.2
Gravedad especifica 0.9147
BSW % 0.05
Viscosidad cinematica 11.7
(cSt. @ 122°F)

Contenido de Azufre 0.20
(%m/m)

Fuente: (Almora,2014)
Nota: La muestra de petréleo crudo presenta predominancia en compuestos de Hidrocarburos

Aromaticos Policiclicos.

e Trasplante de las plantas a los tratamientos y a las condiciones normales

Las plantulas para los tratamientos experimentales fueron seleccionadas basandose
en sus caracteristicas similares, tamafo, didmetro, color y nimero de hojas. Luego
de la seleccion se trasplantaron a las macetas de plastico que contenian el suelo

experimental, segtn lo descrito por (Pineda-Hernandez, 2004).
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Inoculacion de hongo micorrizico-arbusculares en los tratamientos y condiciones

normales

Se utilizd6 como hongo micorrizico arbuscular a la especie Rhizophagus intraradices
obtenida de la empresa Agromat EIRL, mediante la presentacién de sustrato inerte
de Arcilla expandida de la marca MYCOSYM TRI-TON® (Apéndice 2). Al momento
del trasplante, se distribuyeron las dosis de micorrizas en las siguientes cantidades
(0; 2,5y 5 g'kg! de suelo) en los seis tratamiento con cuatro repeticiones de cada

especie (Tabla 14) (Ortiz-Cano et al., 2009).

Tabla 14

Distribucion de las dosis de micorrizas en los tratamientos experimentales

Lesuminosa Dosis de R. Periodo N° N° total de
g intraradices macetas/dosis  macetas
0 g'kg! 60 4
0 g-kg! 90 4
Phaseolus 2,5 g'kg’! 60 4 24
vulgaris 2,5 g-kg’! 90 4
5,0 g'kg! 60 4
5,0 gkg! 90 4
0 g'kg! 60 4
0 g'kg! 90 4
2,5 g'kg’! 60 4
Arachis 2,5 g'kg'! 90 4 24
hypogaea
5,0 g'kg! 60 4
5,0 g'kg’!
90 4

Fuente: Elaboracion propia.
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El sustrato de arcilla de la Rhizophagus intraradices se distribuyo y se agregd alrededor
de las raices de la P. vulgaris y A. hypogaea a una distancia de entre 1 y 2 cm, y una

profundidad de 5 cm (Figura 26).

T4
o

..‘-
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YA,

Figura 26: Inoculacion de la Rhizophagus intraradices en las macetas experimentales.

Fuente: Micozim (2014).

Las unidades experimentales se mantuvieron en condiciones de invernadero, con una
temperatura que oscild entre 25 y 28 °C, la humedad ambiental entre 65 y 70% y una
luminosidad de 1200 lux.; todo esto en intervalos de tiempo de 60 y 90 dias. Las plantas
se regaron por medio de un sistema de riego por goteo y se aplicd solucion hidroponica
La Molina © solucion simple A (Nitrato de potasio, Nitrato de Amonio y superfosfato
triple) y solucion simple B (Sulfato de Magnesio, Hierro y solucion de micronutrientes)

seglin requeria.

Figura 27. A: Trasplante de las plantas de
Phaseolus vulgaris. B. Trasplante de plantas de

Arachis hypogaea.
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e Medicion de los parametros fisicoquimicos del suelo

- Medicion del potencial hidrégeno (pH) en los tratamientos

El potencial hidrogeno, se evaludé cada dos semanas, mediante un procedimiento
estandarizado que consistié en la dilucion homogénea de 1 g de suelo de cada
tratamiento en 10 ml de agua des ionizada mezclado dentro de un vaso beaker de 50 ml
al cual se le introdujo un pH metro portatili marca HANNA modelo (HI 98103)
debidamente calibrado, tal como se observa en la Figura 28. Se registraron los valores
indicados por el equipo de medicion de pH, si el valor registrado no variaba por el lapso
de 10 s. Se lavo el sensor con agua destilada entre cada medicion de pH. La calibracion

del pH-metro se realizé con soluciones buffer de pH 4 y de pH 7 (karma, 1993).

Figura 28. Medida de pH en el suelo de cada tratamiento.

- Medicidon de Humedad en los tratamientos

La humedad se registrd interdiariamente para controlar la frecuencia de riego, para
cada tratamiento y sus respectivas replicas, para ello se empled un sensor de marca

Arduino modelo Higrometro FC-28, y se procediod a introducir el sensor de medicion
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en la muestra de suelo, a una profundidad de 10 cm por un lapso de 10 segundos
hasta estabilizarse y evitar la variacion de datos. La data registrada se visualizo
mediante un programa para sistema operativo Windows denominado Arduino 1.8.4

y se registro el resultado (Figura 29).

Figura 29. Medicion de la humedad en el suelo.

- Medicidn de la intensidad luminica

Para la medicion de la intensidad de luz en el invernadero, se utilizd un luxémetro
digital portatil de la marca Duoyi de modelo Lx- 1010b. Se procedi6 a ubicar el
sensor a la altura de las plantas de cada tratamiento y de manera perpendicular a
la fuente de luz, se espero6 a que se estabilice y finalmente se registro el resultado

(Figura 30).
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Figura 30. Medida de intensidad luminica.

Medicion de la altura de las plantas fabaceas en los tratamientos experimentales

Cada dos semanas se llevo a cabo el registro del crecimiento de las plantulas para los
tratamientos inoculados y no inoculados mediante una regla milimétrica, se considero la
altura tomando como referencia desde la base de la planta hasta las hojas (Diaz-Martinez,
Alarcon, Ferrera-Cerrato, Almaraz-Suarez y Garcia-Barradas, 2013). El resultado

obtenido se expreso en centimetros de planta (Figura 31).

Figura 31. A. Medicion de la altura de la planta de A.
hypogagea. B. Medicion de la altura de la planta de P.

vulgaris.
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- Preparacion y andlisis de muestras

Para la toma de muestras de los analisis respectivos, se tuvo la siguiente
consideracion: dos dias antes de la recoleccion de las muestras, se detuvo el flujo del
agua hacia las macetas, con la finalidad de evitar la dilucion del petroleo crudo.
Posteriormente, se extrajeron 10 g de muestras de suelo de cada tratamiento con y
sin inoculo de Rhizophagus intraradices de cada planta. Finalmente, se etiquetaron
y se guardaron en bolsas de plastico hasta su procesamiento (Figura 32). Para
determinar la concentracion de hidrocarburos totales de petréleo se empled el método

Soxhlet, tomando como referencia el método 3540C de la US EPA (1996).
Para el anélisis de la colonizacion micorrizica se extrajeron cuidadosamente las raices

de cada uno de los tratamientos con Rhizophagus intraradices, para luego ser

empaquetados en bolsas de plastico para su analisis en el laboratorio (Figura 33).

Figura 32. A. Recolecciéon de las muestras de suelo de cada

tratamiento. B. Almacenamiento de las muestras de suelo.
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Figura 33. A. Recoleccion de las raices de las plantas Phaseolus vulgaris
y Arachis hypogaea. B. Muestras de las raices de los tratamientos con

inoculo.

b. Fase de laboratorio de analisis de muestras de suelo y raices de los

tratamientos

Determinar la reduccion de petrdleo crudo después del tratamiento con las plantas
inoculadas y no inoculadas con el hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus

intraradices expresado en porcentaje:

Se tomaron 10 g de muestra de suelo de cada tratamiento y se determiné el
porcentaje de crudo de petrdleo removido en el suelo a los 60 y 90 dias de
evaluacion. El analisis se realizd por medio del método de extraccion solido-
liquido con equipo Soxhlet segun (EPA, 1996). Las muestras se prepararon
pesando 10 g del suelo de cada tratamiento en una balanza de precision de
modelo Digital Precision® de la marca (ESJ200-4), posteriormente se
encapsularon en cartuchos elaborados a base de papel filtro y fueron rotulados
respectivamente. Seguidamente, cada muestra se colocé en un condensador a
reflujo, mientras que en la parte inferior se coloc un balon de vidrio (obteniendo
su peso inicial previamente en la balanza de precision) que contenia etanol como

solvente, el cual se sometio a calor constante, por medio de una estufa hasta que
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el solvente alcanzé su punto de ebullicion de 78.4 °C y el vapor del solvente
ascendi6 al tubo condensador, haciendo que la muestra y el solvente hagan
contacto, con la finalidad de que el analito se deposite en un balon de vidrio. El
proceso se realizd en serie y se repitid hasta que el solvente no presentd ningiin
rastro del analito en el tubo condensador, dando por finalizado el proceso de
extraccion (Figura 34). Posteriormente, para la obtencion del valor del petroleo
extraido, se evapor6 todo el solvente para obtener el peso final del baldén de
vidrio y se compard con el peso inicial del balén vacio. Finalmente, se expreso

mediante la siguiente formula (EPA, 1996):

m2-ml
M

PC (%)= X100
En donde:

PC: Petroleo crudo extraible en el suelo (%).
m;i: masa en g del matraz vacio (g).

m,: masa en g del matraz con petroleo tras el secado (g).

M: Masa de la muestra en gramos (g).

Figura 34. A: Pesaje de las muestras de cada tratamiento. B: Cartuchos de cada

muestra. C: Equipo Soxhlet.
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De acuerdo a la cantidad inicial del petréleo crudo (PC) al 1% de contaminacion
artificial, se obtuvo el % de reduccion de PC en el suelo en cada uno de los
tratamientos experimentales a los 60 y 90 dias de evaluacion, mediante la resta del
valor inicial de la contaminacion por petrdleo crudo (1%), menos los valores
obtenidos del Petroleo crudo (PC) extraidos en el suelo por el método Soxhlet (ver
Apéndice 7) y en base a la cantidad inicial de PC, y finalmente multiplicado por cien
se determiné el porcentaje de reduccion de petréleo crudo, de acuerdo a la ecuacion

de Llanos (2012) (Tabla 17).

e Determinacion de la colonizacidon micorrizica en los tratamientos inoculados con la

Rhizophagus intraradices

A partir de las muestras de raices recolectadas de cada uno de los tratamientos
inoculadas con Rhizophagus intraradices, se procedid a realizar el
acondicionamiento de las raices. Posteriormente, segun Philips y Hayman (1970), se
realizo la tincidn con azul de tripano de las raices de P. vulgaris y A. hypogaea para
determinar la cuantificacion de la colonizacidon micorrizica mediante el método de

interseccion de lineas.

- Acondicionamiento de las raices

Las raices de P. vulgaris y A. hypogaea recolectadas de cada uno de los tratamientos
se lavaron con agua corriente para eliminar todo rastro de suelo e impurezas, teniendo
el cuidado necesario para no dafiar las estructuras. Cabe resaltar que, se tomaron en
cuenta raices con caracteristicas menores a un mm de diametro, para facilitar el

ingreso del azul de tripano (Figura 35).
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Figura 35. A: Lavado de las raices de las plantas fabaceas estudiadas. B:

Seleccidn de las raices menores a 1 mm.

- Tincion de raices para observar la colonizacion micorrizica

Se colocaron las raices seleccionadas de cada tratamiento y sus respectivas replicas en
tubos de ensayo de plastico con roscas de 15 ml, previamente etiquetadas, y se
cubrieron con KOH al 10% de manera que se garantice el clareamiento homogéneo de

las raices (Philips y Hayman, 1970).

Posteriormente, los tubos conteniendo las raices fueron llevadas a bafio maria modelo
Kertlab Laboraty (Series CDK-522) a una temperatura de 90 °C por una hora. Luego,
se elimind el KOH y se enjugaron las raices con agua destilada, debido a que las raices
se encontraban con exceso de pigmentacion, se sumergieron en agua oxigenada
alcalinizada por un periodo de 10 a 30 minutos. A continuacion, las raices se
enjuagaron y se sumergieron en acido clorhidrico (HCL) al 1 % durante cinco minutos,
después se retird el HCL del tubo de ensayo y finalmente se tifieron las raices en unas
solucion de glicerol acido con azul de tripano al 0.05 % a una temperatura de 90 °C
por una hora a bafio maria. Se mantuvieron las raices en glicerol acidificado hasta su
andlisis (Figura 36). Finalmente, las raices fueron llevadas a portaobjetos para luego

ser evaluadas en un microscopio de diseccion (Philips y Hayman, 1970).
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Figura 36. A. Aclaramiento de las raices con KOH al 10%. B. Acidificacion de las

raices al 10%. C. Tincion de las raices con Azul de Tripan al 0.05%.

- Medicidn de la colonizacidn micorrizica en los tratamientos

Se procedid a colocar las raices tefiidas de manera aleatoria en una placa de Petri
cuadriculada de 9 cm de didametro con cuadrados de 1 x 1 cm, con la finalidad de realizar
el conteo de micorrizas presentes en las muestras de las raices de cada tratamiento a los 60
y 90 dias. Seguidamente, se ubicé la placa de Petri bajo el microscopio de diseccion de
modelo PRIMO STAR ZEISS, y se explord las lineas horizontales y verticales de la
cuadricula, con la finalidad de contabilizar el nimero total de intersecciones de las raices
y las lineas de la cuadricula, asi como el numero de intersecciones con raices micorrizadas

(Marsh, 1971) (Figura 37).
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Figura 37. A. Raices tefiidas en placas Petri cuadriculas. B.
Cuantificacién de la presencia de simbiosis mediante el

estereoscopio Labor Tech NHSMCO — LTD ZTX —20W.

El conteo se inici6 en la primera linea horizontal y se conto las intersecciones entre raices
y lineas. Luego, se pasé a la siguiente linea y asi sucesivamente, teniendo en cuenta de
forma separa los segmentos que presentaron colonizacion y aquellos que no. Este proceso
se aplico de igual manera con las lineas verticales (Figura 38). Cabe indicar, que la longitud
total de la raiz correspondi6 a la suma de intersecciones micorrizadas y no micorrizadas en

la cuadricula (Giovannetti y Mosse, 1980).

Para determinar el porcentaje de colonizacidn micorrizica (% CM), se empled el método

de interseccion de cuadrante (Giovannetti y Mosse, 1980), utilizando la siguiente formula:

N° total de intersecciones con raices micorrizadas
% CM = - - X100
Longitud total de raiz
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En donde:

% CM: Porcentaje de colonizacion micorrizica.

N° total de intersecciones con raices micorrizadas: Numero total de raices micorrizadas

interceptadas con la linea vertical y la linea horizontal.

Longitud de raiz: Suma total de las intersecciones entre raices micorrizadas y no

micorrizadas, y las lineas de la cuadricula.
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Figura 38. Raices tefiidas en caja Petri distribuidas
aleatoriamente para marcar la micorrizacion por el método de

interseccion de lineas. Fuente: (Giovannetti y Mosse, 1980),

Para asegura la confiabilidad de los resultados se obtuvo el valor del porcentaje de
colonizacion micorrizica, considerandose lo siguiente: por cada replica se montaron cuatro
portaobjetos con cinco segmentos de raices de aproximadamente 1 cm de longitud. Se
considerd positivo y se cuantifico como 1 al presentarse en los segmentos de cada placa las

siguientes estructuras: arbusculos, esporas, hifas, vesiculas (Figura 39).
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Figura 39. A. Conteo de la colonizacion mediante el
Microscopio PRIMO STAR ZEISS.B. Réplicas de

segmentos de raices observadas.

¢. Medicion de nutrientes (NPK) en los tratamientos

La medicion de la concentracion de NT, P04 > y K se realizé a los 60 y 90 dias para cada
tratamiento, empleando el método fotométrico. Se inici6 con la digestion de las muestras
de suelo, la cual consistid en extraer un gramo de suelo de cada tratamiento, previamente
se procedio a realizar el lavado de la muestra con alcohol etilico (99%) para eliminar todo
rastro de petroleo crudo. Luego, se deposito la muestra lavada de un gramo de suelo y se
colocd en un frasco de vidrio de capacidad de 20 ml, se adicion6 cinco ml de 4cido
sulfurico y se completo lo restante con agua destilada, para su posterior digestion en un
horno modelo IMACO (HE900) a una temperatura de 60 °C por una hora. Posteriormente,
las muestras pasaron por un filtrado con el fin de obtener una muestra liquida trasparente
para su respectiva lectura. Después, se empled el procedimiento establecido en el Test en
cubetas nitrogeno total, fosfatos y potasio. La medicion de estos parametros se realizaron
utilizando un fotémetro WTW pHotoFlex ®, con una absorbancia de 575 nm para la

lectura de estos elementos inorganicos y los resultados se expresaron en mg.L"! (Figura

40).
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Figura 40. Fotometro pHotoFlex WTW. Se muestran los resultados de
parametros de la muestra de suelo de cada tratamiento. A. Resultado de NT
(Nitrogeno Total), B. Resultado de P (Fosforo Total), C. Resultado de K
(Potasio).

2.2.7. Analisis estadistico de datos

El analisis estadistico se realizo utilizando el programa estadistico software SPSS
version 24. Se empled la prueba Tuckey para determinar diferencias significativas
entre los tratamientos T1, T2, T3, T4, TS y T6. Luego, se efectu6 un analisis de
varianza (ANOVA) al 5 % del nivel de significancia para cada variable experimental.
Se realiz6 un andlisis de los resultados obtenidos en el ANOVA, complementando la
presentacion de los resultados experimentales a través de tablas y graficos, empleando

el programa Excel version 16.4
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. RESULTADOS

3.1.1. Determinacion del porcentaje de colonizacion micorrizica sometidas al 1 %

de petroleo crudo (CM-PC-1%) en los tratamientos experimentales

Con respecto a los porcentajes de colonizacidon micorrizica sometidas al 1 % de
petroleo crudo (CM-PC-1 %), la mayor CM-PC-1 % se presento en el tratamiento
T6, con la planta Arachis hypogaea en simbiosis con Rhizophagus intraradices,
los valores promedios fueron de 34,14 + 0,54 % y 38,79 + 0,34 % en los 60 y 90
dias de evaluacion, respectivamente; mientras que la menor CM-PC-1% se
presento en el tratamiento T2 con la planta Phaseolus vulgaris en simbiosis con
R. intraradices, presentando valores promedios de 6,97 +0,95% y 17,92 £ 0,71%
tanto a los 60 y 90 dias de evaluacion, respectivamente. El valor maximo se
registrd en el tratamiento T6 con un valor promedio de 38,79 + 0,34 % a los 90
dias, mientras que el minimo valor se reportd en el tratamiento T2, con un valor
de 6,97 £0,95% a los 60 dias (Tabla 15). Los tratamientos T1 y T4 no presentaron
inoculos de R. intraradices por lo que el porcentaje de CM fue de un valor de 0,00
%. En la Figura 41 y Figura 42 se puede evidenciar las estructuras micorrizicas de
la R. intraradices en los tejidos de raiz de la P. vulgaris y A. hypogaea,

respectivamente (Figura 43 y ver Apéndice 6).
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Figura 41. Fotografia al microscopio de la CM-PC-1 % de Rhizophagus
intraradices en tejidos de raiz de la Arachis hypogaea L. A. Vesiculas (Ve)

[10X] B. Esporas (Es) [100X] C. Hifas intracelulares (Hi) [10X] D.
Microesclereocios de endofitos septados (Me) [10X].
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Figura 42. Fotografia de la CM-PC-1% de la Rhizophagus intraradices en tejidos de la raiz
de la Phaseolus vulgaris (10X) A. Vesiculas (Ve) [10X]. B. Esporas (Es) [100X]. C. Hifas
intracelulares (Hi) [10X]. D. Microesclereocios de endofitos septados (Me) [40X]. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 43. Resultados de los valores promedio del porcentaje de la CM-PC-1% de

la Rhizophagus intraradices y las plantas de Arachis hypogaea y Phaseolus

vulgaris evaluados a los 60 y 90 dias.

Tabla 15

Valores promedios del porcentaje CM-PC-1% en los tratamientos a los 60 dias y 90 dias de

evaluacion. Los resultados son las medias de cuatro replicas y la desviacion estandar (+ DS)

Tratamiento 60 dias 90 dias
T1 0,00+0,00 0,00+0,00
T2 6,97+0,95 17,92+0,71
T3 16,45+0,43 27,02+0,71
T4 0,00+0,00 0,00+0,00
TS 24,80+0,85 34,96+0,48
T6 34,14+0,54 38,79+0,34

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.2. Determinacion del porcentaje (%) de reduccion de petroleo crudo al 1% (PC-

1%) en los tratamientos experimentales

En el tratamiento T6, con la planta Arachis hypogaea en simbiosis con la R.
intraradices, se observo la mayor reduccion del porcentaje de petrodleo crudo con un
valor promedio de 86,00 % a los 90 dias; mientras que la menor reduccion de petroleo
crudo al 1 % en el suelo (PC-1 %), fueron registrados en los tratamientos
considerados como control, tratamientos T1 y T4, conformados por las plantas
Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea, respectivamente (Tabla 16). Ambos
tratamientos estuvieron sin inoculo de R. intraradices; registraron valores promedio

de 24,52 % y 24,77 % respectivamente (Figura 44).

100.00 -
90.00 T
80.00 - T i
70.00 - T 1 T

60.00 - ] 1

50.00 - 1

4000 | T

30.00 -

—— 60 Dias

90 Dias

20.00 -
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10.00 -
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T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tratamientos

Figura 44. Resultados de los valores promedio del porcentaje de reduccion de PC-1

% en los tratamientos experimentales evaluados en los dos periodos de 60 y 90 dias.
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Tabla 16

Porcentaje de reduccion de petroleo crudo en los tratamientos experimentales a los

60y 90 dias

% de reduccion % de reduccion de PC

Tratamiento
de PC (60 dias) (90 dias)
T1 24,52 35,42
T2 52,45 65,24
T3 52,80 74,05
T4 24,77 56,40
TS 45,35 62,10
T6 63,07 86,00

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados del ANOVA de una via muestran que el porcentaje de crudo de
petroleo removido frente a los dos periodos de evaluacion (60 y 90 dias), presentaron
diferencias significativas con respecto a los tratamientos sometidos (p = 0,000)
(Tabla 17). La prueba de Tukey evidencia que los tratamientos T1, T4, T5 y T6
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,000) de las medias del
porcentaje de reduccion de PC-1 % en los dos periodos de evaluacion, mientras que,
se observo que no existe evidencia significativa en el porcentaje de reduccion de
petrdleo crudo al 1 % (PC-1 %) entre los tratamientos T2 (Phaseolus vulgaris + 2,5
gkg! de Rhizophagus intraradices + 1 % de petroleo crudo) y T3 (Phaseolus
vulgaris + 5,0 gkg! de Rhizophagus intraradices + PC-1 %), ver Apéndice 7 y
Apéndice 14.
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Tabla 17

Analisis de la varianza del porcentaje de reduccion de PC-1% en dos periodos (60 y

90 dias) y tratamientos

ANOVA
Porcentaje de reduccion al 1 % (PC-1 %)

Tipo Il de .
Origen SIIJ)ma de GL cuz/iierif[?ca F Sig.

cuadrados
Modelo 1,543? 12 ,129 111,434 ,000
corregido
Interseccion 5,580 1 5,580 4835,332  ,000
Tratamientos 1,005 5 ,201 174,195 ,000
Periodos ,456 2 ,228 197,472,000
Tratamiento* ,060 5 ,012 10,381 ,000
Periodo
Error ,040 35 ,001
Total 15,328 48
Total corregida 1,584 47

Fuente: Elaboracion propia.

3.1.3. Variacion de los valores promedios de pH en los tratamientos experimentales a

los 60 y 90 dias

Los resultados promedios y desviaciones estandar del pH registrado a los 60 y 90 dias,
muestran fluctuaciones, en donde se observo un pH minimo de 8,12 £+ 0,04 para el
tratamiento T3 a los 60 dias de evaluacion, mientras que se registrd un ligero
incremento de pH de 8,66 = 0,12 en el tratamiento T5 a los 90 dias de evaluacion

(Tabla 18 y Figura 45).
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Figura 45. Resultados de los valores de pH en los tratamientos experimentales a los 60

y 90 dias.

Tabla 18

Valores promedios de los resultados de pH y su desviacion estandar (£ DS) en los

tratamientos a los 60 y 90 dias de evaluacion

Tratamiento 60 dias 90 dias
T1 8,20+£0,05 8,39+0,123
T2 8,20+0,04  8,13+0,28
T3 8,12+0,04  8,41+0,10
T4 8,26 0,05 8,51 +£0,06
TS 8,26 £ 0,09 8,66 +0,12
T6 8,25+0,09 8,55+0,12

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados del ANOV A de una via muestran que la evaluacion de los tratamientos
experimentales frente al parametro pH mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,009). En lo que respecta a la evaluacion por periodos a los 60 y
90 dias frente a los tratamientos experimentales se observo que hay una influencia

significativa con respecto al pH (p = 0,000), véase la Tabla 19 y Apéndice 10. Por otro
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lado, el andlisis del tratamiento y periodo evaluados a la vez no evidenciaron
diferencias significativas (p = 0,107). La prueba de Tukey de la comparacién de
medias de los valores de pH en los tratamientos experimentales, mostré que el
tratamiento TS5 presenté diferencias estadisticamente significativas (p = 0,009)
respecto a las medias de pH de los demas tratamientos, siendo este tratamiento el que
presento la media mas alta de pH alcanzando un valor de 8,66 + 0,018. Asimismo, se
observo que no existe evidencia estadisticamente significativa de las medias de pH
entre los tratamientos T3 (p = 0,16) y T4 (p = 0,090) sean diferentes a los 60 dias de
evaluacion. Finalmente, no se encontro diferencia estadisticamente significativa entre
el tratamiento T2 (p = 0,09), tratamiento T3 (p = 0,99) y tratamiento T4 (p = 0,928),
registrdndose la media del valor de pH mas baja en el tratamiento T2 con un pH de

8,13 £ 0,36 (ver Apéndice 15).

Tabla 19

Analisis de varianza del pH de los tratamientos de los dos periodos experimentales

(60 y 90 dias)

ANOVA
pH

Origen Tlcrl): Cligfaj;?a GL cut/[(frjlt?ca F Sig
Modelo 1,318 11 ,120 4,727 ,000
corregido
Interseccion 3328,169 1 3328,169 131306,690 ,000
Tratamiento ,459 5 ,092 3,620 ,009
Periodo ,610 1 ,610 24,057 ,000
Tratamiento  * ,249 5 ,050 1,968 ,107
Periodo
Error 912 36 ,025
Total 3330,399 48
Total corregido 2,230 47

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.4. Variacion de la concentracion del nitrogeno total (NT) en los tratamientos

experimentales a los 60 y 90 dias

En la Figura 46 se muestra, que la mayor concentracion en promedio de NT (20,2 +

0,10 mg.L") fue registrado en el tratamiento T3 a los 90 dias, mientras que la menor

concentracion se evidencid en el tratamiento T2 con un valor promedio de 9,78 +

0,08 mg.L ! a los 60 dias, tal como se presenta en la Tabla 20.
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Figura 46. Resultados de los valores promedios de nitrgeno total (mg.L') en los

tratamientos experimentales a los 60 y 90 dias.

Tabla 20

Variacion promedio de la concentracion de nitrégeno total (NT) y sus desviaciones estandar

(= DS) en los tratamientos experimentales a los 60y 90 dias

Tratamiento 60 dias 90 dias

11,03

T1 16,33 £0,28
+0,09

T2 9,78+0,08 14,23+0,07

T3 11,38+0,37 20,20+0,10

T4 17,15+0,20 12,43+0,07

T5 15,0+0,05 15,28+0,038

T6 17,33+0,07 17,55+0,05

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados del Andlisis de Varianza de una via muestran que la concentracion de
Nitrogeno Total (NT), frente a los dos periodos de evaluacion (60 y 90 dias), presentaron
efectos significativos en los 6 tratamientos sometidos (p = 0,000), véase la Tabla 21. La
prueba de Tukey mostrd que casi la totalidad de los tratamientos presentaron diferencias
significativas (p < 0,00) en las medias de NT en los dos periodos de evaluacion, siendo la
media mds alta de NT registrado en el tratamiento T6 (4. hypogaea + 5,0 gkg' de
Rhizophagus intraradices + PC-1 %) con un valor promedio de 17,55 = 0,05 mg.L.
Mientras que, se observd que no existe evidencia estadisticamente significativa (p = 0,16)
en las medias de NT del tratamiento T4 (4. hypogaea + PC-1 %) y tratamiento TS5 (A4.
hypogaea + Rhizophagus intraradices 2,5 g + PC-1 %) en ambos periodos de evaluacion
(ver Apéndice 16).

Tabla 21

Analisis de la varianza de las concentraciones de nitrogeno total (NT) en dos periodos

(60 y 90 dias) y tratamientos

ANOVA
Nitrogeno Total (NT)
Tipo III de .
Origen sﬁma de GL culé\ilerz{c?ca F Sig
cuadrados
Modelo 433,659* 11 39,424 972,088 ,000
corregido
Interseccion 10519,841 1 10519,841 259393,336 ,000
Periodo 68,641 1 68,641 1692,514 ,000
Tratamiento 137,209 5 27,442 676,648 ,000
Periodo * 227,809 5 45,562 1123,442 ,000
Tratamiento
Error 1,460 36 ,041
Total 10954,960 48
Total 435,119 47
corregido

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.5. Variacion de la concentracion del Fosforo Total (P) en los tratamientos

experimentales a los 60 y 90 dias

De los resultados de la Figura 47 y Tabla 22, las mayores concentraciones de fésforo
Total (P) se registraron con un valor promedio de 8,37 = 0,12 mg.L-! para el
tratamiento T1 (Phaseolus vulgaris + PC-1%) a los 60 dias. Mientras que, a los 90
dias se evidencié un fuerte decrecimiento de la concentracion de P con valores
menores al limite 0,05 + 0,00 mg.L' en la totalidad de los tratamientos

experimentales.
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Figura 47. Resultados de los valores promedio de fosforo total (mg.L"') en los tratamientos

experimentales a los 60 y 90 dias.

Tabla 22

Variacion promedio de la concentracion de fosforo total (P) y sus desviaciones estandar (£

DS) en los tratamientos experimentales a los 60 y 90 dias

Tratamiento 60 dias 90 dias
T1 8,37+£0,12 0,05 +0,00
T2 2,43+0,075 0,05 £0,00
T3 0,19+0,019 0,05 +0,00
T4 0,11+0,005 0,05 £0,00
T5 0,09+0,004 0,05 +0,00
T6 0,34+0,013 0,05 +0,00

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados del ANOVA de una via muestran que la variacion de la concentracion
de Foésforo Total (P) frente a los dos periodos de evaluacion 60 y 90 dias, presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,000) con respecto a los 6
tratamientos sometidos, véase la Tabla 23. La prueba de Tukey mostré que la
comparacion de medias de la concentracion de P en la totalidad de los tratamientos,
no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) a los 60 dias,
mientras que a los 90 dias de evaluacion el tratamiento T1 y tratamiento T2 y
tratamiento T6 mostraron diferencias significativas (p < 0.05) reflejadas en el
descenso de las medias del P presente en el suelo. A su vez, el tratamiento T3 (p =
0,495), tratamiento T4 (p = 0,28) y tratamiento TS5 (p=0.29) no presentaron
diferencias significativas, evidenciandose una concentracion constante en los tres

tratamientos antes mencionados, véase Apéndice 17.

Tabla 23

Analisis de la varianza de las concentraciones de fosforo total en dos periodos (60 y

90 dias) y tratamientos

ANOVA
Fosforo Total (P)
T
. ipo Il de Media .
Origen suma de GL .. F Sig.
cuadratica
cuadrados
Modelo 258,265% 11 23,479 10874,628 ,000
corregido
Interseccion 46,551 1 46,551 21561,141 ,000
Tratamiento 108,160 5 21,632 10019,360 ,000
Periodo 41,944 1 41,944 19427,310 ,000
Tratamiento * 108,160 5 21,632 10019,360 ,000
Periodo
Error ,078 36 ,002
Total 304,894 48
Total 258,343 47
corregido

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.6. Variacion de la concentracion del potasio (K) en los tratamientos experimentales

a los 60 y 90 dias

En la Tabla 24 se muestran las medias y las desviaciones estandar de las
concentraciones de K evaluados a los 60 y 90 dias. La mayor concentracion se registro
a los 90 dias para el tratamiento T6, con un valor promedio de 80,8 + 0,40 mg.L™,
mientras que la menor concentracion de K se registré también en el mismo tratamiento

con un valor de 5,32 + 0,02 mg.L"! a los 60 dias (Figura 48).
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Figura 48. Resultados de los valores promedio de potasio (K) en los tratamientos

experimentales a los 60 y 90 dias.

Tabla 24

Variacion promedio de la concentracion de potasio y sus desviaciones estandar (£

DS) en los tratamientos experimentales a los 60 y 90 dias

Tratamiento 60 dias 90 dias
T1 58,03+0,775 62,93+0,463
T2 53,63+0,422 53,8 +£0,400
T3 6,05+0,121 57,13+0,137
T4 6,52+0,161 53,28+0,125
T5 0,09+0,004  49,63+0,47
T6 5,32+0,02 80,80 +0,40

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados del ANOVA de una via muestran que la concentracion de K frente a
los dos periodos de evaluacion 60 y 90 dias, presentaron una influencia significativa
con respecto a los tratamientos sometidos (p=0,000), véase la Tabla 25. La prueba de
Tukey mostré que la comparacion de medias de las concentraciones de K de los
tratamientos T3, T4, TS y T6 presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) a los 90 dias, siendo la media mas alta para tratamiento T6 con un valor
de 80,8 + 0,53 mg.L!. Mientras que, se observod un comportamiento homogéneo en
las medias de la concentracion de Potasio en los tratamientos T1 y T2, no
evidencidndose diferencias significativas (p > 0,00) entre ambos tratamientos, véase

Apéndice 18.

Tabla 25

Analisis de la varianza de las concentraciones de potasio (K) en dos periodos (60 y

90 dias) y tratamientos

ANOVA
Potasio (K)
Tipo I1I de .
Origen suma de GL Me(%w‘l F Sig.
cuadratica

cuadrados
Modelo corregido 30486,144* 11 2771,468 35,399 ,000
Interseccion 76250,586 1 76250,586 973,910 ,000
Tratamiento 5503,296 5 1100,659 14,058 ,000
Periodo 14258,171 1 14258,171 182,112 ,000
Tratamiento * Periodo 10724,677 5 2144,935 27,396 ,000
Error 2818,557 36 78,293
Total 109555,287 48
Total corregido 33304,701 47

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.7. Evaluacién de la altura de las plantas Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea en

los tratamientos experimentales

En los tratamientos con las plantas de Phaseolus vulgaris se observo que la altura de
la planta va aumentando con los dias de experimentacion. En el tratamiento tres (T3),
la planta alcanza su méxima altura en comparacion con los demas tratamientos. A los
60 dias el valor promedio de la altura fue de 49,75 + 0,35 cm, mientras que a los 90
dias la planta alcanzé una maxima altura con un valor promedio de 143,75 + 11,87
cm. Para el caso de los tratamientos con Arachis hypogaea, €l crecimiento de la
planta fue menor para ambos periodos (60 y 90 dias), en comparacion con P. vulgaris.
Se observé que en el tratamiento seis (T6), se alcanzé una mayor altura contrastando
con los otros tratamientos (Tabla 26). En dicho tratamiento a los 60 dias de
evaluacion, 4. hypogaea alcanzd su maxima altura en con un valor promedio de
17,38 £ 0,37 cm., mientras que a los 90 dias el valor promedio de la altura de la planta

fue de 30,25 + 0,87 cm (Figura 49).
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Figura 49. Resultados de los valores promedio de la altura de las plantas fabaceas

en los tratamientos experimentales a los 60 y 90 dias.
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Tabla 26

Registro promedio de la altura de la plantas (A. hypogaea y P. vulgaris) y sus desviaciones

estandar (= DS) en los tratamientos experimentales a los 60y 90 dias.

Tratamiento 60 dias 90 dias
T1 27,03+0,52  90,40+0,35
T2 26,35+0.32  120,25+0,37
T3 49,75+0,35 143,75+11,87
T4 9,13+0,11 23,15+0,17
T5 11,88+0,18  27,50+0,50
T6 17,38+0,37  30,25+0,87

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 27

Analisis de la varianza de la altura de las plantas fabaceas en dos periodos (60 y 90 dias) y

tratamientos
ANOVA (Altura de las plantas)
Tipo III de
Media
Origen suma de GL F Sig.
cuadratica
cuadrados
Modelo corregido 88818,297° 11 8074,391 372,793 ,000
Interseccion 110899,413 1 110899,413 5120,207 ,000
Periodo 28772,813 1 28772,813 1328,436 ,000
Tratamiento 44265,882 5 8853,176 408,750 ,000
Periodo *15779,602 5 3155,920 145,708 ,000
Tratamiento
Error 779,730 36 21,659
Total 200497,440 48
Total corregido 89598,027 47

Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados del ANOVA de una via muestran que el crecimiento por medio de la
altura de las plantas fabaceas Phaseolus vulgaris “frejol” y Arachis hypogaea “mani”
evaluados en dos periodos de 60 y 90 dias, presentaron una influencia significativa

con respecto a los tratamientos sometidos (p = 0,000) véase la Tabla 27.

La prueba de Tukey mostrd que las medias de crecimiento de los tratamiento T1
(conformado por Phaseolus vulgaris + PC-1%), tratamiento T2 (conformado por
Phaseolus vulgaris + 2,5 g kg de Rhizophagus intraradices + PC-1%) y tratamiento
T3 (conformado por Phaseolus vulgaris + 5,0 g.kg' de Rhizophagus intraradices +
PC-1%) presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en los dos
periodos de evaluacion, siendo la media mas alta de crecimiento registrada en el
tratamiento T3 con un valor de 143,75 + 11,87 cm. Mientras que, los tratamientos T4
(conformado por Arachis hypogaea + PC-1%), T5 (conformado por Arachis
hypogaea + 5 gkg™' de Rhizophagus intraradices + PC-1%) y T6 (conformado por
Arachis hypogaea + 5 gkg™' de Rhizophagus intraradices + PC-1%), no reflejaron
una variacion significativa en los dos periodos de evaluacion (p > 0,05), ver Apéndice

19.

3.1.8. Correlacion entre las variables del porcentaje de CM-PC-1 %, porcentaje de
reduccion de PC-1 %, NT, P, K, pH y altura de las plantas fabaceas en los

tratamientos experimentales

El indice de correlacion de Pearson usado para determinar la relacion entre el pH,
nitrogeno total (NT), potasio total (K), altura de las plantas, el porcentaje de
colonizacion micorrizica (CM-PC-1 %) y el porcentaje de reduccion de petroleo
crudo al 1 % (PC-1 %) presentaron una correlacion positiva. Mientras que, las
correlaciones negativas se presentaron entre el Fosforo total (P), porcentaje de

reduccion de petrdleo, altura de las plantas, pH, Ky el NT.

Las correlaciones del apéndice 20, muestran que el Nitrogeno Total (NT) y el Fosforo
Total (P) presentaron una correlacion negativa moderada (r= -0,513; P= 0,000).
Seguidamente, el porcentaje de reduccion de petroleo al 1 % (PC-1 %) con el P
registraron una correlacion negativa moderada (r=-0,481; P=001). Por otro lado,

entre el porcentaje de colonizacion micorrizica al 1 % de petréleo crudo (CM-PC-1

98



%) y el P se present6 una correlacion negativa baja (r=-0,393; P=0,006) (Rowntree,

1984).

El porcentaje de reduccion de petrdleo al 1 % (PC-1 %) y el porcentaje de
colonizacion micorrizica al 1 % de petrdleo crudo (CM-PC-1 %) registrd6 una
correlacion positiva muy fuerte (r= 0,769; P=0,00). Seguidamente, se evidencié que
el porcentaje de CM-PC-1 % y el NT registraron una correlacion positiva moderada
(r=0,493; P=0,00), a su vez el porcentaje de reduccion PC-1% y el K presentaron una
correlacion positiva moderada (r=0,379; P=0,008). Por otro lado, la altura de las
plantas y el K presentaron una correlacion positiva moderada (r=0,336; P=0,020),
mientras que, entre el pH y el K presentaron una correlacion positiva moderada

(r=0,335; P=0,020) (Rowntree, 1984).

Del analisis estadistico realizado la correlacion mas significativa encontrada en la
presente investigacion fue entre el porcentaje de reduccion del petrdleo al 1 % (PC-
1 %) y el porcentaje de colonizacidn micorrizica sometida al 1 % de petroleo (CM-

PC-1 %), presentando una correlacion positiva fuerte (r=0,769; P=0,000).
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3.2. DISCUSIONES

La presente investigacion reportada en Peru evidencia el potencial biorremediador del
hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices, en asociacion simbidtica con
las Fabaceae nativas, Arachis hypogaea “mani” y Phaseolus vulgaris “frejol®,
proveniente de la provincia de Atalaya, Ucayali-Pert. En este experimento se buscod
medir la reduccion de crudo de petrdleo en suelos a nivel de laboratorio. La importancia
de emplear plantas de la familia de las fabaceas se debe a sus caracteristicas metabdlicas
y fisiologicas, como: facilidad de adaptacion, crecimiento rapido y fijacion de nitrogeno,
que le permite proporcionar una capacidad de tolerancia y degradacion de los
hidrocarburos en suelos (Ferrera et al., 2007; Kaimi et al., 2007; Nwoko et al., 2007;
Vézquez-Luna et al.,2010 citado por Villegas-Velazquez, 2011). Por otra parte, las
micorrizas arbusculares tienen la capacidad de reducir la toxicidad de los hidrocarburos
del petroleo en la planta, estimulando su resistencia, crecimiento y supervivencia, asi
como también tienen la capacidad de almacenar pequeiias cantidades de hidrocarburos
en su estructura intracelular (Cabello, 1997; Liu & Dalpé, 2009). Estas caracteristicas
antes mencionadas permitieron la reduccion del 86,00 % del crudo de petrdleo en el

suelo por accion de la R. intraradices asociada ala A. hypogaea.

De acuerdo a Alarcon et al. (2008) la interaccion simbidtica entre planta-hongo es
eficiente para la reduccion de petroleo. En la presente investigacion se registrd el mayor
porcentaje de CM-PC-1% (colonizacién micorrizica sometida al 1 % de petroleo crudo)
en los tejidos de la raiz de la Arachis hypogaea, cuando fue inoculada con 5,0 g.kg' de
Rhizophagus intraradices perteneciente al tratamiento T6, con un valor promedio de
38,79 +0,34% a los 90 dias de evaluacion (Tabla 14). Este comportamiento se debe al
establecimiento micorrizico que se va fortaleciendo en la zona rizosférica de la planta,
a medida que alcanzaba su etapa vegetativa maxima en medios contaminados con
petréleo crudo, tal como refiere Cabello (1995), quienes alcanzaron la mayor
colonizacion micorrizica al emplear la asociacion simbiodtica de la Glomus fasiculatum
en tejidos de la raiz de la Medicago sativa conforme alcanzaba su mayor desarrollo
vegetativo, registrando un valor del 70 % de colonizacién micorrizica a los 90 dias
sometidas a condiciones de laboratorio. En la presente investigacion la maxima

colonizacion micorrizica en las plantas de Arachis hypogaea, puede deberse a que la
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infeccion de la Rhizophagus intraradices tuvo mayor afinidad con las caracteristicas
fisiologicas del mani, asi como a los mecanismos de defensa que se activaron en la A4.
hypogagea debido a que se encontraba en condiciones deficientes de Fosforo,
permitiendo que el reconocimiento de la colonizacion sea mayor (Paszkowski, 2006).
También favorecid que la planta tuvo mejor potencial adaptativo a la presencia del crudo
de petroleo (Rodriguez, Redman y Henson, 2004), mientras que, las plantas del frejol
presentaron sensibilidad a la presencia del crudo de petréleo, el cual fue reflejado en la
marchitez de la planta antes de cumplir su desarrollo vegetativo, tal como lo refiere en
el estudio de Blankenship y Larson (1978), quienes indican que la presencia del
hidrocarburo reduce el metabolismo y desarrollo de las plantas, al inhibir la madurez
fisiologica de las raices y al generar la reduccion en la biomasa foliar. Es asi, como pudo
afectar el establecimiento micorrizico de la R. intraradices en las raices de las plantas
de P. vulgaris, a diferencia de las plantas de A. hypogaea quienes presentaron un

crecimiento vegetativo estable y mayor colonizacion.

En el presente estudio la colonizacion micorrizica no se vio inhibida por la
contaminacién del crudo de petroleo. Se registraron los picos mas altos de colonizacion
micorrizica en las raices de las plantas de A. hypogaea (38,79 + 0,34 %) para el T6 a los
90 dias. Resultados muy similares obtuvo Alarcon et al. (2008), usando a la planta de L.
multiflorum y la Glomus intraradices desarrolladas en suelos contaminados con
petréleo, el cual registrd una tasa colonizacidn micorrizica mayor a 30 %. Por su parte,
Cabello (1997), demostré que altas concentraciones de hidrocarburos tiene un efecto
negativo sobre la zona rizosférica donde se establece la simbiosis de los HMA, pero no
los inhibe. Estas investigaciones evidencian que el petréleo crudo no impide la actividad
simbidtica, debido a que el hongo utiliza al hidrocarburo como fuente de carbono para

sus principales vias metabodlicas (Solis, 2005).

La reduccion de petrdleo con especies de plantas ha sido utilizada en la actividad
biorremediadora. Asi, en la presente investigacion, el tratamiento T6 tuvo una alta
reduccion del petrdleo crudo por parte de la planta Arachis hypogaea y el hongo
micorrizico R. intraradices. Este tratamiento tuvo un valor promedio 86,00 % a los 90

dias, mientras que el tratamiento T1 sin la presencia de la R. intraradices registro la
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reduccidn de petrdleo crudo minima de 24,00 % a los 60 dias (Figura 44 y ver Apéndice
8). Los resultados fueron superiores a lo reportado por Nwoko et al. (2014), en el que
se empled a la leguminosa Phaseolus vulgaris en asociacion simbidtica con la Glomus
mosseae, registrando una tasa de reduccion del petroleo crudo, con un valor de 23,00 %
aun pH acido de 5,68 y a una carga organica de 49,70 %. A su vez, Alarcon et al. (2008),
emplearon a la graminea Lolium multiflorum en interaccion con la Glomus intraradices
y microorganismos degradadores de petrdleo (Sphingomonas paucimobilis y
Cunninghamella echinulata var. elegans), quienes alcanzaron una mayor tasa de
reduccion de petroleo con un valor de 59,00 %. Por su parte, Zhou et al. (2013), lograron
una remocion del 89,00 % de hidrocarburo a un pH 7,4 y con carbono organico de 16
g.kg!, empleando a la planta leguminosa Medicago sativa junto a la actividad
simbiotica con la G. intraradices, en comparacion de los tratamientos sin el hongo
micorrizico arbuscular. Este alto porcentaje de reduccion del petroleo crudo puede ser
debido al papel fundamental que cumplen las plantas, principalmente del grupo de las
fabaceas, debido a sus caracteristicas metabolicas en asociaciOn con microorganismos
que realizan la fijacion de nitrégeno, a nivel de la rizosfera y que es promovida por la
accion de los hongos micorrizicos arbusculares (Perez, Rojas y Montes, 2011), que en
esta investigacion es usada para estimular la rizodegradacion del petroleo crudo.
Asimismo, la modificacion de la estructura de las raices de las plantas por accion de la
actividad micorrizica promueve el incremento del nivel de la actividad enzimatica
(catalasa y peroxidasa) el cual se da como consecuencia de la produccion de compuestos
oxidativos en la colonizacion micorrizica (Blilou et al., 2000). Las reacciones oxidativas
que ocurren a nivel de la planta (microsémicas, citosdlicas y mitocondricas) buscan la
transformacion de los compuestos organicos a metabolitos hidrosolubles (Kvesitadze et
al., 2001). Como resultado de la accidon metabolica sobre los compuestos contaminantes
se incrementa la hidrofilicocidad del hidrocaburo, proporcionando mayor movilidad y
permitiendo su deposito en las vacuolas, dando como resultado a la trasnformacion
incompleta del contaminante (Schéffer, Messner, Langebartels y Sanderman, 2002).
Finalmente, con la transformacion y conjugacion del compuesto toxico alamacenada en
la vacuola, actuan a continuacién enzimas desintoxicadoras (glutation peroxidasa,
quinona, monoxigenasa, reductasa y otros) logrando que el hidrocarburo se reduzca en
su totalidad (Jakoby y Ziegler, 1990); la exudacion de la raiz directamente sobre la
degradacion del petréleo crudo promueve su reduccion (Nwoko, 2014; Jones y Leyval,

2003).
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En la presente investigacion el comportamiento del pH en los tratamientos no
presentaron diferencias significativas en el tiempo (p=0,107), encontrandose
inicialmente dentro del rango de ligeramente alcalino a los 60 dias, para posteriormente
alcanzar valores de pH moderadamente alcalinos durante los 90 dias de evaluacion
(Tabla 17 y ver Apéndice 9). En investigaciones actuales por Zhou et al. (2013),
mencionan que un pH de 7,4 favoreci6 la maxima remocion del hidrocarburo. Similares
resultados se encontraron en el estudio de Rios (2005) menciona que para mantener la
capacidad degradante, el pH debe encontrarse en rangos de neutralidad con valores que
oscilan entre 7,4-7,8 unidades de pH. A diferencia, en la presente investigacion, el pH
alcalino no fue un factor condicionante para el desarrollo del establecimiento
micorrizico entre hongo-planta y la maxima reduccion del petroleo crudo presente en el
suelo. Otros autores, Martinez y Lopez (2001), mencionan que no existe tendencia
definida del comportamiento del pH en el suelo, debido que pueden presentarse de
manera irregular dependiendo las concentraciones de hidrocarburos. Esto quiere decir,
que los registros de pH en la presente investigacion no variaron en una concentracion

de 1% de crudo de petrdleo.

Los hongos micorrizicos arbusculares tienen influencia significativa en la absorcion de
los minerales en una proporcion mayor para fosforo, seguido de nitrogeno y finalmente
de potasio de acuerdo a lo reportado por Marchener y Dell (1994). En la presente
investigacion, las concentraciones de fosforo en los tratamientos T1, T2, T6 presentaron
una alta variabilidad (p < 0,05) reflejadas en el descenso del fosforo disponible presente
en el suelo con valor de 0,05 mg.L"! alos 90 dias. A su vez, los tratamientos T3, T4 y
TS5 no presentaron variaciones en los periodos evaluados (p > 0,05). El tratamiento T6
registrd la méxima colonizacidén micorrizica en suelos con bajas concentraciones de P
con un valor de 0,05 mg.L"!, resultados similares se encontraron por Estatin, Camprubi
y Joner (2002), quienes reportaron que en suelos con bajas cantidades de P se mejora la
colonizacion micorrizica con las plantas hospedadoras. Por su parte Smith y Read,
(1997), demostraron que el incremento de la colonizacidn micorrizica, aument6 la
absorcion de fosforo en suelos con su baja disponibilidad. Estos autores, también
mencionaron que la mayor absorcion de fosforo en las raices colonizadas puede ser de
3 a5 veces mayor que en las raices no micorrizadas. En la investigacion, el descenso de

los niveles de P en suelos con un pH moderadamente alcalino, se explica por la mayor
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asimilacion de este nutriente por las plantas fabaceas, el cual es reflejado en su buen
crecimiento. Segin Smith, Gianinazzi, Koide y Cairney (1994), mencionan que el
fosforo es el segundo nutriente mas importante que es transferido del suelo hacia la
planta por accion del hongo micorrizico, y a cambio recibe de la planta carbohidratos
para su desarrollo. Cabe indicar, que el fosforo se presenta en menores concentraciones
al nitrégeno en el suelo, principalmente se debe a su baja disponibilidad que se fija e
inmoviliza en suelos con textura arcillosa y con pH écidos (< 6.5 unidades de pH),
influyendo su absorcion hacia las plantas. Por el contrario, en suelos fuertemente
alcalinos la disponibilidad del fosforo se incrementa, esto influenciado por las
caracteristicas de la especie vegetal, el tipo de suelo y los factores ambientales
(Aristizabal y Ceron, 2012). En algunas investigaciones, evidenciaron que la liberacion
de acidos organicos por parte de los microorganismos tienen un papel importante en la
solubilidad del P favorecida por la actividad de la enzima fosfatasa, junto con la accion
simbidtica del hongo micorrizico que son esenciales en la disponibilidad para las plantas
(Graham y Miller, 2005). De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion,
la reduccion de la concentracion del P en el suelo se presentd en suelos con un pH
ligeramente alcalino, el cual facilit6 la disponibilidad 6ptima del P y redujo su fijacion
en las particulas del suelo (franco arenoso), lo que permiti6 su aprovechabilidad méaxima

por las raices de las plantas fabaceas nativas e inoculadas con Rhizophagus intraradices.

En la presente investigacion se evidencio una correlacion positiva moderada (r=0,493;
P=0,00) entre las cantidades de nitrégeno y la colonizacion micorrizica entre la R.
intraradices y las plantas fabaceas nativas P. vulgaris y A. hypogaea tanto a los 60 y 90
dias de evaluacion. Estos resultados confirman lo encontrado en el estudio de Gonzales
et al. (2012), quienes reportaron que existe un efecto sinérgico entre el contenido del
Nitrogeno del suelo y la actividad micorrizica, siendo una relacion de factores
determinantes para garantizar el éxito de la simbiosis entre el hongo micorrizico
Glomus cubense y una planta leguminosa Pueraria phaseoloides. Acufia, Pucciy Pucci
(2008), evidenciaron que en medios con bajas cantidades de Nitrogeno Total (NT) la
biodegradacion de hidrocarburos totales se presenta deficiente. Los resultados del
nitrogeno total del suelo contaminado con petrdleo crudo sometidos a la actividad
biorremediadora del hongo, evidencian una correlacion positiva; sin embargo, no se

puede establecer el grado de eficiencia de reduccion tomando en cuenta la cantidad de

104



nitrogeno total en el suelo, debido a que no se realizaron andlisis en sus formas

inorgénicas (NH4, NO7", NO3").

El nutriente potasio (K) genera el crecimiento de las raices y promueve la absorcion de
otros nutrientes, asi como también ayuda a regular la apertura de los estomas
aumentando la tasa fotosintética que estimula el rendimiento de las plantas (Sharma,
Yadav y Aggarwal, 2016). En la presente investigacion se evidencié que el incremento
de las concentraciones de K, tuvieron una relacion directa con el incremento de la
colonizacion micorrizica de la R. intraradices en las raices de las plantas de Arachis
hypogaea (tratamiento T6), en comparacion con los tratamientos sin inoculo. Estos
resultados fueron similares al reportado por Arango, Ruscitti, Ronco y Beltrano (2012),
refiriéndose que las concentraciones de K se incrementaron significativamente en los
tratamientos con las plantas inoculadas con un valor de 19,60 g.kg', en comparacion
con las no inoculadas con un valor de 13,50 g.kg!. Asimismo, en lo reportado por
Freitas et al. (2006), el aumento del K en el suelo puede tener una relacion directa con

el incremento significativo de la biomasa de las plantas.

La caracteristica fenotipica, la altura de la planta, fue influenciada por la actividad de
las micorrizas en Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea. Todos los tratamientos
tuvieron un crecimiento significativo (p <0, 00), siendo los tratamientos con inoculo de
R. intraradices (T3 y T6) quienes alcanzaron una mayor altura con valores de 143,75
cm y 30,25 cm de altura respectivamente, en comparacion con los tratamientos sin la
presencia del hongo micorrizico (T1 y T4). Estos resultados fueron similares a los
obtenidos por Tang et al. (2009), quienes evidenciaron que la actividad simbiotica de
los hongos micorrizicos arbusculares tienen un efecto estimulador sobre el crecimiento
y resistencia de las plantas (Medicago Sativa y Zea mays). Asi mismo, Freitas, Martin
y Carvalho (2006), reportaron en su investigacion que la colonizacién micorrizica tiene
un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas. A su vez, se han investigado la
influencia del petréleo crudo sobre el crecimiento de las plantas, tal como lo reporta
Arias-Trinidad, Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia (2017), quienes evidenciaron que el
crecimiento de la planta de la P. vulgaris registro una altura de 10 cm, debido a que se

presentd un retraso de su crecimiento por la exposicion de concentraciones altas de
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hidrocarburos de petroleo (9,000 mg.kg™!). Por su parte, Vazquez-Luna et al. (2010),
observaron que la altura de las plantas fabaceas Leucaena leucocephala Lam.
y Crotalaria incana L. se inhibieron por la presencia del petrdleo crudo en el suelo. En
la presente investigacion la Phaseolus vulgaris fue sensible a la presencia del crudo de
petréleo (1 %) independientemente de la colonizacion micorrizica con la R.
intraradices, esto se atribuye a que la planta presento una baja tasa fotosintética, el cual
pudo deberse al bajo contenido de clorofila y sintesis de fitohormonas en la planta, lo
que se reflejé en su lento crecimiento durante los 90 dias del experimento; asi como los
cambios fisicos y quimicos del suelo por presencia del hidrocarburo (aumento del
carbono organico, concentracion de nitrogeno, pH, conductividad eléctrica y contenido
de arcilla ) (Khan et al., 2013). Por el contrario, el desarrollo fisiologico de las plantas
de A. hypogaea no se vieron afectadas por la presencia del crudo de petroleo, debido a
que la asociacion simbiotica con la R. intraradices le proporciono mayor tolerancia al
estrés del crudo de petroleo durante los 90 dias del experimento. Sin embargo, el
crecimiento de la Phaseolus vulgaris L. fue superior al de la Arachis Hypogaea L.,
debido a las caracteristicas de desarrollo fenologico que difieren de cada planta (Alava,
2012; IICA, 1989). En tanto, en la investigacion la micorriza arbuscular tuvo un efecto

positivo en las caracteristicas fenotipicas de las plantas empleadas.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

. La mayor colonizaciéon micorrizica se presento en la asociacion simbidtica entre Arachis
hypogaea y R. intraradices en el tratamiento T6 con un valor de 38,78% en suelos

contaminados al 1 % de petréleo crudo a los 90 dias.

. La mayor tasa de reduccion del porcentaje de petroleo crudo al 1 % se registro en el

tratamiento T6 con un valor de 86,00 % a los 90 dias de evaluacion.

. El nitrogeno resulto ser un elemento importante para estimular la colonizacion

micorrizica de la Rhizophagus intraradices y la Arachis hypogaea (R=0,4493; p = 0,00).

. El porcentaje de reduccion de petrdleo al 1 % (PC-1 %) y el porcentaje de colonizacion
micorrizica al 1 % de petroleo crudo (CM-PC-1 %) registrd una correlacion positiva muy

fuerte (r=0,769; P=0,00).

. La dosis de 5,0 g.kg"! de R. intraradices entre las plantas fabaceas nativas (Phaseolus
vulgaris y Arachis hypogaea) T3 y T6, permitié un mejor desarrollo de la altura de la

planta a diferencia de las fabaceas en ausencia de micorrizas (T1 y T4).
. El pH 6ptimo que se encontrd en la presente investigacion estuvo dentro de rango de

ligeramente alcalino, el cual permitié que se desarrolle el proceso de simbiosis que

favoreci6 a la reduccion del petréleo crudo presente en el suelo.
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

. Se recomienda extender el experimento hasta culminar todo el estadio fenologico de las
plantas, y asi poder analizar el efecto del petroleo crudo que puede tener sobre la biomasa

de las plantas estudiadas.

. Evaluar la reduccion de petrdleo en suelos en consorcio con otros microorganismos como

por ejemplo las bacterias del género Pseudomonas.

. Se recomienda no esterilizar el suelo para poder evidenciar el posible efecto de los
microorganismos y micorrizas nativas en la biorremediacion de suelos contaminados con

petroleo crudo.

. Utilizar otros métodos de mayor sensibilidad para la medicion de la reduccion del petrdleo

en el suelo.

. Realizar una evaluacion de la influencia de la textura del suelo en la reduccion de petrdleo

y la asociacion simbidtica entre las plantas y micorrizas.

. Se debe probar a otras plantas fabaceas en el tratamiento de suelos contaminados con
diferentes concentraciones de petroleo. Asi como, otros géneros de hongos micorrizicos
arbusculares en asociacion simbidtica con las fabaceas empleadas en la presente

investigacion.
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TERMINOLOGIA

Espora: Cuerpo reproductor muy pequefio de algunos microorganismos (Centro

Internacional de Agricultura Tropical [CIAT], 2000).

Micorrizas: Es la asociacion simbiotica entre las hifas de un hongo y las raices y/o
rizoma de una planta, en la cual ambos simbiontes obtienen un beneficio mutuo

(Hernandez et al., 2003).

Micelio: Es la estructura y agregado de hifas que posee un hongo (Hernandez et al.,

2003).

Infectividad: Es la capacidad de los hongos micorrizégenos de colonizar la raiz de una

planta. (Guadarrama, Sanchez, Ramos y Hernandez, 2008).

Simbiosis: Vida en comin de dos o mas organismos (Hernandez et al., 2003).

Efectividad: La habilidad de los hongos micorrizogenos para estimular el crecimiento

de la planta hospedera (Guadarrama et al., 2008).

Simbionte: Nombre dado a cada uno de los miembros de una simbiosis (Hernandez et

al., 2003).

Propagulo: Cualquier estructura o parte de un organismo capaz infectar un hospedero

(CIAT, 2000).

Micorrizico: Relativo o perteneciente de la micorriza (Herndndez et al., 2003).

Rizosfera: Zona alrededor de la raiz de la planta en la cual la actividad microbiana es

muy alta (CIAT, 2000).
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Frejol: Es una planta herbacea, cuyo nombre cientifico es Phaseolus vulgaris,

perteneciente a la familia de la Leguminoseae (CIAT, 1980).

Mani: Es una planta herbacea perteneciente a la familia de las fabaceas (fabaceas), se
caracteriza por sus frutos en forma de vainas con varias semillas y sus frutos crecen bajo

el suelo (Alava, 2012).
Petréleo crudo: Es un liquido negro, viscoso y con una composicion quimica
sumamente compleja, pudiendo contener miles de compuestos, basicamente de la familia

de los hidrocarburos (Rossini, 1960).

Vermiculita: Es un mineral empleado como sustrato en la horticultura, debido a sus

caracteristicas macroscopicas (Dickson, 1981).
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APENDICES

Apéndice 1. Caracterizacion inicial del suelo experimental
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Apéndice 2. Ficha técnica de la muestra de petroleo crudo

Nombre de la empresa BPZ-EQP S.R.L/PACIFIC RUBIOLES
Estaclon. 'de Refineria Talqra-Estamon Fecha de muestreo 01/03/2016
Evaluacion Corvina
Tipo de muestra Petroleo crudo Inspector Luis contreras
L Planta Reﬁperla Talara- Tl e SGS
Piura
Nombre de BIT=REVEL Muestra identificada 08420
embarcacion

Departamento: PIURA
Provincia: TALARA

Distrito: TALARA

Observaciones:

El presente monitoreo se realizo a las 10:00 hrs. el dia 01 de Marzo del 2016.
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Apéndice 3. Ficha técnica de la MYCOSYM TRI-TOM®
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Apéndice 4. Protocolo de ensayo de nitrogeno total (N)
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Apéndice 5. Protocolo de ensayo de fosfato (P)
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Apéndice 6. Protocolo de ensayo de potasio (K)
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Apéndice 7. Valores de porcentaje de CM-PC-1% en los diferentes tratamientos y réplicas

60 dias 90 dias
Tratamiento - —
%Colonizaciéon Promedio Desviacidon % Colonizacion Promedio  Desviacion
6,90 18,92
8,33 17,24
T2 6,97 0,9534 17,92 0,7157
6,38 17,65
6,25 17,86
16,67 26,09
16,67 27,78
T3 16,45 0.4386 27,02 0,7113
15,79 27,27
16,67 26,92
24,14 35,42
25,00 35,14
T5 24,80 0,8533 34,96 0,4815
25,93 35,00
24,14 34,29
33,33 38,71
34,48 38,71
T6 34,14 0,5412 38,79 0,3495
34,38 38,46
34,38 39,29

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 8. Porcentaje de petroleo crudo extraido en el suelo por el método Soxhlet a los

60 y 90 dias en los diferentes tratamientos

PC inicial (%) PC extraido 60 PC diferencia 60 PC extraido 90 dias  PC diferencia

Periodo dias (%) dias (%) (%) 90 dias (%)
Tl 1 0.755 0,245 0.646 0,354
T2 1 0.475 0,525 0.348 0,652
T3 1 0.472 0,528 0.259 0,741
T4 1 0.752 0,248 0.436 0,564
T5 1 0.546 0,454 0.379 0,621
T6 1 0.369 0,631 0.140 0,860

Fuente: Elaboracion propia.

PC: Petrodleo crudo
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Apéndice 9. Valores de porcentaje de reduccion de PC-1% en los diferentes tratamientos y

réplicas
60 dias 90 dias
Tratamiento : : — : : _—
% reduccion Promedio Desviacion % reduccion Promedio Desviacion

27.50 34,40
2520 32,60

T1 . 245 2,78 35,42 2,38
24,60 36,80
20,80 37,90
51,90 60,20
54,40 65.60

T2 - 525 1,55 65,24 3,97
52,80 69,90
50,70 65,20
46,80 74,70
52,70 71,70

T3 . 528 5,20 74,05 1,57
52,00 75,10
59,50 74,70
28,40 59,90
22,60 57,60

T4 . 248 2,74 56,40 3,28
25,40 56,00
22,70 52,10
48,90 58,20
48,60 61,10

T5 . 4535 3,96 62,10 3,20
42,60 63,40
41,30 65,70
62,30 93,80
63,30 81,10

T6 . 63,07 1,44 86,00 6,20
65,00 88,20
61,70 80,90

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 10. Valores de pH en los diferentes tratamientos y réplicas

Trat - R 60 dias 90 dias
ratamiento PH Promedio Desviacion PH  Promedio  Desviacion
R1 8,23 R1 8,47
R2 8.09 R2 8,14
) ’ 12
T1 3 8.3 8,20 0,056 R3 8.45 8,39 0,123
R4 8,26 R4 8,48
RI 823 R1 8,0
R2 8,12 R2 8,54
] ’ 1 2
T2 3 8.19 8,20 0,040 R3 8.3 8,13 0,288
R4 8,24 R4 7,69
R1 8,07 R1 8,33
R2 8,10 R2 8,62
] ’ 41 1
T3 3 8.10 8,12 0,049 R3 8.30 8, 0,107
R4 8,22 R4 8,37
RI 8,18 R1 8,4
R2 836 R2 8,52
) ’ 1
R4 8,24 R4 8,48
R1 8,09 R1 8,4
R2 8,37 R2 8,84
T5 3 8.5 8,26 0,090 R3 8.68 8,66 0,129
R4 8,33 R4 8,71
R1 8,21 R1 8,50
R2 8,30 R2 8,6
T6 3 8.10 8,25 0,090 R3 835 8,55 0,128
R4 8,37 R4 8,76

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 11. Valores de nitrégeno total (N) en los diferentes tratamientos y réplicas

Tratamiento R 60 dias R 90 dias
rmen N Promedio Desviacion N Promedio Desviacion
RI 11,20 RI 16,60
R2 11,00 R2 16,00
2 , 1 2
b R3 10,90 11,03 0,09 R3 16,60 6,33 0,28
R4 11,00 R4 16,10
RI__ 980 RI 1430
R2 9,60 R2 1420
’ : 14,2
R4 990 R4 1430
RI 11,50 RI 2030
R2 11,00 R2 20,10
’ : 20,2 1
B R 11,00 B8O 03T 00 020 0,100
R4 12,00 R4 2030
RI 17,00 RI 12,50
R2 17,50 R2 1240
’ : 12,4
T4 R 1600 TS 0200 5 43 0.075
R4 17,20 R4 12,30
RI 15,00 RI 1530
R2 14,90 R2 1520
1 R3  1s00 1300 0050 S N 1528 0,038
R4 15,10 R4 1530
RI 17,30 RI 17,60
R2 17,40 R2 17,50
re R3 1720 BB 0075 e 1755 0,050
R4 17,40 R4 17,50

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 12. Valores de fosforo total (P) en los diferentes tratamientos y réplicas

60 dias 90 dias
Tratamiento R . L., R . . o
P Promedio Desviacion P Promedio Desviacion
R1 8,50 R1 0,05
R2 8,40 R2 0,05
T1 R3 8.20 8,38 0,088 R3 0.05 0,05 0,000
R4 8,40 R4 0,05
R1 2,30 R1 0,05
R2 2,50 R2 0,05
’ 2.4 2 0,05 0,000
T2 R3 2,40 43 0,075 R3 0,05 ’ ’
R4 2,50 R4 0,05
R1 0,20 R1 0,05
R2 0,15 R2 0,05
: 1 1 2 0,05 0,000
T3 R3 0,20 0,19 0,019 R3 0,05 ’ ’
R4 0,20 R4 0,05
R1 0,10 R1 0,05
R2 0,10 R2 0,05
2 11 2 0,05 0,000
T4 R3 0,11 0, 0,005 R3 0,05 ’ ’
R4 0,11 R4 0,05
R1 0,08 R1 0,05
R2 0,09 R2 0,05
’ 2 0,05 0,000
s R3 0,09 0,09 0,004 R3 0,05 ’ ’
R4 0,09 R4 0,05
R1 0,35 R1 0,05
R2 0,32 R2 0,05
T6 R3 0.33 0,34 0,013 R3 0.05 0,05 0,000
R4 0,35 R4 0,05

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 13. Valores de potasio (K) En los diferentes tratamientos y réplicas

. 60 dias 90 dias
Tratamiento R - . R - o
K Promedio Desviacion K Promedio Desviacion

R1 58,60 R1 63,60
R2 57,50 R2 63,00

T1 R3 57.00 58,03 0,775 R3 63.10 62,93 0,463
R4 59,00 R4 62,00
R1 54,00 R1 54,10

T2 R2 53,90 53,63 0,422 R2 54,00 53,80 0,400
R3 53,00 R3 54,10
R4 54,10 R4 53,00
R1 6,00 R1 57,40

T3 R2 3,90 6,05 0,121 R2 57,00 57,13 0,137
R3 6,00 ’ ’ R3 57,10 ’ ’
R4 6,29 R4 57,00
R1 6,60 R1 53,40
R2 6,20 R2 53,20

T4 R3 6.60 6,52 0,161 R3 53.40 53,28 0,125
R4 6,69 R4 53,10
R1 6,00 R1 50,00

T5 R2 6,10 6,07 0,065 R2 49,50 49,63 0,375
R3 6,00 R3 50,00
R4 6,16 R4 49,00
R1 5,31 R1 81,10
R2 5,30 R2 81,00

T6 R3 5.35 5,32 0,015 R3 80,00 80,80 0,400
R4 5,32 R4 81,10

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 14. Valores de tamafio de altura de las plantas en los diferentes tratamientos y

réplicas
60 dias 90 dias
Tratamiento R R
Tamafio Promedio Desviacion Tamafio Promedio Desviacion
R1 27,60 R1 90,0
T1 R2 27,50 27,03 0,525 R2 o1,0 90,40 0,350
R3 26,00 ’ ’ R3 90,5 ’ ’
R4 27,00 R4 90,1
R1 26,20 R1 120,0
T2 R2 26,00 26,35 0,325 R2 121,0 120,25 0,375
R3 26,20 ’ ’ R3 120,0 ’ ’
R4 27,00 R4 120,0
R1 50,10 R1 150,0
T3 R2 49,20 49,75 0,350 R2 120,0 143,75 11,875
R3 50,10 ’ ’ R3 155,0 ’ ’
R4 49,60 R4 150,0
R1 9,10 R1 23,5
R2 9,0 R2 23,1
T4 R3 93 9,13 0,111 R3 23.0 23,15 0,175
R4 9,10 R4 23,0
R1 12,0 R1 28,0
T5 R2 12,0 11,88 0,188 R2 27,0 27,50 0,500
R3 11,5 R3 27,0
R4 12,0 R4 28,0
R1 17,0 R1 30,0
T6 R2 17,5 17,38 0,375 R2 32,0 30,25 0,875
R3 18,0 R3 29,0
R4 17,0 R4 30,0

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 15. Prueba de Tukey homogeneidad de Levene de la variacion del porcentaje

reduccion de PC-1%

HSD Tukey*® (Porcentaje de Reduccion PC-1%)

Tratamiento N Subconjunto
1 2 3 4 5
Tratamiento 1 8 ,29975
Tratamiento 4 8 ,40588
Tratamiento 5 8 ,53725
Tratamiento 2 8 ,58838 ,58838
Tratamiento 3 8 ,63400
Tratamiento 6 8 , 74537
Sig. 1,000 1,000 ,050 ,104 1,000

Fuente: Elaboracion propia.

Variable dependiente: PC-1%

F

dfl afn Sig.

1,111

12 35 ,382

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 16. Prueba de Tukey y homogeneidad de Levene de la variacion varianza de pH

HSD Tukey*® (pH)

Tratamiento N Subconjunto

1 2
Tratamiento 2 8 8,1638
Tratamiento 3 8 8,2638 8,2638
Tratamiento 1 8 8,2938 8,2938
Traamiento 4 8 8,3825 8,3825
Tratamiento 6 8 8,3988 8,3988
Tratamiento 5 8 8,4588
Sig. ,057 ,167

Fuente: Elaboracion propia.

Variable dependiente: Ph
F dfl df2 Sig.
2,884 11 36 ,258

Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 17. Prueba de Tukey y homogeneidad de Levene de la varianza de la concentracion

de nitrogeno (NT)

HSD Tukey*” (Nitrégeno Total)

Tratamiento N Subconjunto
1 2 3 4 5 6
Tratamiento 2 8 12,0000
Tratamiento 1 8 13,6750
Tratamiento 4 8 14,7875
Tratamiento 5 8 15,1375
Tratamiento 3 8 15,7875
Tratamiento 6 8 17,4375
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracion propia.
Variable dependiente: NT
F dfl df2 Sig.

6,553 11 36 ,356

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 18. Prueba de Tukey y homogeneidad de Levene de la varianza de la concentracion

de fosforo total (P)

HSD Tukey*® (Fésforo Total)

Tatamiento N Subconjunto
1 2 3 4
Tratamiento 5 8 ,0687
Tratamiento 4 8 ,0775
Tratamiento 3 8 ,1188
Tratamiento 6 8 ,1937
Tratamiento 2 8 1,2375
Tratamiento 1 8 42125
Sig. ,285 1,000 1,000 1,000

Variable dependiente: Fésforo Total

F dfl an Sig.
6,081 11 36 350

Apéndice 19. Prueba de Tukey y homogeneidad de Levene de la variacion de la

concentracion de potasio total (K)

HSD Tukey*" (Potasio)

Tratamiento N Subconjunto
1 2 3

Tratamiento 5 8 27,8450
Tratamiento 4 8 29,8988 29,8988
Tratamiento 3 8 31,5863 31,5863
Tratamiento 6 8 43,0600 43,0600
Tratamiento 1 8 52,9750
Tratamiento 2 8 53,7750
Sig. ,957 ,054 ,176
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Variable dependiente: Potasio

F dfl e Sig.
8,784 11 36 425

Apéndice 20. Prueba de Tukey y homogeneidad de Levene de los valores de la altura de las

plantas fabaceas (P. vulgaris L. y A. hypogagea L.)

HSD Tukey*® (Altura de la Planta)

Tatamiento N Subconjunto
1 2 3 4 5
Tratamiento 4 8 16,1375
Tratamiento 5 8 19,6875 19,6875
Tratamiento 6 8 23,8125
Tratamiento 1 8 58,7125
Tratamiento 2 8 73,3000
Tratamiento 3 8 96,7500
Sig. ,651 ,495 1,000 1,000 1,000

Variable dependiente: Altura de la planta

F dfl afn Sig.
7,670 11 36 324
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Apéndice 21. Coeficientes de correlacion lineal de Pearson (R) entre los valores de
porcentaje de reduccion de PC-1%, porcentaje CM-PC-1%, altura de las plantas, nitrégeno

total (NT), fosforo total (P), potasio total (K) y pH significancia de p < 0.05

Alt 1
PC-1% %CM-PC-1% uradela NT p
Planta

PC-1% Correlacion
de Pearson

Sig.

% CM-PC-1% Correlacion ~ ,769"

de Pearson
Sig. ,000
Altura de la Correlacion ,317" ,052
planta de Pearson
Sig. ,028 , 724
pH Correlacion  ,308" 272 -,075
de Pearson
Sig. ,033 ,062
NT Correlacion  ,360" ,493* ,351° ,316
de Pearson
Sig. ,012 ,000 ,015 ,028
P Correlacion  -,481" -,393™ -,199 -235  -513"
de Pearson
Sig. ,001 ,006 ,176 ,L109  ,000
K Correlacion ~ ,379™ ,037 ,336" ,3357 -,009 ,227
de Pearson
Sig. ,008 ,802 ,020 ,020 952 ,120

Fuente: Elaboracion propia.

Dato: Porcentaje de petroleo crudo al 1% (PC-1%) y porcentaje de colonizacion micorrizica (% CM-PC-1%).
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Apéndice 22. Registro fotografico de la investigacion

Siembra de semillas de Mani. Siembra de semillas de Frejol.

CULTIVO Or Man

Ariredns nppagarag

Germinacion del Mani.

Induccion del contaminante al suelo. Preparacion del material experimental.
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Seleccion del Mani para los tratamientos. Seleccion del Frejol para los tratamientos.

Inoculacion de la R. intraradices en la rizosfera Inoculacion de la R. intraradices en la rizosfera

de la A. hypogagea. de la P. hypogagea
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Fase experimental del Mani (90 dias). Fase experimental del Frejol (90 dias).

Invernadero acondicionado para la fase experimental.
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Registro fotografico del experimento: Etapa de laboratorio

Lavado de raiz de las plantas

Adicidn de la solucion de KOH a las Tejidos de raices en solucion KOH.

muestras de raices.
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Bafio Maria a 90° por 1 hora Retiro de la solucion KOH.

Preparacion de HCl al 1 %. Lavado de las raices con Peréxido de Hidrogeno.
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Tincién de las raices con Azul de Tripano

(0.05%).

.y , Observacion y conteo de
Seleccion de las raices para

. micorrizas
observacion y conteo de
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Método Soxhlet

Medicion del peso inicial del balon aforado Distribucion del etanol para el Sistema

Soxhlet.

Proceso de extracci«i')glode aceites en sistema

Soxhlet
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