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Biorestauration of soil polluted by waste motor oil by biostimulation with vermicompost and

phytoremediation with Sorghum vulgare inoculated by Bacillus cereus and Rhizobium etli
Juérez-Cisneros Gladys', Sanchez-Y &fiez Juan Manuel '*

Datos del Articulo Resumen

La contaminacion de suelo con aceite residual automotriz (ARA) le causa pérdida de su fertilidad. Los objetivos de esta
investigacion fueron: a) bioestimular (BS) un suelo contaminado con 10000 ppm de ARA, con lombricomposta (LC) a 3y
6%; y b) lafitorremediacion (FR) de ese suelo para eliminar el ARA remanente con Sorghum vulgare inoculado con Bacillus
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cereus y/o Rhizobium etli, ambas bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV). Las variables respuesta de este
ensayo fueron: en fase de BS del suelo la concentracion del ARA en 60 dias. En fase de FR de ese suelo, la biomasa de S
vulgare inoculado con las BPCV afloracion y cantidad final del ARA. Los resultados mostraron que en suelo solo bioesti-
mulado con LC a 3%, e ARA se redujo a 8630 ppm. Comparado con & suelo bioestimulado y luego fitorremediado con S
wvulgare y las BPCV para eliminar e ARA remanente hasta 210 ppm. Este suelo bioestimulado con la LC a 3%, y luego
fitorremediado con S wulgare inoculado con B. cereus y R. etli; su biomasa fue estadisticamente superior comparado S
| wulgare en el suelo sin bioestimular donde S vulgare redujo e ARA hasta 260 ppm acorde con el ANOV A Tukey (p>0.05).
Lo anterior apoya a la integracion de la biorremediacion del suelo contaminado con ARA por bioestimulacion y su fitorre-
mediacion con S vulgarey BPCV como formarépiday mejor que laaccion individual.
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Sail pollution by waste motor oil (WMO) caused soil’s lost fertility. The aims of this research where a) bioremediation of
soil polluted by 10000 ppm of WMO for biostimulation with vermicompost (VC) at 3 and 6 % (w/w) follow by b) phytore-
| mediation (PR) of the same sail to eliminate remaining WM O with Sorghum vulgare inoculated with Bacillus cereus and/or
Rhizobium etli or Promoting Growth Plant Bacteria (PGPB). At the first step of assay WMO concentration was measured
before and after bioremediation. At the second step the same soil phytoremediation was applied for remaining WHO sowing
S wulgare inoculated with PGPB, then at flowering stage its biomass and WHO final concentration was determined. Results
| showed that soil impacted by WMO biostimulated with VC at 3% was eliminated 8630 ppm of WMO. At the second phase
in the same soil PR applied for remaining WMO which was reduced until 210 ppm. Soil polluted by remaining WMO ap-
plied PR using S. vulgare plus R. etli WMO was decreased at 260 ppm. While S. vulgare’s biomass inoculated with PGPB
was higher compared to S. vulgare grown in soil not polluted by WMO according by ANOVA - Tukey (p > 0.05). These
results suggested that soil polluted by WMO could be recovering by applying integrated BR and PR better than just using
onetype.
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Introduccién

El aceite residual automotriz (ARA) es una
mezcla de moléculas insolubles de hidrocarbu-
ros (HC) difaticos, aromaticos, policiclicos,
halogenados y metales pesados que cuando
contamina e suelo afecta negativamente su
estructura, impide el intercambio gaseoso con la
atmosfera, e inhibe la actividad de las poblacio-
nes microbianas nativas, reduce su fertilidad y
la cobertura vegetal (Benavides et al. 2006,
Delgadillo-Lopez et al. 2011). En consecuencia
el ARA se clasifica como un residuo peligroso
de dificil mineralizacion (Osadolor & Seghosi-
me 2013.). En suelo una alternativa para elimi-
nar e ARA es aplicar |a biorremediacién inte-
gral por bioestimulacion (BS) y en sucesion
paa e ARA remanente la fitorremediacion
(FR) con bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV) para finalizar su depuracion.
En suelo impactado con ARA su BS con lom-
bricomposta (LC) incorpora minerales esencia-
les para inducir a su microbiota aerobia hetero-
trofica nativa a mineralizar la parte aifética, y
simultaneamente enmendar el desequilibrio
nutricional para un crecimiento vegetal sano
(Maldonado-Chavez et al. 2010), que en ese
suelo facilite su FR para consumir € ARA re-
manente con S. vulgare inoculado con BPCV y
cuyo extenso sistema radical libera exudados
gue estimulan la actividad oxidante de ARA de
géneros como Bacillus cereus (Niu et al. 2011)
y Rhizobium spp. (Pivetz 2001, Garcia-Rivero
& Perata-Pérez 2008, Lopez-Ortiz et al. 2012).

Normalmente se reporta la FR de suelo conta-
minado con HC andlogos a los del ARA que se
aplica como la Unica estrategia de BR, lo que
generalmente solo reduce parcialmente su con-
centracion (Diab 2008, Niu et al. 2010, Zhang
et al. 2010, Izinyon & Seghosime 2011). En
contraste con |los resultados positivos cuando a
la BR de un suelo contaminado con 15000 ppm
de ARA por BS con un fertilizante minera
(NPK), se integra la FR del mismo suelo para
consumir e ARA remanente con Helianthus
annus (Dominguez- Rosado & Pichtel 2004).
En general la BR de suelo contaminado con
ARA por bioestimulacion o fitorremediacion se
aplica de manera independiente, es lenta y no
asegura su completa mineralizacion. Por tanto
los objetivos de esta investigacion fueron: (i)
biorremediar un suelo contaminado con 10000
ppm de ARA por bioestimulacién con lombri-
composta (ii) fitorremediacién de ese suelo con
S wulgare inoculado con Bacillus cereus y/o
Rhizobium etli.

Materialesy métodos

El experimento se realiz6 en invernadero de 10 X
10 m? con una temperatura diurna que varié de 25 a
30 °C, una humedad relativa del 50% y una noctur-
na de 22-25 °C y una humedad relativa del 55%,
con un disefio experimental de bloques de 1.5 m? a
azar de 9 tratamientos y 5 repeticiones. Para € en-

sayo se usd un suelo ubicado a los 19° 39” 27°” de
16
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latitud norte 100° 19’ 59’ de longitud oeste, con
una altitud de 1820 msnm clima templado en un
terreno agricola denominado “La cajita’’ de la Te-
nencia Zapata del municipio de Morelia, Mich.,
México sobre el km 5 de la carretera Morelia- Pa-
tzcuaro, México. El suelo fue clasificado como late-
ritico sodico degradado y compacto, con un historia
agricola de 20 afios de un sistema de cultivo inten-
sivo cerea-cereal (maiz-trigo y maiz-cebada), de
textura arcilloso, con un contenido de materia orga-
nicade 1.5% y N organico de 39 Kg/ha, de acuerdo
a pardmetros edaficos, fue pobre en ambas propie-
dades, con pH 6.7 ligeramente &cido, se solariz 48
h para minimizar e problema de plagas y enferme-
dades, se contamin6 con 10000 ppm de ARA pro-
veniente de un taller mecanico. Este suelo se coloco
en un sistema semihidropénico de jarras de Leonard
(Garcia-Gonzédlez et al. 2005), e experimento se
reaizo en dos etapas. (i) BS de suelo contaminado
con 10000 ppm de ARA con LC a 3y 6% (p/p).
Este suelo mantuvo su humedad a capacidad de
campo con agua potable, después de 30 dias se co-
lectaron 15.0 g y se cuantificé la concentracion del
ARA por Soxhlet (Leal 2003), y (ii) después de la
BR del suelo contaminado con el ARA se aplico la
FR del mismo suelo para eliminar e ARA con S
vulgare inoculado con B. cereusR. etli ambas
BPCV aidadas de Zea mays mexicana. El primer
género se cultivé en caldo nutritivo, y €l segundo
género en cado extracto de levadura manitol rojo
congo. Se usaron 40 X 10° UFC de cada uno/semilla
de S vulgare (Sanchez-Y &fiez 2007) que se sembro
en e suelo previamente bioestimulado con laLC, S
vulgare se aimenté con una solucién mineral (g/L):
NH4C|, 12.0; KH2P04, 3.0; KzHPO4, 3.5; MgSO4,
1.5; CaCl,, 0.1; FeSO., 0.5mL y una de oligoele-
mentos, 1.5 ml/L, €l pH se gusté a 6.4-6.7 (Lea

2003, Sanchez-Y &fiez 2007, Pasaye 2011). Durante
17

la FR del suelo impactado con ARA se midi6 la
fenotipia y biomasa de S vulgare a floracion, por
ser la etapa de su mayor actividad fisiologica rela
cionada con su reproduccién y ademés la concentra-
cion del ARA remanente en el suelo por Soxhlet a
fina de esta fase (Vésquez et al. 2010), los datos
experimentales se analizaron por ANOVA y des
pués por Tukey con a =0.05 software JMP ver.6.0
(Wapole et al. 2007).

Resultados
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Figura 1 Peso fresco de Sorghum vulgare a floracién usado en la
fitorremediacion del suelo contaminado con 8630 ppm de aceite
residual automotriz, posterior ala bioestimulacién del mismo suelo
con lombricomposta.

Control absoluto (CA)= sudo + S wlgare; Control relativo
CR=suelo + S wulgare + solucion mineral (SM); T1=suelo + aceite
residual automotriz (ARA) + lombricomposta (LC) 6% + S. wulgare/B.
cereus + R, etli; T2=suelo + ARA + LC 3% + S. vulgare/ B. cereus + R.
etli; T3= sudlo + ARA + LC 6%; T4=suelo + ARA + LC 3%; T5=
suelo + ARA + S wulgare/R. etli; T6= suelo + ARA + S vulgare/B.
cereus; Letras diferentes indica diferencia estadistica significativa
ANOV A-Tukey (0=0.05)

En la figura 1 se muestra que en el suelo dd T1
biocestimulado con LC a 6%, donde luego se fito-
rremedio €l suelo para eliminar e ARA remanente
con S vulgare inoculado con B. cereus + R. etli, en
este caso esta graminea alcanz6 un peso fresco aé-
reo (PFA) de 0.43 g y un peso fresco radical (PFR)
de 0.34. En el suelo del T2 primero bioestimulado
con LC a 3%y luego fitorremediado para consumir
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el ARA remanente con S vulgare inoculado con B.
cereusy R. etli tuvo un PFA de 14.2 gy un PFR de
7.4 g. En tanto que en el suelo del T3 bioestimulado
con LC a 6%, y que se fitorremedié para eliminar
el ARA con S vulgare pero sin inocular; su PFA
fue de 2.25 gy su PFR de 1.4 g. Comparado con €
mismo suelo del T4 bioestimulado con LC a 3%, y
fitorremediado para consumir e ARA remanente,
con € S wulgare sin inocular, ahi tuvo un PFA de
21 gyunPFR de 0.7 g. En & suelo del T6 conta
minado con ARA sin bioestimular, donde solo se
aplico laFR para el ARA remanente con S vulgare
einocul6 con R. etli, alcanz6 un PFA de4.95gy un
PFR de 11.6 g, ambos valores fueron estadistica-
mente diferentes y significativos comparados con lo
registrado en S. vulgare cultivado en suelo sin ARA
aimentado con una SM, en donde tuvo un PFA 2.5
gy un PFR de 2.6 g. En general en € suelo codifi-
cado como 1, 3, 4 y 5 primero biorremediado con
LC, y luego fitorremediado con S wulgare para
eliminar e ARA remanente, tuvieron valores de
PFA y PFR que fueron estadisticamente inferiores y
significativos comparados con € PFA y PFR de S
vulgare cultivado en suelo sin ARA del CR.

En lafigura 2 se observa que en € suelo impactado
con ARA primero biorremediado con LC y luego
paraeliminar e ARA remanente fitorremediado con
S wulgare a floracion se muestra su peso seco aéreo
(PSA) y su peso seco radical (PSR). En el suelo
(T2) primero biorremediado con LC y después en
este suelo para consumir €l ARA remanente se fito-
rremedio con S.vulgare alcanz6 un PSA de 3.38 gy
un PSR de 0.48, superior S vulgare usado como CR
cultivado en suelo sin ARA; con un PSA de 0.52 y
un PSR de 0.16 g.

O Afrco

B Radical

Peso seco de sorgo (2)

Tratamientos

Figura 2 Peso seco de Sorghum wulgare a floracién usado en la
fitorremediacion del suelo contaminado con 8630 ppm de aceite
residual automotriz, posterior a la bioestimulacion de ese suelo con
lombricomposta. Control absoluto (CA)= suelo + Sorghum vulgare;
Contral relativo (CR)=suelo + Swulgare + solucién mineral (SM):
T1=suelo + aceite residual automotriz (ARA)+ lombricomposta (LC)
6%+ S wvulgare + B.cereus+ Retli ; T2=suelo + ARA + LC 3% + S.
wvulgare+ B.cereus + R. €etli; T3= suelo + ARA + LC 6%; T4=suelo +
ARA + LC 3%; T5=suelo + ARA + S wulgarey R. etli; T6= suelo +
ARA + S vulgaret B. cereus. Letras distintas indican diferencia esta-
digtica significativa ANOV A-Tukey (0=0.05).
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Figura 3 Biorremediacion de suelo contaminado con 10000 ppm de
aceite residual automotriz con lombricomposta al 3y 6% vy fitorre-
mediado para eliminar e remanente con Sorghum vulgare inocula-
do con Bacillus cereus y Rhizobium etli. Control absoluto (CA)=
suelo + agua; Control negativo (CN)= suelo + 10,000 ppm aceite resi-
dual automotriz (ARA)+ agua; TA= suelo + 10,000 ppm ARA + lom-
bricomposta (LC) 6%; TB= suelo + 10,000 ppm ARA + LC3 %;
T1=suelo + 10,000 ppm ARA+ LC 6% + S vulgarey B. cereust+ Retli;
T2=suelo + 10,000 ARA + LC 3% + S wulgare y B. cereus + Retli;
T3=suelo + 10,000 ppm ARA + LC 6%,; T4=suelo + 10,000 ppm ARA
+ LC 3%; T5= suelo + 10,000 ppm ARA + S wulgare y R. etli; T6=

suelo + 10,000 ppm ARA, Swulgare + B.cereus.

18
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En lafigura 3 se observa que en el suelo contamina-
do con ARA y solo bioestimulado con LC a 6% la
concentracion de 10000 ppm del ARA no cambid
(TA), igua que en el mismo suelo impactado con
ARA sinBR

(CN); sin embargo cuando €l suelo se bioestimuld
con LC a 3% la concentracion de ARA disminuyé
a 8630 ppm (TB). Cuando el suelo se bioestimulé
con LC vy luego se aplico la FR del mismo suelo
para eliminar el ARA con S. vulgare inoculado con
las dos BPCV, se observo que el consumo del ARA
seacelerdy redujo a 1360 ppmen el T1, a450 ppm
enel T2, a260 ppmene T3,a210 ppmenel T4, a
760 ppmene TS5y a820 ppmen €

T6.
Discusion

En la figura 1 se observé que en el suelo con-
taminado con ARA por BS con LC d 3% y
luego ese suelo se fitorremedio para eliminar el
ARA remanente con S. vulgare con B. cereus 'y
R. etli su biomasa alcanzé un valor sin diferen-
cia estadistica significativa, comparado con el
PF de S. wulgare cultivado en suelo sin ARA:
este resultado sugiere que en & suelo contami-
nado con ARA la incorporacion de LC a 3%
restablecio e equilibrio mineral y estimulé la
actividad de la microbiota aerobia heterotrofica
y a mismo tiempo favorecio e crecimiento
vegetal del S vulgare a pesar de lafitotoxicidad
del ARA (Sangabriel et al. 2006).

En el suelo impactado con ARA, bioestimulado
con LC, y posterior FR de este suelo para €li-
minar el ARA remanente con S. vulgare con B.

cereus y R. etli se sugiere que estas BPCV tu-
19

vieron un efecto positivo en su crecimiento me-
diante sustancias promotoras de crecimiento
vegetal, y que aumentaron la tolerancia de la
graminea a estrés causado por la fitotoxicidad
del ARA (Ferrera-Cerrato 2006, Shirdam et al.
2008). También se reporta que en la rizosfera
vegetal como lade S. vulgare bacterias como B.
cereus y R. etli pueden contribuir a la degrada-
cién de HC aromaticos similares a los encon-
trados en € ARA, en parte porque esta grami-
neatiene un sistema radicular extenso, fibroso y
voluminoso que explora una mayor area de sue-
lo para la captacion de minerales y agua, ade-
mas de que facilita su asociacion con BPCV y
aumenta su resistencia € estrés inducido por €
ARA (Shirdam et al. 2008, Ndimele 2010,
Tang 2010, Gonzalez-Paredes et al., 2013). Lo
anterior se apoya en gue en suelo contaminado
con HC fue fitorremediado y esta actividad ve-
getal fue meorada con la inoculacion de
BPCV, como lo reportaron LOpez-Ortiz et al.
2012, que en un suelo contaminado con nafta-
leno y fenantreno lo fitorremediaron con Leu-
caena leucocephala (Lam.) inoculada con Rhi-
zobium tropici CIAT89 y se generd un efecto
positivo de la FR; andlogo alo que S. vulgare
generd en este suelo contaminado con ARA
(figura 3). Este resultado sugiere que la incor-
poracion de LC o enriquecio con salesde N, P,
K y micronutrimentos (Nwoko et al. 2007,
Shirdam et al. 2008), que favorecieron a las
poblaciones microbianas nativas oxidantes de
HC simplesdel ARA (Mrozik, et al. 2003).
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Mientras la accidn secuencial con FR del mis-
mo suelo con S. vulgare inoculado con B. ce-
reus y R. etli minimizaron el efecto fitotoxico
del ARA; probablemente por esta BPCV usaron
algunos de sus arométicos como fuente de car-
bono y energia (Zand et al. 2010, Efe & Okpali
2012, Gonzales- Paredes et al. 2013).

Se concluye con base a los resultados obtenidos
gue la adecuada integracion de la biorremedia-
cion por bioestimulacion del suelo impactado
con 10000 ppm de ARA con lombricomposta y
su posterior fitorremediacion para eliminar €
remanente, con S. vulgare inoculado con Baci-
[lus cereus y Rhizobium etli acelerd y mejord la
biorrestauracion de este ambiente, en compara-
cion con solo aplicar la biorremediacion y/o la
atenuacion natural .
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