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RESUMEN

Cinco cepas bacterianas degradadoras defenantreno
y fijadoras de nitrogeno atmosférico: RM1S, RM10S
(aisladas de sudlo contaminado con petrdleo), RM12A
(aislada de suelo contaminado con fenantreno),
Azospirillum brasilense cd. y A. halopraeferens
(aisladas de sudos no contaminados) se seleccionaron
por su resistencia diferencial a antibiéticos en
condiciones de laboratorio, mediante € incremento
gradual de las dosis de gentamicina, kanamicina,
estreptomicina y espectinomicina (500 pg mL?). Se
determiné su dinamica poblacional en arena
contaminada con fenantreno (30 mg kg?), en presencia
0 no dd pasto aleman, Echinochloa polystachya (HBK)
Hitch. Tres tratamientos se consideraron para cada
condicion (con plantay sin planta): 1) inoculacion con
e consorcio bacteriano integrado por las cepas RM1S,
RM10S, RM12A y A. halopraeferens; 2) inoculacion
con la cepa A. brasilense cd.; y 3) sin inoculacion
bacteriana. Lapoblacion delas cepasRM 1S, RM10Sy
RM12A presentd un incremento en los 10 primeros dias
después de la inoculacion (DDI); sin embargo, después
de esta fecha, la poblacion disminuyd paulatinamente
hasta dgjar de ser detectada. La mayor poblacion delas
bacterias inoculadas se observé en los tratamientos sin
planta. En cuanto a las cepas A. brasilense cd. y
A. halopraeferens, su poblacién no se detecté a 20 DDI
en presencia 0 no de la planta. La degradacién de
fenantreno a 30 DDI no presentd diferencias
significativas entre tratamientos; sin embargo, la
presencia dela planta contribuy6 alamayor degradacion
del contaminante (39.8%). A 60 DDI, la degradacion
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defenantreno fuemayor (P < 0.05) en plantasinoculadas
con A. brasilense cd (57.02%), asi como con el
consorcio bacteriano (59.01%), en comparacion con €
testigo sin planta (41.7%). Debido a que las unidades
experimentales no fueron sistemas completamente
cerrados, se observd la presencia de microorganismos
no inoculados a partir de 30 DDI.

Palabras clave: Echinochloa polystachya, hidrocarburo
policiclico aromatico, biorremediacion,
fitorremediacion, dinamica bacteriana, Azospirillum.

SUMMARY

RM1S, RM10S (both isolated from petroleum-
contaminated soil), RM 12A (isolated from phenanthrene-
contaminated soil), Azospirillum brasilense cd., and
A. halopraeferens (both isolated from non-
contaminated soil), five bacterial strains that degrade
phenanthrene and fix atmospheric nitrogen, were
sdected for their resistance to gradual increases of the
antibiotics gentamycin, kanamycin, streptomycin and
spectinomycin (500 g mL 1), under laboratory conditions.
Bacterial population dynamics was monitored in
contaminated sand with phenantrene (30 mg kg?), in
presence or absence of German grass, Echinochloa
polystachya (HBK) Hitch. Three treatments were
considered for each condition (with and without plants):
1) inoculation with a bacterial consortium consisted of
the RM1S, RM10S, RM12A, and A. halopraeferens
strains; 2) inoculation with the A. brasilense cd. strain;
and 3) without bacterial inoculation. Bacteria population
of RM1S, RM 10S, and RM12A strainsincreased in the
first 10 days after inoculation (DAI). After this date,
however bacterial populations decreased gradually until
they were undetected. The largest population of
inoculated bacteria was observed in treatments without
plants. The population of A. brasilense cd. and
A halopraeferens was not detected at 20 DAI, with or
without plants. Phenanthrene degradation at 30 DAI was
not significantly different among treatments, although
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plant presence contributed to greater degradation of the
contaminant (39.8%). At 60 DAI, phenanthrene
degradation was greater (P < 0.05) in inoculated plants
with A. brasilense cd. (57.02%), as well as with the
bacterial consortium (59.01%), thaninthe control without
plants (41.70%). As the experimental units were not
completely closed systems, naturally-occurring
microorganisms were observed from 30 DAI.

Index words: Echinochloa polystachya, polycyclic
aromatic hydrocarbon, bioremediation,
phytoremediation, bacterial dynamics, Azospirillum.

INTRODUCCION

México es un pais en d cual la actividad petrolera
es muy importante; sin embargo, existen numerosas
contingencias ambientales ocasionadas por derrames y
fugas de petrdleo que alteran las propiedades quimicas,
fisicasy biolégicasdd sudo (Rivera-Cruz et al., 2002).
Los compuestos derivados de la actividad petrolera se
han convertido en un gran problema en sitios de
explotacién, refinacion y almacenamiento de
hidrocarburos (Ferndndez, 2000).

Debido aqued petrdleo es una mezcla complga de
compuestos quimicos, éste se convierte en un
contaminante que origina efectos negativos al ambiente
y la salud humana. Los hidrocarburos policiclicos
arométicos (HPA) son compuestos orgéni cos que poseen
dedos a seis anillos de benceno, cuyo arreglo determina
las caracteristicasfisicasy quimicas de estos compuestos
lipofilicos e hidrofébicos. Estetipo de componentes del
petrdleo y productos de su combustion incompleta han
sido motivo de estudio por sus efectos darinos en €
ambiente, debido a sus efectos mutagénicos y
carcinogénicos en animales (Saval, 1995; Schwab et al .,
1998; Kanaly y Harayama, 2000) e inhibicion del
crecimiento de los cultivos (Maliszewska y Smreczak,
2000). El efecto genotoxico de los HPA se incrementa
cond tamafio desu moléculay, ene caso de fenantreno,
su persistencia media en suelos y sedimentos puede
variar de16 a 126 dias (Shuttleworth y Cerniglia, 1995;
Kanaly y Harayama, 2000).

Unadelasformas derecuperar suelos contaminados
con HPA es la biorremediacion, la cual se basa en la
utilizacion de organismos vivos con € fin de sanear
suel osy cuerpos de agua. Estos organismos son capaces
de acumular, transformar o degradar bioguimicamente
contaminantes hasta concentraciones que no produzcan

efectos nocivos a la salud o d ambiente (Fernandez,
2000). El éxito de estos procedimientos depende de
caracteristicas propias del contaminante, la naturaleza
del suelo y la distribucion relativa de las especies
microbianas capaces de realizar la biorremediacion
(Cémara, 1992; Boonchan et al., 2000; Siciliano et al.,
2001). Ladegradacion de contami nantes organi cos puede
ser llevada a cabo por bacterias del sudo (Devare y
Alexander, 1995; Harayama et al., 1996; Nicholset al .,
1997), bacterias acuéticas (Salmon et al ., 1998), hongos
saprofiticos (Oudot et al., 1993; Field et al., 1996),
hongos ectomicorricicos (Meharg y Cairney, 2000) o,
incluso, ser estimulada por hongos micorricicos
arbusculares (Binet et al., 2000a). En cuanto alastasas
de degradacidén, se menciona que en un suelo
contaminado con diesd, la degradacion dehidrocarburos
totales por microorganismos nativos fue de 89.97%
durante 60 dias (Saval, 1997). Por otra parte, Joergensen
et al. (1995) mencionaron que, en un suelo contaminado
con gasolina, los microorganismos pueden mineralizar
hasta 94.8% de los hidrocarburos totales en 165 dias.
También Bossert y Bartha (1984) indicaron que la
presencia de hidrocarburos en un suelo provoca €l
aumento en la cantidad debacteriasdevidalibrefijadoras
de N, atmosférico; dichos autores mencionaron, ademas,
que estetipo de bacterias disminuye larelacion C:N del
suelo y, como consecuencia, provoca incrementos en
las pobl aciones de mi croorgani smaos degradadores, o cual
acd eraladescontaminacion del sudo. Asimismo, Pérez-
Vargaset al. (2001) comprobaron lacapacidad deutilizar
queroseno como Unica fuente de carbono en bacterias
fijadoras de N, atmosférico de vida libre. Hernandez
et al. (2003) destacaron la participacion de bacterias
con esta misma funcién en la biorremediacion de suelos
contaminados con queroseno.

Como parte de la biorremediacion se incluye la
fitorremediacion, la cual consiste en € uso de plantas
superiores en cuyarizosfera se aceleralabiodegradacion
de varios componentes organi cos, incluyendo pesticidas,
solventes e hidrocarburos del petrdleo (Lee y Banks,
1993; Nichols et al., 1997; Schwab et al., 1998). Las
plantas pueden liberar compuestos carbonados en la
rizosfera para incrementar la solubilidad de los
contaminantes (Siciliano y Germida, 1998) o adsorber
los contaminantes en las raices sin degradarlos (Binet
et al., 2000Db).

El objetivo de presente trabajo fue determinar la
adaptacion de bacterias fijadoras de N, atmosférico,
aisladas de suelos con o sin contaminacién por
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hidrocarburos dd petrdleo, en un sustrato contaminado
con fenantreno, inoculdndolas a la rizosfera ddl pasto
aleman (Echinochloa polystachya) y evaluando la
degradacién de este contaminante.

MATERIALESY METODOS

Cinco cepas fijadoras de nitrégeno atmosférico con
capacidad in vitro para utilizar fenantreno como Unica
fuente de carbonoy con crecimiento en medio de cultivo
mineral minimo modificado por Ferrera-Cerrato
(Herndndez et al., 2003): RM 1S, RM10S (aisladas de
un sudo contaminado con petrdleo), RM12A (aislada
de un sudo contaminado con fenantreno), Azospirillum
brasilense cd. y A. halopraeferens (aisladas de un
suelo sin contaminacion por petréleo) se seleccionaron
por presentar resistencia diferencial a antibidticos en
condicionesinvitro a27 °C en agitadoraorbital (Modelo
IS, New Brunswick Scientific Co.) a 120 rpm. Esto,
medi ante cultivos seriados en caldo nutritivo (Merck®)
con dosis crecientes de antibiético hastallegar a500 g
de cada antibidtico mL- de medio de cultivo. La
resistencia diferencial a farmacos de cada cepa
bacteriana serealiz6 con los antibidticos: kanamicinay
estreptomicing, paraRM 1S; kanamicinay gentamicina,
para RM10S; kanamicina y espectinomicina, para
RM12A; gentamicina y estreptomicina, para
A. brasilense cd.; y gentamicinay espectinomicina para
A. halopraeferens. Una vez seleccionados los mutantes
resi stentes a antibi6ticos, se cultivaron secuencialmente
en caldo nutritivo para utilizarse en e proceso de
inoculacion.

Se establecio un experimento con dos blogues (con
y sin planta). En cada bloque se consideraron tres
tratamientos: 1) inoculacion con el consorcio de
bacteriasRM 1S, RM10S, RM12Ay A. hal opraeferens,
2) inoculacion con la cepa A. brasilense cd.; y 3) sin
inoculacion bacteriana. Los tratamientos constaron de
cinco repeticiones por blogue y se distribuyeron en un
disefio completamente al azar.

Frascos de vidrio color ambar se llenaron con 500 g
de arena de rio, previamente tamizada, lavada, secada
Y, posteriormente, contaminada con 30 mg defenantreno
(Sigma P-2528) kg*. La contaminacion de la arena con
el fenantreno se realizd en un recipiente de vidrio con
capacidad de 3 L. Por cada 1000 g de arena se
adicionaron 30 mg de fenantreno disuelto en 10 mL de
acetona y se mezclaron por 15 min. La arena
contaminada se colocd en cada frasco &mbar (unidad

experimental). A cada frasco se le adicionaron 50 mL
de agua destilada y, posteriormente, los frascos se
esterilizaron en autoclave a 1.3 kg cn? durante 2 h. Se
utilizaron unidades experimentales no-completamente
cerradas, pero, para evitar enlo posiblelaexposicién de
la arena al ambiente, en cada frasco se coloco una tapa
metalicacon dos orificios, uno paralasalidadelaplanta
y, otro, end cual secolocd untubo devidrio, pararealizar
losriegos. Enlosfrascos correspondientes al bloquecon
planta, se trasplanté un esqueje enraizado de pasto
aleman [Echinochloa polystachya (HBK.) Hitch].

La inoculacion de las cepas resistentes a los
antibidticos se realiz6 de acuerdo con los tratamientos
mencionados. De cada cepa, se tomaron 30 mL de
cultivo bacteriano producido en caldo nutritivo y se
centrifugaron a 1500 g durante 15 min. El sobrenadante
se elimind e inmediatamente se adicionaron 20 mL de
solucion salinaisotonica (8.5 g de NaCl L), lacual se
agitd manualmente. De esta solucion setom6 1 mL, se
colocd en tubos con 9 mL de agua destilada estéril y se
procedio a tomar lecturas de absorbancia a 520 nm en
el espectrofotometro (Bausch & Lomb, Spectronic 20).
A continuacion, se realizaron diluciones con agua
destilada estéril para obtener suspensiones con
concentraciones similares de células en cada cepa
bacteriana. La concentracion inicial de bacterias
inoculadas en cada tratamiento fuede 10° UFC (unidades
formadoras de colonias) mL* y se aplicaron 5 mL del
inoculante bacteriano a cada frasco con arena.

Se realizd un riego inicial con 50 mL de solucion
nutritiva Sandman (Summerfield et al., 1977). Después,
se realizaron riegos semanales con 50 mL de solucién
nutritiva Sandman a todos | os frascos y agua destilada
esterilizada cada tercer dia, segin los requerimientos
de cada unidad experimental. En laboratorio, las
condiciones de cultivo del pasto aleman fueron
temperatura minima de22 °C y méxima de29°C, y una
luminosidad de 46.30 mmol m? s*.

Supervivencia Bacteriana en la Rizosfera del Pasto
Aleman

Para determinar ladinamica del crecimiento de cada
cepa, se conformo una muestra compuesta de las cinco
repeticiones de cada tratamiento (1 g de arena por cada
repeticion), se realizaron diluciones decimales de esta
muestra y se colocaron en cajas Petri por triplicado
(desde 104 hasta 10°%), con medio mineral minimo
modificado por Ferrera-Cerrato (Hernandez et al.,
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2003), adicionando | os antibi6ticos requeridos para cada
cepa. Ademés, se colocaron las diluciones 107 a 10° en
placas con agar nutritivo, con lafinalidad de observar €
crecimiento de bacterias distintas delasinoculadas. Las
placas se incubaron a 27 °C por 72 h. Se realizaron
conteos delapoblacién bacterianaa 10, 20, 30y 60 dias
después de la inoculacion (DDI), utilizando € método
dediluciones decimalesy conteo en placa. La poblacion
bacteriana estimada de dicha muestra, expresada en
unidades formadoras de colonias por gramo de arena
seca (UFC g?), setransformé en unidades logaritmicas,
para facilitar su andlisis estadistico y presentacién de
gréficos.

Degradacion de Fenantreno en la Rizosfera de
Pasto Aleman

Se realizaron extracciones dd fenantreno a partir
de la arena, de acuerdo con la técnica de agitacion y
centrifugacion de Schwab et al. (1999). Se peso 1 g de
arena contaminada y 2 g de sulfato de sodio y se
colocaron en tubos de centrifuga de 15 mL. En cada
tubo se colocaron 5 mL de diclorometano como
solvente, se agitd durante 1 h en agitadora de accién
reciproca, a120 oscilaciones por minuto. Posteriormente,
se centrifugaron 15 min a 1500 g. El sobrenadante de
cada tubo se colecto en viales, los cuales se expusieron
en una cama de arena a 50 °C, para facilitar la
evaporacion del solvente. Este procedimiento de
extraccion se realizo tres veces para cada muestra. Se
reconstituy6 cada vial con 5 mL de diclorometano y se
determind la absorbancia de las muestrasy de 10 viales
correspondientes a una curva de calibracion de 0, 10,
25, 50, 75 y 100 mg fenantreno Lt a 253 nm en €
espectrofotometro (Hewlett Packard Chemstation
8453). Con las lecturas, se calculé € porcentaje de
degradacién de fenantreno, comparado con € contenido
inicial de fenantreno en la arena contaminada. Ademas,
con los datos de porcentgje de degradacion, se calculd
lavidamedia dd fenantreno en los tratamientos, la cual
corresponde al tiempo en e que desaparece la mitad
dd fenantreno incorporado a sustrato, de acuerdo con
la ecuacion:

Vidamedia (dias) = (50 x t) / porcentaje de degradacion
al tiempot

donde: t = tiempo de evaluacién (dias).

Con los datos obtenidos de la poblacién bacteriana
y de la degradacion del contaminante por bloque 'y por
tratamiento, para cada fecha de muestreo y para €
promedio de ambas fechas, se realiz6 un andlisis de
varianza y una prueba de comparacién de medias de
Tukey (o = 0.05). El andlisissellevd a cabo mediante d
programa estadistico SAS, Version 6.12 (SAS Institute,
1996).

RESULTADOSY DISCUSION

Supervivencia Bacteriana en la Rizosfera del Pasto
Alemén

En & presente estudio, se encontré una tendencia
similar en la dindmica del crecimiento de todas las
bacterias en ambos bloques. Desde e momento de
inoculacion y hasta e Dia 10 se present un ligero
incremento en & tamario de | as pobl aciones bacterianas,
para después presentar un descenso en la poblacion, en
algunos casos, hasta cero. En @ tratamiento con €
consorcio de bacterias en los blogues con plantay sin
planta, las cepas RM1S y RM10S, asi como la cepa
RM12A con planta y Azospirillum halopraeferens sin
planta, presentaron un aumento en su poblaciona 10 dias
después de la inoculacion (DDI). Dd Dia 10 al 60, se
presentd una reduccién en todas las cepas que
conforman & consorcio inoculado (Figuras la-d). El
crecimiento de la cepa A. brasilense cd. presenté una
tendencia similar con y sin planta (Figura 2). Tanto en
presencia como en ausencia de la planta, esta bacteria
Nno present6 un aumento en su poblacion a10 DDI, como
el presentado por las cepas del consorcio y, en adicion,
disminuy6 a0 UFC a20 DDI. En estudios previos (datos
no presentados), A. brasilense cd. habia mostrado
capacidad de utilizar al fenantreno como Unica fuente
de carbono en condiciones in vitro. Sin embargo, su
comportamiento, en este experimento, no present6 la
misma tendencia. Lo anterior indica que las condiciones
presentes en los frascos con arena (temperatura,
humedad y nutrimentos) pudieron haber contribuido a
que disminuyera drasticamente la poblacion de esta
bacteria

En € tratamiento inoculado con € consorcio, las
cepas RM1S, RM10S y RM12A presentaron mayor
capacidad de supervivencia, a partir de 30 DDI, en la
arena contaminada con fenantreno (Figuras 1a, b, c) en
comparacion con A. halopraeferens (Figura 1d).
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Figura 1. Dinamica poblacional de cuatro cepas bacterianas (a, b, cy d), inoculadas en consorcio, en presencia o
no del pasto aleman (Echinochloa polystachya), en arena contaminada con 30 mg de fenantreno kg* (datos con la
misma letra en la misma linea son estadisticamente iguales, Tukey, o = 0.005).

La poblacion de microorganismos no inoculados
(MNI) en d tratamiento sin inocular con planta fue de
3.2 x 10* UFC g de suelo seco (4.5 unidades
logaritmicas, ULog), mientras que sin planta fue de
2.4 x 10* UFC g de sudo seco (4.3 ULog). End caso
de los tratamientos inoculados con & consorcio de
bacterias, lapoblacion delos MNI fue mayor, comparada
con los tratamientos sin la inoculacién de los
microorganismos seleccionados. De esta forma, en
presencia de la planta, la poblacion fue de 10.9 x 10
UFC g de suelo seco (5.0 ULog), mientras que sin
planta, la poblacion fue de 56.5 x 10* UFC g de suelo
seco (5.7 ULog). Con respecto a los tratamientos
inoculados con la cepa A. brasilense cd., la poblacion
de MNI en presencia de la planta fue de 6.2 x 10*
UFC g de suedo seco (4.8 ULog) y sin planta fue de
12.7 x 10* UFC gt de suelo seco (5.1 ULog).
Dependiendo del sistema de estudio, la presencia de

contaminantes derivados del petréleo origina que los
microorganismos presenten una fase inicial de
adaptacion a éstos, la cual se caracteriza por tener una
actividad metabdlica lenta, como lo sefialé Hickey
(1995). En esta situacion, los microorganismos compiten
por nutrimentos y fuentes de energia facilmente
disponibles, generando con ello que la poblacion
microbiana se mantenga baja. Aqudlos microorganismos
con mayor capacidad de tolerar concentraciones de
contaminantes son capaces de sobrevivir e iniciar €
proceso de mineralizacion. Como resultado de la
persistenciade contaminante, algunos microorganismos
pueden utilizarlo como fuente de carbono y energia, por
lo que se presenta una fase de crecimiento acelerado
de la poblacion bacteriana degradadora del
contaminante. Pero, como resultado de la reduccién de
la concentraciéon del contaminante, se favorece €l
crecimiento de microorganismos con funciones distintas
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Figura 2. Dinadmica poblacional de Azospirillum brasilense cd.
con presencia o no del pasto alemén (Echinochloa polystachya),
en arena contaminada con 30 mg kg? de fenantreno.

de la degradacion del mismo. Por otra parte, se ha
mencionado que la actividad microbiana con capacidad
de degradar contaminantes organicos depende, en gran
medida, de la especie vegetal que se utilice. En suelos
contaminados con diversos hidrocarburos del petroleo,
la poblacion microbiana fuede 4y 1 x 107 UFC gt de
suelo seco de la rizosfera de alfalfa y pasto azul (Poa
alpina), respectivamente; después, se presentd un
aumento en la poblacion microbiana total, conformelos
hidrocarburos de petrdleo disminuyeron (Nichols et al.,
1997). Saval (1995) menciond que la exposicion
prolongada de |los microorganismos alos contaminantes
en e suelo ocasiona que muchas bacterias expresen su
capacidad enzimatica para degradarlos. La paulatina
disminucién de la poblacién de las bacterias inoculadas
en los tratamientos puede asociarse a dos posibles
causas que deben estudiarse en trabajos posteriores. La
primera, al efecto tdxico delos compuestosintermediarios
en la degradacion del fenantreno hacia las bacterias
inicialmente inoculadas; por gemplo, se ha reportado
gue uno de los primeros compuestos intermediarios en
la degradacion aerdbica de los anillos aromaticos del
pireno (cis-4,5-dihidro-4,5-dihidroxipireno) puede tener
efectos negativos sobre diferentes aislados bacterianos,
como Sphingomonas y Pseudomonas (Kazunga y
Aitken, 2000). La segunda causa se refiere al
crecimiento de microorganismos con funciones distintas
de la degradacién dd fenantreno que se favorecen con
la reduccion de la concentracion del contaminante en €
sustrato. Merckl et al. (2006), en estudios con sueos
contaminados con petroleo, en los cuales se establecid
la graminea Brachiaria brizantha, mencionaron que

la planta increment6 € tamafio de la poblacion de los
grupos microbianos evaluados, con excepcién de la
poblacion debacterias, lacual ono seafect6 o, inclusive,
se redujo en algunas fechas de muestreo. Lo anterior
pudo estar asociado a que el pH de suelo disminuy6 en
los tratamientos con planta, en comparacion con los
testigos sin planta. Debido a que los hongos prefieren
los pH &cidos, en este estudio la degradacion de petroleo
estuvo dominada por la actividad fangicay la actividad
bacteriana fue menor.

Degradaciéon del Fenantreno en la Rizosfera de
Pasto Aleman

La menor vida media dd fenantreno se obtuvo en
todos los tratamientos con planta. De acuerdo con los
valores obtenidos en € tratamiento con planta y sin
inoculacion de bacterias, € pasto aleman posee la
capacidad para retirar € fenantreno del sustrato; sin
embargo, los mecanismos fisiolgicos por |os cuales se
lleva a cabo esto, no se han precisado. Por otra parte, a
30 DD, al asociar esta planta con € consorcio de
microorganismos o con A. brasilense cd., la degradacion
dd contaminante se incrementa; es decir, la vida media
del contaminante se reduce (Cuadro 1).

Enel caso dd tratamiento sininoculacion bacteriana
y sin pasto alemén, se presentd una vida media del
fenantreno de 62.2 dias. Esto puede deberse a la
presencia de MNI que fueron capaces de contaminar €
sustrato a partir del Dia 30 después de la inoculacion.
Probablemente, estas bacterias accedieron a sustrato
por € orificio deriego o por € desalidadd pasto alemén.
No obstante, factores como las propiedades abidticas
del suelo, depdsito de microorganismos del ambiente
externo, asi como la complejidad de los méodos
utilizados en la determinacion de contaminantes en €
suelo (Mehmannavaz et al., 2002), pudieron haber
influido en lasemidesaparicion del contaminanteen dicho
tratamiento (Cuadro 1).

A 60 dias, los tratamientos sin planta e inoculados
con A. brasilense cd., asi como con €l consorcio
bacteriano, presentaron menor vida media del
contaminante (P < 0.05) en comparaciéon con los
tratamientos sin inoculacién, con y sin planta
(Cuadro 1). En esta fecha, la vida media del fenantreno
aumentd, en comparacion con los primeros 30 dias, en
todos los tratamientos; es decir, se desacelerd latasa de
desaparicién. En este trabajo se encontrd que el
consorcio de bacterias degradé menor cantidad de
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Cuadro 1. Vida media (tiempo calculado de desaparicion de la mitad) del fenantreno (30 mg kg?) adicionado a la arena en presencia

o no del pasto aleman.

Fecha de muestreo 30 DDI 60 DDI Promedio de muestreos

Bloque Con pasto Sin pasto Con pasto Sin pasto Con pasto Sin pasto Promedio*
Tratamento -~~~ "~ """ """ TCcto oo m o mmmTs d----mmmm e
Sininocular 40.1a 52.6a 56.0 a 71.8a 48.0a 62.2 a 55.1a
Consorcio 388a 470b 50.8a 66.0b 448b 56.4 ab 50.6 ab
A. brasilense cd. 345hb 419c 52.6a 65.9b 435b 539b 48.7b
Promedio’ 37.8 4718 531 67.9° 45.5 57.5°

DDI = dias después de la inoculacion. T = promedio por bloques, * = promedio por tratamientos. Promedios con la misma letra en la misma columna
son estadisticamente iguales y asteriscos (%) indican diferencias por efecto del pasto (Tukey, a = 0.05).

fenantreno, en comparacion con € efecto obtenido con
la cepa A. brasilense cd. Este efecto fue contrario alo
observado por Pérez-Vargas et al. (2002) y Harayama,
et al. (1996), quienes mencionaron que la inoculacion
de consor ¢ios microbianos estimula, en mayor proporcion
la degradacion de diferentes componentes del petroleo
en comparacion con cepas puras. Por otra parte, hay
reportes con respecto a la capacidad de degradacion de
HPA por efecto de la inoculacién de consorcios
bacterianosy cepas puras. Por gemplo, Kilbane (1998)
menciond gque un consorcio bacteriano, en condiciones
in vitro, la degradacién fue de 55% de HPA en 14 dias,
mientras que, a 42 dias, la degradacion fue de 78%;
valores casi dos veces mayores de la degradacion por
las cepas sin asociar. En el presente estudio, la
degradacion fue mayor con la inoculacion de
A. brasilense cd., en comparacion con la obtenida con
el consorcio bacteriano, pero solo enlosprimeros 30 dias
(Cuadro 1).

Méasde 50% (vidamediade53.1 dias) del fenantreno
en la arena desaparecié en los tratamientos con
presencia del pasto alemén en los primeros 60 dias; en
los tratamientos sin planta, la degradacion del
contaminante fue menor de 45% (vida media de
67.9 dias). Debe considerarse, también, en la
degradacién del contaminante, la contribucion del
sistema radical de la planta que se utilizé en este
experimento, ya que a 30 y 60 DDI la vida media del
fenantreno se redujo por efecto de la presencia de la
planta9.7y 14.8 dias, respectivamente. L ostratamientos
con la presencia del pasto alemén tuvieron menor
(P <0.05) vida media del fenantreno en comparacion
con lostratamientos sin planta (Cuadro 1). April y Sims
(1990) y Binet et al. (2000b) indicaron que una de las
ventgjas de utilizar pastos en fitorremediacién es su
abundante sistema radical, comparado con el de
leguminosas, lo cual influyeen mayor superficiedesudo

explorado y, con dlo, un incremento de la degradacion
de HPA. Lee y Banks (1993) indicaron que € nimero
de microorganismos en un suelo contaminado con
100 mg de HPA kg! de suelo seco fue mayor en
presencia de planta que sin ésta. En las condiciones
experimentales del presente trabajo, la tendencia fue
contraria, ya que no se observo la estimulacion de los
microorganismosinoculados por € efecto delarizosfera,
de acuerdo con lo reportado por Lépez-Rios (1992) y
Ferrera-Cerrato (2000), sobretodo después del Dia 10,
cuando la poblacion bacteriana alcanzoé su méximo
crecimiento en todos los tratamientos. Siciliano et al.
(2001) mencionaron que las plantas pueden estimular la
presencia de genoti pos bacterianos capaces de degradar
contaminantes enlarizosferay rizoplano delas plantas.
Deestaforma, las bacterias podrian, a su vez, proteger
ala planta de los efectos tdxicos de los contaminantes.
En este estudio, la rizosfera del pasto aleman no
favorecio la actividad de las bacterias inoculadas.
Jackson y Pardue (1997) mencionaron quelaaplicacién
de nutrimentos, como N, P y Fe, estimuld
significativamente la degradacion de hexadecano y
fenantreno. Indicaron, ademés, que la disponibilidad de
nutrimentos podria ser un factor determinante en la
degradacién de HPA, por accion de microorganismos.
Pérez-Vargas et al. (2001) demostraron que una
cepa de género Azomonas, fijadora de N atmosférico,
fue capaz de utilizar queroseno como Unica fuente de
carbono, contribuyendo con una degradacién del mismo
entre 40 y 50%, en 13 dias de cultivo in vitro. En €
caso defenantreno, dada su naturaleza quimica, su vida
media en el suelo es de 16 a 126 dias (Kanaly y
Harayama, 2000), dependiendo de las condiciones
abidticas y presencia de organismos capaces de
degradarlo. Con base enloanterior y dada lavidamedia
del fenantreno en este experimento, quefuede57.5 dias
sin planta y 45.5 dias con planta (Cuadro 1), puede
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considerarse que E. polystachya posee un buen
potencial para utilizarse en fitorremediacion de
fenantreno, en comparacion con otras plantas que se
han reportado en la literatura, como Medicago sativa
(Mehmannavaz et al. 2002), diferentes gramineas (April
y Sims, 1990) o Lolium perenne (Binet et al., 2000a).
No obstante, no debe olvidarse que, ademas de la
degradacidn de contaminantes por larizosfera, sellevan
acabo otros procesos que influyen en que se sobrestime
0 subestime dicha degradacion, como |0 son |os procesos
de adsorcidn y absorcion de HPA, tanto en suelo, como
en planta (Schwab et al., 1998). En este sentido, se
recomienda realizar estudios relacionados con la
evaluacion de estos dos procesos que influyen en la
determinacion de la mineralizacion de contaminantes
organicos en d suelo.

CONCLUSIONES

- La rizosfera de E. polystachya favorecié la
degradacion del fenantreno a 30 y 60 dias después dela
inoculacion (DDI). La poblacion de todas las bacterias
inoculadas comenzo a disminuir apartir de 20 DDI, sin
importar € origen de su aislamiento. La presencia de
bacterias diferentes delas inoculadas (MNI) seregistrd
a 30 DDI, momento en el cual la degradacion del
fenantreno estaba entre 27 y 45%, en todos los
tratamientos.

- El pasto alemén (Echinochloa polystachya) posee
un buen potencial para utilizarse en fitorremediacion de
suelos contaminados con fenantreno.
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