UNIVERSIDAD D CIENFUEGOS

CENTRO UNIVERSITARIO
MUNICIPAL CUMANAYAGUA

Trabajo de Diploma en opcion al Titulo de

Ingeniero Agrénomo

Titulo del trabajo: Indice de Impacto Fitotoxico en Crotalaria
juncea (L.) y Leucaena leucocephala (L.) como resultado de Ila
biorremediacion por la técnica de biopilas de un suelo contaminado por
Hidrocarburos Totales del Petroleo

Autor: Ediel Pérez Moreno

Tutor: Dr. C. Lazaro J. Ojeda Quintana

Curso 2021-2022



RESUMEN

La investigacion se realizé en la Unidad Cientifico Tecnoldgica de Base “Suelos”, Barajagua,
Cienfuegos. En el estudio se evaluaron los efectos que produce un suelo Pardo grisaceo
contaminado con HTP (hidrocarburos totales del petr6leo) tras un proceso de biorremediacion
por la técnica de biopilas con diferentes sustratos, sobre plantulas de las especies de leguminosas:
Leucaena leucocephala y Crotalaria juncea. Para ello se generd un indice de impacto fitotoxico
(IIF) que integrd cuatro parametros, medidos a través de indices relativos de impacto (IRIF(x))
para las variables altura, longitud de la raiz, peso seco de la parte aérea y la raiz. Los bioensayos
se realizaron bajo un disefio en Bloques al azar con ocho tratamientos y cinco réplicas, en
condiciones semicontroladas. Se encontré que la emergencia de L. leucocephala y C. juncea
resultd baja (40,6% y 22,46%), mientras que la supervivencia alcanzo el 88,24% vy el 27,65%
respectivamente.El 1IF en ambas leguminosas mostr6 inhibicién de todas las variables, con
mayor incidencia en lostratamientos: Suelo + Aserrin, Suelo + Cachaza, Suelo + Thalassia, Suelo
+ Estiércol Vacuno y en el Control. Por su parte en C. juncea el tratamiento Suelo + Pulpa de
café estimuld las variables evaluadas. Resultante del proceso de biorremediacion, el IIF
alcanzado indicé que L. leucocephala no fue tolerante a la contaminacion del suelo por HTP,
mientras que C. juncea resulto tolerante Unicamente en la variante de Suelo + Pulpa de café con

efectos positivos en los indicadores medidos.

Palabras claves:indice de fitotoxicidad, legumes, biorremediacion, hidrocarburos.



ABSTRACT

The investigation was carried out in the Technological Unit Scientist of Base "Soils", Barajagua,
Cienfuegos. This study assesses the toxic effects produced by a Grizzly Brown soil contaminated
with Total Hydrocarbons of Petroleum (THP) resultant of a biorremediation process in biopile
with a texture combination, on seedlings of legumes species: Leucaena leucocephala and
Crotalaria juncea. A phytotoxic impact index (IIF) was generated, which includes four
parameters measured by relative rates of impact (IRIF(x)) for variables; height, root length,
aboveground biomass and root biomass. Bioassays were conducted under semi-—controlled
conditions out using random blocks with 8 treatments and five replications. It was found that the
sprouting was low (40, 6 y 22, 46%), while survival reached percentages between 88, 24% and
27, 65% respectively. The 1IF both legumes showed inhibition of all the variables, with greater
incidence in the treatments: Soil + Sawdust, Soil + Cachaza, Soil + Cattle manure and in the
Control. For its part, in C juncea, the Soil+ Coffe pulp treatment stimulated the variables
evaluated. Resulting from the bioremediation process, the IIF index reached indicated that L.
leucocephala was not tolerant to soil contamination by HTP while C. juncea was tolerant only in

treatment Soil+ Coffe pulp with positive effects on the indicators measured.

Key Word: Phytotoxicity index, legumes, biorremediation, hydrocarbons



INDICE

RESUMEN ........ooiitetite ettt ene sttt se st s st n et s et e sttt n et st s et s et tan e 2
ABSTRACT w.coeeeet ettt ettt a et n s sttt s st en st an et ene s 3
INTRODUGCCION ..ot see ettt sttt ens ettt s st s st anee s 5
CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA ......coooieeetieeeeeee s eses s enesssn st 9

1.1) Impacto de los hidrocarburos en el SUEIO ............coeiiiiiiiiiii e, 9

1.2) Impacto de los hidrocarburos en 1as plantas...........cccccevviieiieii s, 12

1.3) Efectos de la biorremediacion en 10S CUItIVOS ...........cccoviiiiiieii i, 17
CAPITULO . MATERIALES Y METODOS .......cooiiieieieeeeieeeeieesessseeesiesesessessissenessssessnsenenes 25
CAPITULO 1. RESULTADOS Y DISCUSION ......coviieiiriieieeeieieesisseeesiesesessessissesesssn s 30
CONCLUSIONES ..ottt ettt ses s st n sttt a et sn st es s sen et enaanen s 48
RECOMENDACIONES .......coveiiieieieesteeeses s seses st ssessesssses st s s tssss s st eses s sanes s senasnsnsenes 49
BIBLIOGRAFIA ..o oottt ettt ettt sttt en ettt s et en et enentn e 50
N N1 =50 1O 59



INTRODUCCION

El sector de hidrocarburos se ha expandido de manera importante en los ultimos afios,
convirtiéndose en pieza clave del crecimiento de la economia mundial, el consumo de energia, la
exploracién, las reservas y la produccion han aumentado de manera considerable y este es
actualmente considerado como motor del crecimiento econdmico en varios paises del mundo
(Castro et al., 2014, p.102). EI mayor consumo de energia a nivel mundial son los recursos no
renovables como el petroleo (Maldonado et al., 2010, pp.121-136); ademas, es la fuente de
energia mas importante con el 33% del consumo mundial (Trujillo et al., 2014, pp.36-45).

Debido al crecimiento que han tenido los hidrocarburos, la contaminacion por estos, ha sido de
igual forma significativa (Benavides et al., 2006, p.88). Generando de esta manera graves
consecuencias ambientales tanto en la flora como en la fauna. Estas sustancias tienden a
acumularse y a formar una capa hidrofdbica, induciendo la fragmentacién de los agregados del
suelo, causando de igual forma reduccion, inhibicion de la cobertura vegetal y modificacion las
poblaciones microbianas del ambiente edéafico (Diaz et al., 2013, pp.1039-1052).

En Cuba en el afio 2015 se extrajeron de diferentes yacimientos alrededor de 2 822,0 Mt de crudo
y se importaron 4 407,7 Mt de petroleo, las cuales fueron transportadas hacia refinerias y
centrales termoeléctricas (ONEI, 2016, p.9),grandes volimenes que, sin un manejo adecuado

pueden producir dafios al medio ambiente.

El manejo inadecuado de los materiales y residuos ha generado en todo el mundo un problema de
contaminacion de los suelos y cuerpos de agua. Entre las méas severas contaminaciones se
destacan las producidas a causa de la extraccién y el manejo del petr6leo en todos los paises
productores de hidrocarburos (Wang et al., 2006, pp.339-357).

Los derrames accidentales a gran escala presentan un volumen significativo de contaminantes en
todo el mundo. Lastimosamente, son varios los ejemplos que se pueden citar, entre estos estd, el
derrame del Exxon Valdez en Alaska en 1989 y el derrame de BP Deep water Horizon en el
Golfo de México en 2010, catalogados como los dos peores desastres ambientales en la historia
de los Estados Unidos, los que aun estan afectando algunos de los ecosistemas marinos mas
productivos y vulnerables (Spier et al., 2013), citado en (Arias, 2017, pp. 411-419).



Serrano et al. (2013),report6 que la contaminacion por hidrocarburos de petrdleo ejerce efectos
adversos sobre las plantas, genera minerales toxicos en el suelo disponible para ser absorbidos,
ademas, conduce a un deterioro de la estructura del suelo; pérdida del contenido de materia
organica y de nutrientes minerales, tales como potasio, sodio, sulfato, fosfato, y nitrato. De igual
forma, el suelo se expone a la lixiviacion y erosion. La presencia de estos contaminantes, ha dado
lugar a la perdida de la fertilidad del suelo, bajo rendimiento de cosechas, y posibles
consecuencias perjudiciales para los seres humanos y el ecosistema entero(pp.233-244).

Como alternativa de restauracion de suelos contaminados con hidrocarburos se ha establecido la
utilizacion de elementos bioldgicos que contribuyen a la oxidacién, degradacion, transformacion
y completa mineralizacién de contaminantes. Uno de los métodos de biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos lo constituye la ecotecnologia de biopilas. Esta se utiliza para
reducir las concentraciones de los Hidrocarburos del Petréleo (HTP), entre ellos los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) en suelos contaminados con hidrocarburos, a
través de la biodegradacion(Ferrera-Cerrato et al., 2006, pp.179-187).

La biopila se define como un proceso biologico controlado donde los contaminantes organicos
son biodegradados y mineralizados. El proceso consiste en formar pilas con el suelo contaminado
y estimular la actividad microbiana, aireando y/o adicionando nutrientes, y manteniendo la
humedad (Van Deuren et al., 1997; Iturbe et al., 2002), citado por (CEAC, 2017, pp.6-7).

Existe evidencia de que las primeras practicas de biorremediacion iniciaron desde 6000 A. C. Sin
embargo, el uso moderno de la biorremediacién comenzo6 hace aproximadamente 100 afios con la
puesta en marcha de la planta de tratamiento de aguas residuales en Sussex, Ukrania, en 1891
(McCullough et al., 1999,p.55).

La fitorremediacién como técnica bioldgica permite llevar a cabo la descontaminacion de suelos
o la depuracién de aguas residuales, debido a la capacidad restauradora de algunas plantas. Dicha
técnica engloba un conjunto de métodos encargados de degradar, asimilar, metabolizar o
detoxificar contaminantes; mediante tratamientos in situ (Mahar et al., 2016, pp.111-121). De
igual forma, la fitorremediacion se basa en los procesos que ocurren naturalmente por los cuales
las plantas y los microorganismos rizosféricos degradan y secuestran contaminantes organicos e
inorganicos (Lin y Kunli, 2016, pp.318-323) Entre los diversos métodos utilizados para
fitorremediar estan: fitoextraccion, fitovolatilizacion, fitodegradacion, fitoinmovilizacion y

fitoestabilizacion.



Durante la fitorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos del petréleo, los
microorganismos asociados a la rizésfera y aquellos denominados como simbidticos obligados,
representan una alternativa bioldgica para incrementar el potencial de remediacion de los
compuestos contaminantes. El aislamiento y seleccién, y posterior inoculacion de los ecotipos
microbianos mejor adaptados (bioaumentacion) a contaminantes orgdnicos es una excelente

alternativa con bajo costo y nulos efectos ambientales (Ferrera-Cerrato et al., 2006, pp.179-187).

La degradacion de compuestos organicos puede ser incrementada por el empleo de plantas, la
fitorremediacion. Se han reportado incrementos en la degradacion de hidrocarburos empleando
plantas (Kimura, 2005, pp.98-101).

Resulta de gran importancia profundizar estudios sobre los efectos de la contaminacion por
hidrocarburos en el sistema suelo/planta/ambiente, temética de gran actualidad. A esta prioridad
responde el Proyecto Nacional: “Evaluacion a escala piloto de la ecotecnologia de biopilas para
la biorremediacion de residuos petrolizados utilizando texturizantes locales”, ejecutado por el
Centro de Estudios Ambientales de Cienfuegos (CEAC) y que responde ademas a la presencia en
la provincia de Cienfuegos de una industria del petréleo en desarrollo, susceptible de incidencias
accidentales que pueden comprometer los ecosistemas del territorio.

Derivado de lo anteriormente expuesto, se plantea el siguiente:
Problema cientifico:

Se desconoce la respuesta de cultivos indicadores cultivados en un suelo petrolizado posterior a

un proceso de biorremediacién con diferentes sustratos por la técnica de Biopilas.
Hipotesis
El indice de Impacto Fitotoxico por Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP) disminuira en los

cultivos indicadores Crotalaria juncea y Leucaena leucocephala como resultado de la

biorremediacion por la técnica de biopilas de un suelo contaminado.
Objetivo general

Determinar el indice de Impacto Fitotoxico en Crotalaria juncea y Leucaena leucocephala
posterior a la biorremediacion por la técnica de biopilas de un suelo contaminado por HTP

Objetivos especificos

1. Registrar variables agromorfoldgicas en los cultivos indicadores durante su ciclo.



2. Determinar el indice Relativo de Fitotoxicidad (IRF) y el indice de Impacto Fitotoxico

(IIF) en cultivos indicadores de un suelo contaminado con HTP tras un proceso de

biorremediacion.
3. Medir parametros del suelo contaminado, posterior a la biorremediacion y del suelo sin

contaminar.



CAPITULO I.REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1) Impacto de los hidrocarburos en el suelo

El suelo es un cuerpo natural, parte integrante del escenario donde ocurren los ciclos
biogeoquimicos, hidroldgicos y de la cadena alimentaria. Asi mismo, es el espacio donde se
realizan actividades agricolas y ganaderas, y es la base para el establecimiento de areas verdes. El
suelo es un recurso natural complejo, dindmico y su equilibrio depende de la interaccion entre sus

propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Escalante (2000), hace una descripcion de las causas y circunstancias que permiten los

procesos de mezcla y percolacion de los HTP en los diferentes tipos de suelos:

Los factores que afectan la distribucién de los hidrocarburos en los suelos son
principalmente el volumen del derrame, la viscosidad del petrleo a la temperatura
prevaleciente en el ambiente y la composicion del suelo. Los compuestos de alta
viscosidad como el crudo pesado tienden a moverse horizontalmente, mientras que la

gasolina y aceites de baja viscosidad penetran facilmente en el suelo. (p.23).

Los derivados de hidrocarburos (gasolina, queroseno, aceites, combustibles, parafinas, y el
asfalto entre muchos otros) son generalmente de uso comun en las actividades humanas que de
alguna manera permiten su permeacion en el medio ambiente debido a los accidentes (Cubillos et
al., 2014, pp.131-146). No sélo impactan la capa superficial del suelo, también corren el riesgo de
ser movilizados hasta aguas subterraneas generando asi su contaminacion, o incluso pueden ser
transportados por escorrentia extendiendo ain mas el dafio ambiental. Uno de los efectos
adicionales tanto en cuerpos de agua como suelos es que el petréleo consume oxigeno, aumenta
la demanda bioguimica del agua y puede generar condiciones andxicas, que a Su vez pueden

producir mortalidad de peces que no hayan sido afectados directamente por el petroleo.

El tipo de suelo (arena, limo y arcilla) y la cantidad de materia organica existente determinan el
destino de los hidrocarburos del petréleo y la extension del dafio a las plantas (Yu et al.,2013,
pp.4261-4267).

El paso de los hidrocarburos a través de la matriz del suelo (lixiviacion) depende a su vez de la
textura del suelo y la solubilidad de los hidrocarburos en agua. En suelos arcillosos la migracién

de particulas es mas rapida que en suelos francos, dado que los primeros tienen una mayor



porosidad (Morgan et al., 1989, p.258). Ademas, en suelos muy arcillosos las moléculas polares
pueden ser adsorbidas. Menos del 5% de los compuestos del crudo o productos refinados
(principalmente aromaticos de bajo peso molecular e hidrocarburos polares) son solubles en agua.
Luego, gran parte de los hidrocarburos queda retenida en el suelo. La actividad microbiana
transforma los hidrocarburos en metabolitos méas solubles y por lo tanto mas moviles en el suelo,

favoreciendo su solubilizacion y lixiviacion(Escalante, 2000, p. 23).

Martinez et al., (2001) consideran que el ingreso de hidrocarburos al suelo tiende a producir un
efecto de hidrofobicidad, lo que resulta en la disminucion de la tasa de infiltracion. Los
hidrocarburos se acumulan en los poros que se forman entre las particulas del suelo produciendo
una reduccion en la disponibilidad de oxigeno y la permeabilidad. Este autor reporta cambios en
la textura de un suelo arcilloso a migajon arcilloso, a concentraciones de 150 mil ppm de
combustoleo, por aumento importante de las arenas y disminucion de las arcillas, observando
ademas incrementos en la concentracion de materia organica a mayor concentracion de gasolina y

combustdleo(pp.9-17)

Los autores anteriormente citados también sefialan que el incremento de este parametro se debe
principalmente a la presencia de material petrogénico recalcitrante, lo cual puede representar un
riesgo ecotoxico. Para los parametros pH, conductividad eléctrica y densidad aparente, no
reportan variaciones significativas en suelos arcillosos contaminados con diferentes

concentraciones de diésel, combustéleo y gasolina.

Serrano et al., (2013) report6 que, la contaminacién por hidrocarburos de petroleo ejerce efectos
adversos sobre las plantas, generando minerales toxicos en el suelo disponible para ser
absorbidos, ademas, conduce a un deterioro de la estructura del suelo; pérdida del contenido de
materia organica; y pérdida de nutrientes minerales del suelo, tales como potasio, sodio, sulfato,
fosfato, y nitrato, de igual forma, el suelo se expone a la lixiviacion y erosion. La presencia de
estos contaminantes, ha dado lugar a la pérdida de la fertilidad del suelo, bajo rendimiento de
cosechas, y posibles consecuencias perjudiciales para los seres humanos y el ecosistema
entero.Ante la presencia de aceite, por ejemplo, un suelo arenoso saturado por este tipo de
derrame tiende a perder parametros como la permeabilidad o la compactacién, puede llegar a
sufrir variaciones cuyos comportamientos estan asociados a la saturacion del aceite en el medio

(Serrano et al., 2013, pp.233-244). Ademas, Shin& Das (2001) encontraron que suelos arenosos

10



con concentraciones de aceites superiores hasta del 6% pueden reducir drasticamente la
capacidad de carga de los suelos(pp.220-227).

La porosidad del suelo tiende a disminuir debido a que los hidrocarburos ocupan los espacios
porosos del suelo. Mientras que, el cambio de la textura del suelo es practicamente minimo al ser
este expuesto a diversas concentraciones de hidrocarburos. Por otro lado, en lo referente a las
propiedades quimicas, a diferencia de lo que reporta(Serrano et al., 2013, pp.233-244).

El carbono organico podria ser incrementado directamente debido a la absorcion de gases
propano y butano por las particulas de suelo. Suelos contaminados con gas natural o crudo
mostraron incrementos en materia organica, carbono total y nitrégeno comparados con suelos
normales (Ellis y Adams, 1960, pp.197-216).

La materia organica es otro de los parametros con variaciones, aumenta en forma proporcional a
la concentracidn de gasolina y combustoleo. Este aumento para estos casos, no significa que sea
benéfico como lo maneja Plice (1948, pp.413-416) ya que dicho aumento se debe a material
petrogénico y no biogénico. Esto realmente puede representar un riesgo ecotoxico por la
presencia de hidrocarburos aromaticos polinucleares contenidos en mayor proporcion en el diésel

y combustoleo.

Plice (1948), encontré grandes incrementos en la materia organica en suelos que se han
contaminado con crudo y también report6 que los suelos contaminados con gas natural tienen pH
alrededor del punto neutral. Simultaneamente a los efectos de las propiedades fisicas y quimicas
del suelo, suceden cambios en las condiciones de fertilidad, donde se observaron incrementos en
nitrégeno y contenido de materia organica(pp.413-416). Respecto a la textura, Martinez y Lopez
(2001)observaron que en un suelo arcilloso los valores de arena tienden a aumentar y de arcilla a
disminuir en presencia del diesel y combustéleo, en tanto que los limos permanecen sin variacion

importante(pp.9-17)

Fernandez (2003), sugiere modificar el método de Walkley and Black para determinar materia
organica en suelos contaminados con hidrocarburos, ya que esta metodologia sobre estima la
materia organica del suelo, debido a que la metodologia se basa en que la materia organica es
oxidada por una mezcla caliente de K,Cr,O; y H,SO,4 Luego de la reaccion, el exceso de
dicromato es valorado con solucion de sulfato ferroaménico y se asume que el dicromato

reducido es equivalente al C organico presente en el suelo. El problema se da porque la mezcla
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caliente de K,Cr,O; y H,SO, puede oxidar moléculas de hidrocarburo y por consiguiente,
obtendremos un dato mayor al real(p.68)

Adams et al., (2008) refiere que los hidrocarburos pueden afectar la fertilidad del suelo a través
de varios mecanismos como la toxicidad directa a los organismos del suelo, reduccion en la
retencion de humedad y/o nutrientes, compactacion, asi como cambios en pH y salinidad. La
toxicidad de los hidrocarburos de petrdleo, tanto alifaticos como aromaéticos, es variable pero, en

general, aguellos de menor peso molecular son mas toxicos(pp.483-485)

Los hidrocarburos no impiden la solubilizacién de sales presentes en el suelo, lo cual se
manifiesta en valores similares de conductividad eléctrica en suelos contaminados con gasolina,
combustoleo y diésel; por lo anterior tampoco hay modificaciones en el pH, densidad aparente,
densidad real ni porosidad del suelo contaminado con los hidrocarburos antes mencionados
(Martinez y Lopez, 2001, pp.9-17).

1.2) Impacto de los hidrocarburos en las plantas

Durante muchos afios, se cuestiond el efecto toxico de los hidrocarburos del petréleo en el suelo y
en algunas plantas, de tal manera que algunos autores consideran benéfica la presencia de éstos
cuando la concentracién en el suelo es baja (<0.1%), (L6pez, 1991, p.141).Gonzélez (1995)
refiere que el petrdleo causa efectos en plantas, como defoliacion, disminucién de la cobertura
vegetal y la duracién del periodo de vida de una comunidad vegetativa; de manera conjunta y
directa, repercute en la velocidad de recolonizacién de los terrenos contaminados(p. 33). Resultan
evidente las modificaciones en el comportamiento de los microorganismos en su habitad natural
con efecto en las poblaciones, modos de vida e interaccion con las diferentes plantas hospedantes.
Las plantas mas tolerantes al petroleo son los cultivos anuales, plantas de vivero, variedades con
enraizamiento somero, plantas de mucha superficie foliar o cuticula delgada y plantas sin sistema
radicular (liquenes y musgos). Las plantas con reservas (cultivos de raiz), especies caducifolias,
plantas provistas con cuticula gruesa y cerosa y de baja densidad estomatica como las xeréfitas
son mas resistentes a dafios por petroleo (Lopez, 1991, p.141). El petréleo puede afectar més a las
partes fotosintéticas de la planta que a las raices o a la corteza (McGillet al.,1981, p.147).

La gran mayoria de los hidrocarburos de petréleo son considerados compuestos toxicos, cuyos
efectos sobre las plantas son en la mayoria de los casos subletales, es decir que no se manifiestan

a través de la mortalidad, sino de manera indirecta modificando el crecimiento, la reproduccion y
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la fotosintesis. Los efectos adversos sobre el desarrollo de las plantas varian en funcion de la
estructura quimica del hidrocarburo, su concentracion en el suelo y la especie de planta. La
toxicidad disminuye en el siguiente orden: compuestos aromaticos, naftalenos, olefinas y cadenas
no ramificadas parafinicas; altas concentraciones de hidrocarburos limitan y/o alteran la
germinacién de las semillas y el crecimiento de las plantas (Chaineau, et al.,1997), citado por
Buendia , 2012, pp.123-130)

Dichos autores reportan ademas una reduccion de mas del 80% en la biomasa seca de la parte
aérea para dos especies: cebada y frijol, observando ademés sintomas de clorosis en las hojas y
alteracion del desarrollo vegetativo. La inhibicidn del crecimiento fue mayor al incrementarse la
concentracion del contaminante.

Los hidrocarburos de petroleo pueden ingresar a las semillas y alterar las reacciones metabolicas
y/o matar al embrion por toxicidad directa aguda. La inhibicion de la germinacion también esta
correlacionada con las propiedades hidrofobicas de los hidrocarburos, las cuales evitan o reducen
el intercambio de gases y agua necesario en esta etapa. Evaluaciones sobre la fitotoxicidad de
hidrocarburos sefialan que la respuesta a la presencia durante la germinacion varia de una especie
y otra. EI mismo autor sefiala que la resistencia de semilla de algunas especies vegetales a los
efectos de los hidrocarburos muestra el siguiente orden decreciente: girasol, frijol, trigo, trébol,
maiz, cebada, lechuga. También indica que la incidencia de infecciones por hongos incrementa
conforme aumenta la concentracion de hidrocarburos (Chaineau et al.,1997, pp.1478-1483).
Amakiri et al., (1984) observaron que la germinacion de semillas de maiz se retrasé y disminuyo
en un 10% después de 16 semanas de permanecer remojadas en crudo de petroleo(pp.199-205).
Esta misma tendencia fue reportada por Escalante (2000), quien indica ademas que se observan
efectos fitotdxicos en el crecimiento a partir de la concentracion de 10% de TPH(p.23).
Buendia(2012), reportd un grupo de plantas con potencial para reducir la concentracion de
hidrocarburos en los suelos, dentro de las cuales se incluyen: zanahoria (Daucus carota), girasol
(Heliantus annus), soya (Glycine max), col (Festuca arundinacea), trigo (Triticum sp.), maiz
(Zea Mays. L), guaba (Inga sp) y los pastos yerba fina (Cynodon dactylon) y pasto grama
(Panicum coloratun)(pp.123, 130)

Las plantas que crecen en suelos contaminados con hidrocarburos de petroleo pueden reducir la
concentracion de estos contaminantes mediante tres mecanismos: degradacion, contencion o
transferencia (Frick et al., 1999, pp.236 , 265).
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Anderson et al., (1993) demostraron que las plantas que viven en suelos contaminados por
hidrocarburos pueden presentar sintomas similares al efecto de sequia, debido a que alrededor de
la raiz se forma una pelicula grasosa que impide la entrada del agua(pp.2630-2636). Xu y
Johnson (1995) indicaron que la contaminacion por hidrocarburos reduce el crecimiento de la
planta porque los hidrocarburos pueden cubrir las raices de las plantas influenciando la
absorcion de agua y nutrimentos, después penetrando dentro de los tejidos vegetales, las
moléculas de hidrocarburos pueden dafiar las membranas celulares causando un derrame de los
contenidos celulares y blogueando los espacios intercelulares reduciendo el transporte de
metabolitos y la tasa de respiracion(pp.3-10).

“El estrés hidrico afecta a diversas estructuras anatomicas y morfoldgicas, procesos fisioldgicos y
bioquimicos, en alguna etapa del crecimiento de las plantas”(Kramer, 1974), citado por
(Hernéndez, 1997, p.131).

De lo anteriormente citado los efectos pueden ser: disminucion en el crecimiento de las hojas,
reduccion del rendimiento de grano (Begg y Tuner, 1976, pp.161-217), disminucion del
rendimiento final de la materia seca, disminucion de la fotosintesis, de la transpiracion, cierre
estomatico, disminucién de la concentracion interna de CO, y reduccién del area foliar (Boyer,
1976, p.8).

Las fracciones volatiles de los hidrocarburos penetran y eliminan el embrién de las semillas,
disminuyendo su porcentaje de germinacion, también causan clorosis a las plantas, ya que sufren
severas deficiencias requiriendo mayor cantidad de macronutrimentos (Gonzalez, 1995, p.33).
Quifiones y Ferrera-Cerrato (2000) observaron que las gramineas establecidas en suelos de
Minatitlan, Veracruz, contaminados por hidrocarburos, tuvieron diferentes grados de
colonizacién por micorrizas y en la rizosfera de estas plantas, encontraron especies de HMA
correspondientes a Gigaspora margarita, Acaulospora delicata y dos especies de Glomus(p.39),
indicando el rol que estos hongos pudiesen jugar en la recuperacion de los suelos afectados
(Varela et al., 2000,p.58).

Otros autores como Rivera-Cruz et al., (2004) trabajaron con gramineas y encontraron cambios
importantes en la dindmica de los microorganismos rizosféricos de pasto cabezon, establecidos en
Gleysol edtrico. Se encontré disminucion drastica (654 veces) en la poblacién de bacterias. Las

poblaciones de hongos fueron hasta nueve veces mayores en el Gleysol ettrico muy contaminado
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con petrdleo que el Gleysol edtrico no contaminado. Esto indica el efecto variado que la
petrolizacidn puede tener en los componentes microbioldgicos del suelo(pp.326-331).

En el suelo contaminado el peso seco de la raiz se reduce significativamente, lo cual coincide con
Ramirez (1991) quien encontro hasta 4.5 veces menos peso seco de raiz en suelo contaminado
con diferentes concentraciones de hidrocarburo(p.58) Sin embargo, Franco (1993) encontré que
el peso seco de las raices de frijol se ve favorecido por la presencia de hidrocarburos, obteniendo
al menos un incremento del doble con respecto al testigo, el cual no tenia hidrocarburo(p.55)

Se ha evaluado la respuesta del maiz a condiciones de contaminacion por petréleo y otros
compuestos derivados del mismo. Méndez-Natera et al.,(2004) y (2006)evaluaron el efecto de
diferentes concentraciones de petrdleo(0,3% y 6%) y tres periodos de siembra después de
ocurrido el derrame petrolero sobre la germinacion de las semillas del maiz cv. Himeca 95(pp.
66-71). En general, encontraron Méndez-Natera et al., (2006) los mejores resultados fueron para
las semillas que se sembraron después de 1 a 2 semanas de ocurrida la contaminacion petrolera
indicando que en suelos afectados por petréleo deberia realizarse la siembra un tiempo después
de la contaminacion y no inmediatamente (pp.102-108) Méndez-Natera et al., (2003)
concluyeron que el maiz podria utilizarse como un cultivo recuperador de suelos afectados por
petroleo cuando los niveles de contaminacion del suelo no sean tan severos(p.118).
Quifiones-Aguilar et al., (2003) realizaron un experimento con la finalidad de conocer la
capacidad del maiz para emerger y crecer en un suelo contaminado artificialmente con petréleo
crudo. Se establecié un experimento en invernadero en Montecillo, Estado de México, donde se
sembraron 10 recolecciones procedentes de Minatitlan, Veracruz, y el hibrido Jornalero en
diferentes concentraciones de petréleo en el suelo (0, 15.000, 25.000 y 35.000 mg.kg™ de
suelo)(pp.585-594).

Las concentraciones de petréleo de 25 000 y de 35 000 mg kg ™' suelo favorecieron una mayor
emergencia del maiz, después del testigo sin contaminar. Esto indica que a concentraciones
mayores de 15 000 mg.kg ™' suelo, las plantas de maiz germinan y emergen sin graves problemas
de toxicidad por el petroleo (Quifiones-Aguilar et al., 2003, pp.585-594).

Las plantas cultivadas en el suelo sin contaminar superan significativamente a las plantas de los
suelos contaminados (15.000, 25.000 y 35.000 mg.kg™ de 150.000 mg.kg™de suelo) en todas las
variables de crecimiento (altura de la parte aérea, longitud de la raiz principal, volumen radical,

peso seco total). En cuanto a las tres concentraciones, los valores para dichas variables no fueron
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diferentes, excepto para la longitud de la raiz principal, cuyo valor disminuia a medida que
aumentaba la concentracion de petroleo. Este efecto puede atribuirse a que el petroleo formo
sobre la raiz una capa hidrofdbica, la cual limité la absorcién de agua y nutrimentos. Otros
autores atribuyen este particular también a las modificaciones de indole petrogénico que se van
sucediendo en el suelo y que afectan el comportamiento de los microorganismos y la solucién
del suelo (Quifiones et al., 2003, pp.585-594).
Los autores citados anteriormente, encontraron que la germinacion de las semillas de maiz se vio
afectada de forma directa por la cantidad de petrdleo utilizado para contaminar el suelo. A mayor
cantidad de petr6leo menor fue el porcentaje de germinacién, obteniéndose que posterior a 50 mL
no se produjo germinacion alguna. Este resultado indica que a partir de una contaminacion con
50 mL de crudo por cada 0,5 kg de suelo (8,6% p/p) las propiedades del suelo se alteran (sobre
todo el pH) de tal manera que no permiten la germinacion y desarrollo del maiz.
Los tipos de maiz comparados en este estudio tuvieron una respuesta diferencial en emergencia y
crecimiento de las plantas en las distintas concentraciones de petrdleo en el suelo. Las
recolecciones MV06 y MV08 respondieron mejor que las demas; por tanto, plantas de una misma
especie pueden crecer de forma diferente en suelos contaminados con petroleo crudo. Entre y
dentro de especies vegetales existen diferencias respecto a su potencial en sistemas de
fitorremediacion (Wiltse et al., 1998, pp.169-173). Dichos autores reportaron variacion intra-
especifica en genotipos de alfalfa (Medicago sativa L.) al evaluar su crecimiento y capacidad
para la recuperacion de suelos contaminados con petréleo crudo.
Chaineau et al., (1997) en un experimento con girasol (Helianthus annuus L.), frijol (Phaseolus
vulgaris L.), trigo (Triticuma estivum L.), trébol (Trifolium repens L.), maiz (Zea mays L.),
cebada (Hordeum vulgare L.), y lechuga (Lactuca sativa L.) en un suelo contaminado con dos
tipos de petréleo, encontraron que la germinacion de las semillas fue afectada por los
hidrocarburos de manera distinta en las diferentes especies; la inhibicion del crecimiento de las
plantas se incremento con la concentracion de hidrocarburos(pp.1478-1483).

Rivera-Cruz et al., (2005) evaluaron cuatro leguminosas (Crotalaria sp., Leucaena sp.,
Mimosa sp. y Mimosa pigra) a diferentes concentraciones de petrdleo en el suelo:

El crecimiento vegetativo mostré diferencias estadisticas significativas entre las medias

de los tratamientos. La altura de las plantas fue severamente afectada por las tres

concentraciones mas altas de los petrdleos intemperizado (79,457 mg, de hidrocarburos
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totales.kg™ de suelo) y nuevo (100 000 y 150 000 mg de hidrocarburos totales.kg™ de

suelo)(pp.326-331).
La mayor reduccion en la altura se presentd en las leguminosas Mimosa sp y Mimosa pigra,
donde las plantas no lograron sobrevivir al efecto de la concentracién mas alta de petroleo (150
000 mg.kg™ de hidrocarburos totales), en cambio la planta de Leucaena sp.fue menos sensible a
la exposicion de la concentracion mas alta de petrdleo nuevo, ya que sobrevivié a su efecto y
crecio un poco al pasar de 8 cm de altura al momento inicial a 13 cm después de 120 dias de
exposicion.  Almeida et al.,, (2015) sugiere el potencial de Canavalia ensiformis como

fitoestabilizadora del cobre en suelos arenosos(pp.172-182).
1.3) Efectos de la biorremediacion en los cultivos

Este proceder ha sufrido transformaciones a lo largo de los afios y hasta la actualidad, con un
proceso de tecnificacion amplio que ha favorecido asimilar grande concentraciones de suelo
afectado(McCullough et al., 1999,p.55).

La palabra biorremediacion es practicamente nueva ya que aparecié por primera vez en un
articulo cientifico en 1987. La biorremediacion es un conjunto de técnicas para el saneamiento de
suelos y cuerpos de agua mediante el uso de organismos vivos o de sus enzimas, capaces de
acumular, transformar o degradar bioquimicamente contaminantes hasta concentraciones que no
produzcan efectos nocivos a la salud o al ambiente en general, en el corto y largo plazo
(Fernandez, 2003, p.68) y cuyo objetivo es aprovechar los procesos degradantes que ocurren de
forma natural para limpiar sitios contaminados.

Como alternativa de restauracion de suelos contaminados con hidrocarburos se ha establecido la
utilizacion de elementos bioldgicos que contribuyen a la oxidacién, degradacion, transformacién
y completa mineralizacion de contaminantes (Ferrera-Cerrato et al., 2006, pp.179-187).

En lo referente a la recuperacién de suelos Mahar et al., (2016), reportan las técnicas de
fitoextraccion y fitoestabilizaciébn como métodos alternativos prometedores para la recuperacién
de suelos(pp.111-121).

Considerando el desarrollo de un cultivo como indicador de biorremediacion, la mayor
emergencia de plantulas (%), altura de planta (cm), volumen de raiz (cm ), peso seco de raiz (g)
y peso seco de la parte aérea (g), de Vicia sativa L. (alverja) fueron significativamente mayores

(Tukey 5%) en suelos biorremediados con lodos (Franco,1993, pp.36-39).
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Ocampo (2002), refiere que para la utilizacién de la técnica de landfarming, se dispone de areas

3

denominadas “unidades de tratamiento” o ‘“celdas de tratamiento”, las cuales se construyen
considerando medidas para evitar el transporte de contaminantes hacia otras areas por
infiltracion. La base de las celdas de tratamiento se impermeabiliza colocando una capa de arcilla
compactada, con un nivel de impermeabilidad de 10-7-10-8cm/s, o una geomembrana de
polietileno de 800 micras( p.81)

El composteo tiene la gran desventaja de altos riesgos de contaminacion por exposicion, la
contaminacion residual y que los periodos de composteo van de meses a afios y tienen que ser
debidamente monitoreados, ademéas de que exigen un manejo técnico riguroso. (Isbister et al.,
1984, pp.47,73). Sin embargo, se ha demostrado su eficiencia en la descomposicion de
explosivos nitroaromaticos, petroleo y gasolina (McFarland et al., 1989, pp.1-5).

La USEPA (2003) recomienda que la ejecucion de evaluaciones periddicas en las biopilas es
necesaria para asegurar el avance del proceso de remediacion y ajustar las principales variables
del sistema. La medicion continua del oxigeno, la concentracién de nutrientes, la concentracion
de bacterias heterotrofas, el pH y el contenido de humedad permiten adecuar la frecuencia de las
aireaciones, la tasa de aplicacién de nutrientes, la frecuencia volumen de riego y el pH. Dichas
evaluaciones deben incluir también la medicion de las concentraciones del contaminante para
determinar el progreso del sistema de tratamiento(p.15).

Guerrero (2001), establece que es factible utilizar diferentes formas de materia organica de
excrementos descompuestos de animales (vaca, cerdo, ovino, gallina, caballo, aves guaneras,
etc.), estos componentes son utilizados de diferentes formas en el proceso(p.63)

Arbaiza(2011), consideran que el aserrin es una materia orgénica de origen vegetal, derivado del
aserrio de especies maderables duras y suaves, como la bolaina, el pino, capirona y otros(pp.145-
146) Este residuo es ampliamente utilizado en los procesos de composteo presentes en la
biorremediacion. Un aserrin que presente una relacion C/N superior a 40 requerira para su
biodegradacion un mayor numero de generaciones de microorganismos y un mayor tiempo para
alcanzar una relacion apropiada para su uso agronomico. Si el material del que se dispone no
presenta una relacion C/N apropiada, se debe proceder a realizar una mezcla con otros materiales,
este procedimiento es conocido como balance de nutrientes (Kimura, 2005, pp.98-101).
Guerrero(2002), establece que la humedad debe ser alta durante la etapa de descomposicion, en la
cual prevalecen las bacterias. Si la humedad decae por debajo de 35% la actividad microbiana

18



desciende y el proceso se hace més lento, llegando finalmente a la inhibicion(pp.21-23). En
cuanto a la temperatura Juzcamayta(2007), planted que se necesita mantener una temperatura del
proceso en el rango adecuado (40°C-60°C), por ello es importante la aireacion. La
descomposicion microbiana libera gran cantidad de energia en forma de calor, lo cual incrementa
la temperatura(pp.100-105).

Ocampo et al., (2002) refiere que la aireacion es necesaria, pero debe ser controlada, debido a que
si esta es excesiva, puede provocar un enfriamiento de la mezcla de residuos, y por ende una
disminucion en la actividad metabolica de los microorganismos. La aireacion libera calor, vapor

de agua y otros gases que se encuentran al interior de la pila, ademas incorpora O,(p.81)

Los microorganismos involucrados en el proceso de degradacion requieren nutrientes primarios
como carbono, nitrégeno, fosforo, y potasio. El carbono es utilizado como fuente de energia para
su crecimiento, mientras que el nitrogeno es indispensable para la sintesis de proteinas y la
reproduccion de los microorganismos. La relacion C/N optimo para el inicio del proceso de
degradacion de la materia orgénica debe estar comprendido entre 25-35/1, (APROLAB, 2007,
pp.57, 62). Relaciones de C/N menores a 20:1 utilizaran todo el carbono sin haber estabilizado el
nitrdgeno presente, esto provoca que el nitrogeno se pierda en forma amoniacal, provocando
malos olores y la degradacidn resultante serd de menor calidad.

La planta de maiz es un buen indicador para evaluar la reduccion de la concentracion de
hidrocarburos en los suelos contaminados a traves de las variables: altura, peso seco foliar y peso
seco radicular. El cultivo de maiz ha tenido una mayor altura de planta, mayor peso seco foliar, y
peso seco radicular, cuando los suelos contaminados con hidrocarburos han sido tratados de
manera conjunta mediante estiércoles méas aserrines y menos desarrollo cuando solamente han
sido tratados con estiércol o aserrines por independiente (Buendia, 2012, p.75).

Buendia, (2012) para descartar la disminucién de Hidrocarburos Totales de Petroleo de un
suelo de la Refineria “La Pampilla”, ubicado en la Carretera Ventanilla km 25, distrito de
Ventanilla, provincia del Callao, Per( se instalo un experimento a nivel de bioensayo en el
Laboratorio de Fertilidad de suelos de la Universidad Nacional Agraria “La Molina” aplicandose
un modelo estadistico de Disefio Experimental Completamente al Azar (DCA), con tres
repeticiones y doce tratamientos sumando un total de 36 macetas experimentales. Se empled
estiércol y aserrines como sustrato a la planta indicadora de “maiz” (Zea mays L.), sembrados y

controlados por un ciclo de dos meses:
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Este autor considera que la tecnologia de la biorremediacion de suelos es factible
especialmente con materias prima simples como estiércol, aserrin, cuyos costos de
remediacion son bajos, ademas indica que la contaminacion de hidrocarburos del petroleo
puede influir en el equilibrio ecolégico de la rizosfera. Cuando las concentraciones son
toxicas, los hidrocarburos del petréleo inhiben la mesofauna del suelo; en casos de
toxicidad aguda, se inhibe la germinacion y el rebrote de meristemos y la elongacion
radicular disminuye, asi como el contenido de clorofila y la fotosintesis. No obstante, se
ha observado que, a bajas concentraciones, los hidrocarburos estimulan el crecimiento de
los vegetales. (pp.123-130)
Los resultados de la dosificacion del suelo contaminado por hidrocarburos, estiércol y aserrin en
promedio disminuyd 22.5% el contenido de hidrocarburos en el suelo, empleando solo el
estiércol la disminucion fue de 16.5% vy usando solamente aserrines disminuyd 9.6%.
Comparando los tratamientos del experimento el que mejor remedi6 el suelo fue el tratamiento
con suelo contaminado mas vacaza mas aserrin de bolaina, puesto que la concentracion inicial de
hidrocarburos totales de petréleo (TPH) fue de 21.81 g de TPH.kg™ de suelo, y al final alcanzé
16.28 g de TPH.kg'de suelo, que representa una reduccion del 25%. Siendo este tratamiento el
mas recomendable a utilizar (Buendia, 2012, pp.123-130).
Pérez Vargas et al., (2002), consideran que las propiedades fisicas del suelo se afectan por la
contaminacion con hidrocarburos: al aglutinarse las particulas del suelo se generan estructuras
mas gruesas que cubren la superficie de las particulas y el espacio poroso y afectan la aireacién
del suelo. La pelicula que cubre las particulas es hidréfoba y disminuye la retencion de agua. Por
otro lado, el contenido de materia organica del suelo se incrementa notablemente, asi como la
acidificacion y la saturacion de bases y la capacidad de intercambio catiénico. Todos estos
factores acarrean una disminucién de la fertilidad del suelo y repercuten desfavorablemente en el
desarrollo foliar de las plantas(pp.297-300).
Freedman (1989) acota que el contacto con el petréleo dafia y mata el follaje y algunos tejidos
lefiosos expuestos. Sin embargo, en muchas especies, no todos los tejidos perennes se dafian
hasta el punto de morir y, en muchas ocasiones, la adicién de nutrimentos a suelos contaminados
puede favorecer el establecimiento de plantas y aumentar las poblaciones rizosféricas(p.424)
Amadi et al., (1993) encontraron que la adicion de fuentes organicas de nutrimentos a un suelo

contaminado con petroleo (30 000 mg.kg™?) benefici6 el crecimiento del maiz. Las
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concentraciones de petréleo de 25 000 y de 35 000 mg.kg™suelo favorecieron una mayor
emergencia del maiz, después del testigo sin contaminar(pp.59-76). Esto indica que a
concentraciones mayores de 15 000 mg.kg ~* suelo, las plantas de maiz germinan y emergen sin
graves problemas de toxicidad por el petroleo. Estos resultados muestran el potencial que tiene el
maiz para crecer en suelos contaminados con petréleo asi como la posibilidad para utilizarse en
sistemas de fitorremediacion para la recuperacion de suelos agricolas contaminados con
petréleo(Amadi et al., 1993; Chaineau et al., 1997), citados por (Quifiones-Aguilar ,2003, pp.585-
594).)

La germinacion y emergencia (90-100%) de semillas de maiz en suelos contaminados con
petréleo (100 000 mg.kg ™" suelo), fue reportada por Damian (1999), quien obtuvo ademas
germinacion de maiz en suelos contaminados con diésel, aunque ésta disminuy6 a medida que
aumentd la concentracion del contaminante en el suelo; obviamente, resulta necesario evaluar los
efectos dafiinos que puede ocasionar el petréleo a las plantas de maiz, durante todo su ciclo de
vida. La concentracién de petréleo de 25 000 mg.kg™ suelo permitié un mejor crecimiento y
desarrollo, con base en emergencia, altura de planta, longitud de raiz, pesos secos de follaje, raiz,
total y valores adecuados de IABPS e ICL para la mayoria de los tipos de maiz(p.53)

Marin (2016) en el estado Monagas, Venezuela evalu6 el uso del extracto de la cdscara de naranja
dulce (Citrus sinensis) como bioestimulador en un suelo contaminado con petrdleo liviano y
luego utilizaron la planta de maiz de la variedad reventdn (Zea mays everta) como indicador de la
calidad del suelo posterior al tratamiento(pp.1-13), es decir como un bioindicador que se define
como “un organismo, o parte de un organismo, o una comunidad de organismos, utilizados para
obtener informacion sobre la calidad del medio ambiente ”(Garbisu, et al., 2007, pp.44-49).
Refiere Marin, (2016) que como variables de estudio se consideraron el contenido de aceites y
grasas y el tamafio promedio de las plantas de maiz en las muestras contaminadas y
biorremediadas y en una variante patron sin contaminar. Se midio la altura cada 5 dias por un
periodo de 35 dias continuos, comparando su crecimiento con semillas plantadas en una muestra
de suelo sin contaminacion. Al comparar el crecimiento promedio de las plantas de maiz en los
suelos remediados con las plantas en el suelo patron, el mismo fue igual hasta el dia 20, a partir
del cual se evidencian diferencia significativa favorable al crecimiento de las plantas en el suelo

patron(pp.1-13)
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Los microorganismos existentes en la materia organica (estiércol y aserrines) restablecen el
equilibrio microbioldgico del suelo, mejorando sus condiciones fisico-quimicas, incrementando
la reduccion de la contaminacion del suelo, la produccion de cultivos y su proteccion. Asi mismo
aumenta de la velocidad y porcentaje de germinacion de las semillas, por su efecto hormonal,
similar al del &cido giberélico (Buendia, 2012, pp.123-130).

Ramirez (1991) encontr6 que en plantas de lechuga (Lactuca sativa) se manifestaron manchas de
color café con cierto brillo metalico en la base de la planta y nervaduras principales, muy
semejantes a una quemadura, que origind por dltimo la muerte de las plantas. El efecto del
derrame de petroleo sobre vegetales induce una variedad de sintomas, variando desde
amarillamiento y muerte de hojas individuales hasta la completa eliminacion temporal de
vegetacion en el sitio del derrame(p.58)

Plice (1948) constatd que la adicion de petréleo crudo a un suelo arenoso en proporcion de
0.75%, estimulaba el crecimiento de soya, ademéas observo que con un incremento a 4% del
hidrocarburo las mismas plantas morian(pp.413-416). La presencia de hidrocarburos en el suelo
provoca alteraciones morfoldgicas y fisiologicas en la planta de frijol cultivada en invernadero,
asi mismo, en concentraciones de 4 a 24% de hidrocarburo en el suelo se puede provocar la
muerte de la planta (Franco, 1993, p.33).

Hernandez (1997) en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) estudié el efecto de una mezcla
compleja de hidrocarburos sobre poblaciones microbianas y el crecimiento de las plantas con
concentraciones de: 0, 500, 2500 y 5000 mg.kg™. Las plantas permanecieron en invernadero por
91 dias. Al final del experimento en rizoplano, rizésfera y suelo sin plantas se evaluaron
poblaciones totales de hongos y bacterias, bacterias hidrocarbonoclasticas (deficientes en la
degradacion de hidrocarburos), bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico (BFNA), que utilizan
hidrocarburos como fuente de carbono. Las mayores poblaciones ocurrieron en el rizoplano y la
rizosfera; el decremento del crecimiento de las plantas estuvo relacionado con el aumento de la
concentracion del contaminante(p. 131)

BermUdez (2012)evalué el tratamiento de los residuos petrolizados mediante la técnica de
bioaumentacion con el uso del consorcio bacteriano BIOIL-FC en el saneamiento ambiental de
una zona costera contaminada con hidrocarburos, localizada en la porcion centro-norte de la

Bahia de Cienfuegos, donde monitorearon las variables microbiologicas, fisico-quimicas y
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ecotoxicoldgicas antes del tratamiento y a los 45, 90 y 120 dias posteriores a la aplicacion del
bioproducto, utilizando cultivos de maiz y frijol(pp.32,45)

El andlisis integral de los parametros que pondero el estudio anterior para brindar un criterio
sobre el posible efecto toxico agudo, y su influencia sobre el crecimiento del frijol; comparando,
el suelo patron con los resultantes del tratamiento a los 0, 90 y 120 dias, demostré que para el
suelo sin tratamiento disminuyen significativamente la altura de la planta, el largo de la raiz, el
peso himedo de la raiz, el % de materia seca de la raiz, el % de nitrogeno total y el % de proteina
bruta de la planta. Asi, aumenta significativamente el peso himedo de la raiz y el % de materia
seca de la planta, no se afecta el peso seco de la planta, ni el peso seco de la raiz.

Similar analisis, pero para el suelo biorremediado a los 90 dias, nos muestra que la planta no
recupera la altura, el largo de la raiz, el peso himedo de la planta, el % de nitrogeno total y el %
de proteina bruta. Sin embargo, recupera el % de materia seca de la raiz y aumenta
significativamente el peso himedo y seco de la raiz. En el suelo biorremediado a los 120 dias no
se restablece ni el % de nitrdgeno total y ni el % de proteina bruta; pero si se restablecen la altura
de la planta, el largo de la raiz, el % de materia seca de la raiz, el % de materia seca de la planta y
aumenta significativamente el peso himedo y seco de la panta y la raiz La evaluacion del estudio
de toxicidad sobre el crecimiento de maiz, sugiere que el suelo sin tratamiento disminuye
significativamente el peso humedo de la planta, pero aumenta significativamente el largo de la
raiz, no afecta la altura de la planta, el peso seco de la planta, el peso himedo y seco de la raiz, la
materia seca de la planta y de la raiz. En el suelo biorremediado a los a los 90 dias, observamos
que no se recupera ni el largo ni el peso himedo de la raiz; mientras que en este mismo estudio,
pero a los 120 dias, se restablece el largo y el peso hiumedo de la raiz (Bermldez, 2012,
pp.32,45).

De manera general los resultados alcanzados por Bermudez (2012) en los ensayos de
germinacion de semillas para frijol y maiz a los 120 dias, demostraron una recuperacion de la
capacidad de absorcion de agua por parte de las semillas y la no presencia de componentes
toxicos en el medio que inhibiesen la germinacion(pp.32,45), de manera similar a los resultados
obtenidos en el control utilizado, de igual forma las pruebas de fitotoxicidad sobre el crecimiento
para ambas especies tuvieron un comportamiento similar , restableciéndose a los 120 dias la

altura de la planta, el largo de la raiz, el % de materia seca de la raiz, el % de materia seca de la

23



planta, el peso himedo y seco de la panta y la raiz. Lo que demuestra una recuperacion de las
caracteristicas iniciales del compartimiento ambiental tratado.

Se emplea ademas la técnica de fitorremediacion, que ofrece la ventaja de usar procesos naturales
para degradar el petréleo; y disminuir el impacto ambiental negativo de los derrames de
hidrocarburos en los diferentes ambientes (cuerpos de agua y suelos) usando microorganismos,
plantas o enzimas de manera estratégica con el fin de restaurar la calidad ambiental (Nustez,2012,
p.16). En este caso, la utilizacion de plantas en procesos de fitorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos contribuye a transformar, acumular o inmovilizar sustancias
toxicas. Esta técnica biologica aumenta la tasa de transpiracion, mejora el flujo de agua en el
perfil del suelo y por tanto favorece la aireacion dentro del suelo (Maldonado et al., 2010,
pp.121-136).

La informacion revisada ha permitido acceder a resultados cientificos que ilustran el estado del
arte en esta temaética de actualidad y que justifican la necesidad de continuar profundizando en
investigaciones que conduzcan a mitigar cada vez més los efectos de la contaminacion por
hidrocarburos en el sistema suelo/planta/animal a nivel macro y microbioldgico. Una situacion
emergente como la explosién de los tanques reservas de hidrocarburos en Matanzas, Cuba
durante el mes de septiembnre/2022 que provocaron derrame de Diesel y emisién de nubes
densas de humo corrobora la necesidad de profundizar en los estudios de peligro, vulnerabilidad

y riesgos por derrame de HTP y métodos para mitigar los mismos.
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CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

La investigacion, se llevé a cabo en un area techada, protegida con una cerca de alambre de pla y
tela de mosquitero en la Unidad Cientifico Técnica de Base “Suelos Cienfuegos”, ubicada en las
coordenadas N: 591-260 y E: 259-250 en la hoja cartografica Barajagua 1: 25 000, municipio de
Cumanayagua, provincia de Cienfuegos, region centro sur de Cuba.

Se evaluaron dos especies de leguminosas, Leucaena leucocephala Lam y Crotalaria juncea
Lam, que fueron seleccionadas por ser especies que crecen silvestres en areas contaminadas con
petrdleo; la primera presenta tolerancia, mientras que la segunda muestra sensibilidad a altas
concentraciones de petroleo (Rivera et al., 2005, pp.326-331).

Se utilizaron bolsas con un peso neto de 2 kg, las cuales fueron colocadas sobre piezas plasticas
que permitieron separarlas del suelo y evitar afectaciones por escorrentias de lluvia. Se realizaron
previamente pruebas de germinacion, que resultaron con 100% de emergencia en ambas plantas
indicadoras. Los sustratos incorporados a las bolsas tenian 270 dias de proceso de compostaje.

En la siembra de los cultivos indicadores se colocaron ocho semillas por bolsas para dejar cuatro
plantas una vez emergidas. Durante el tiempo de duracion del experimento se proporciond agua
para mantener la humedad del sustrato a capacidad de campo, con 100 mL de riego en dia
alternos. No se aportaron nutrimentos minerales de N, P y K, para evitar interferencia sobre el
crecimiento de los ejemplares. Decenalmente se rotaron las bolsas para contrarrestar el efecto de
borde y cualquier influencia externa que pudiese modificar las variables en estudio.

Para dar respuesta a la hipotesis formulada referente a la combinacion de sustratos con un suelo
biorremediado por la técnica de biopilas en condiciones semicontroladas se condujeron dos
experimentos por independiente con los cultivos indicadores descritos anteriormente: a)
Leucaena Leucocephala (L.) y b) Crotalaria juncea (L.) en un disefio de Bloques al Azar (DBA)

con 8 tratamientos y 5 réplicas. Se describen a continuacion:

Suelo + Residuo Petrolizado + Bagazo

Suelo + Residuo Petrolizado +Cachaza

Suelo + Residuo Petrolizado +Aserrin.

Suelo + Residuo Petrolizado +Pulpa de Café
Suelo + Residuo Petrolizado + Estiércol Vacuno

Suelo + Residuo Petrolizado +Thalassia

N o g b~ wDd e

Suelo + Residuo Petrolizado Hidrocarburo (Control)
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8. Suelo (Testigo)

El ciclo del cultivo se extendié hasta 70 dias, cuando las dos especies mantenian un aspecto
saludable a la apreciacion visual.
En la tabla que sigue se muestran los datos de Hidrocarburos Totales del Petroleo (HTP) del
suelo utilizado en el experimento.

Tabla 1.Contenido de HTP del suelo empleado en el experimento.

Indicadores Resultado (mg.kg™)
Grasas y aceites 110.0
Hidrocarburos totales 90.0
Hidrocarburos Saturados <L.C
Hidrocarburos Aromaticos <L.C
Resinas <L.C

En la tabla que sigue se plasma el contenido de metales pesados del suelo Pardo Grisaceo
extraido de areas en barbecho para conformar las Biopilas. De igual forma se incluyen algunos

componentes de la fertilidad del mismo
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Tabla 2.Contenido de metales pesados y componentes de la fertilidad del suelo que se utiliz en

las bolsas
Analisis Resultado Metodo
Metales pesados

Hg 0,180 mg.kg™ Analizador directo del mercurio (DMA-80)

Cd <10 mg.kg™ Espectrometria de masa con Plasma Acoplado
inductivamente (ICP-OES)

Pb <1,0 mg.kg™ Analizador directo del mercurio (DMA-80)

Cu 10,3 mg.kg™ Espectrometria de masa con Plasma Acoplado
inductivamente (ICP-OES)

Fe 5,43% Espectrometria de masa con Plasma Acoplado
inductivamente (ICP-OES)

Mn 922 mg.kg™ Analizador directo del mercurio (DMA-80)

Zn 66 mg.kg™ Espectrometria de masa con Plasma Acoplado
inductivamente (ICP-OES)

Ni 6,00 mg.kg™ Espectrometria de masa con Plasma Acoplado
inductivamente (ICP-OES)

Co 19,6 mg.kg™ Espectrometria de masa con Plasma Acoplado
inductivamente (ICP-OES)

Al 2,76% Analizador directo del mercurio (DMA-80)

Componentes de la fertilidad del suelo

pH(KCI) 598u Potenciométrico

pH(H,0 ) 6,85u Potenciométrico

P,0s 9,8 mg.100g™ Colorimétrico

K,O 14,4mg.100g™ Fotometria de llama

M.O 1,9% Volumétrico

Da 1,50 g/cm3 Cilindro

CE 0,41 mS Conductimetro

P,Os 9,8 mg.100g™ Colorimétrico
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Mediciones realizadas a las plantas indicadoras:

a) Variables agromorfoldgicas en los cultivos indicadores durante su ciclo:

e Emergencia de plantulas en el tiempo: Monitoreo semanal a las bolsas (Desde 6 hasta 70
dias).

e Altura: La misma fue medida con una regla en cm posterior a la emergencia, con
frecuencia de 14, 21, 28, 42 dias y en el momento de la evaluacion final a los 70 dias.

e Peso verde total de la parte aérea (gramos): En el momento de la evaluacién final, cuando
fueron cortadas las plantas a 5 cm del suelo de la bolsa.

e Peso seco total de la parte aérea (tallos + hojas). A partir de la toma de muestras en la
evaluacion final, las que fueron entregadas en el laboratorio para determinar peso seco y

el contenido foliar de nitrégeno, fésforo y potasio.

En el Anexo No.1 se aprecia el momento de las mediciones de las variables agromorfoldgicas en
los cultivos indicadores durante su ciclo

b) indice Relativo de Fitotoxicidad (IRF) y el indice de Impacto Fitotoxico (IIF) en cultivos
indicadores de un suelo contaminado con HTP tras un proceso de biorremediacion.

En ambas especies se determind el indice Relativo de Impacto Fisioldgico (IRIF) y el indice de
Impacto Fitotdxico (IIF) en las variables: altura, longitud radicular, peso seco de la parte aérea y
la raiz.

Para medir el efecto de los tratamientos, los IRIF ) de cada variable se compararon las variables
correspondientes al testigo. El IRIFy) se obtiene al restar una unidad al indice de tolerancia (Porta
et al., 1999, pp.51-56), ya que éste permite evaluar la respuesta biolégica en un suelo
contaminado, ambos indices se determinaron con el método de Véazquez—Luna et al., (2010)
modificado de(Rivera& Trujillo ,2004, pp.369-376).

El IRIF indica el deterioro de las variables fisioldgicas a causa del contenido HTP de cada
tratamiento. El IIF indica el efecto fitotoxico total por tratamiento, considerando los IRF de todas

las variables fisioldgicas. Para ello se aplicaron las siguientes ecuaciones:

IRIF(x) = 1 [Tpm]
r)= Tt

Donde:

IRIF (x) = indice Relativo de Impacto Fisioldgico
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Tp = Tratamiento con HTP.
Tt = Tratamiento testigo.
n L IRIF(x)
n

IIF(x) =

Donde:
IIF: indice de Impacto Fitotoxico.
IRIF (x): indice Relativo de Impacto Fisioldgico para la variable x.

n: nimero de variables

Los resultados se interpretaron bajo el criterio de: si IRIF (x), es igual a cero: el efecto es neutro
(no afecta a la variable), pero si es mayor de cero el efecto es negativo (inhibicién); si el IRF
(x) es menor de cero el efecto es positivo sobre la variable (estimulacion) (Arias et al., 2017,
pp.411-419).

b) Pardmetros del suelo contaminado, posterior a la biorremediacion y del suelo sin contaminar.

A los 70 dias en todos los tratamientos fueron realizados analisis de pH, nitrogeno, fésforo y
potasio asimilable, materia organica al suelo, foliares y de raices con los analisis Materia seca
total, N, P y Ky Relacién C/N.

En los analisis estadisticos se tuvo en cuenta que todos los caracteres cumpliesen los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza para efectuar un ANOVA. La discriminacion de las
medias segun el procedimiento de Tuckey, con significacion del 5% en los casos en que el
ANOVA resulto significativo. Se empled como herramienta de trabajo el programa estadistico

Statgraphics Centurion, 2012.
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CAPITULO I11.RESULTADOS Y DISCUSION

Algunos tratamientos mostraban sintomas de clorosis, sin comprometer hasta ese momento su
desarrollo. En el Tratamiento 7 a los 39 dias se detecto en el tallo una larva viva de prodenia
(Spodoptera sp) sin que ocasionara dafos sensibles, de igual forma se encontraron 2 larvas en el
suelo dentro de una bolsa sin afectacion.

En la Tabla 3 se expresa la concentracion de Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP) y Grasas
y Aceites (G y A) en cada sustrato utilizado a los 270 dias del proceso de compostaje en biopilas
y los valores antes de comenzar el proceso de biorremediacion (tiempo cero).

Tabla 3.Concentracion de HTP y G y A por cada tratamiento a los 270 dias de compostaje.

HTP GyA
Tratamientos Inicial 270 dias % Inicial 270 dias %
Bagazo 10 000 6 075 39,3 25000 11 975 52,1
Cachaza 10 000 6 225 37,8 25 000 13 050 47,8
Aserrin 10 000 6 375 36,3 25 000 12 050 51,8
Pulpa de café 10 000 5950 40,5 25000 11 100 55,2
Estiércol vacuno 10 000 4 550 54,5 25000 9 100 63,6
Thalassia 10 000 5750 42,5 25 000 10 850 56,6
Control 10 000 4 850 51,5 25 000 9725 61,1

De la tabla anterior se aprecia que la reduccion de los HTP, G y A en esa fecha del muestreo fue
superior en las G y A, en ambos casos, los tratamientos con mejor respuesta fueron el estiércol
vacuno, thalassia, control y la pulpa de café, en todos los caso con un rango de reduccién de los
contaminantes entre 40,5 y 54,5% en los HTP y entre 636 y 552% en las G y A
respectivamente, aunque en este Gltimo todos los tratamientos redujeron por encima del 45%.

Resulta significativo destacar el comportamiento que tuvo el control, cuyas cifras se redujeron
por encima de 5 de las combinaciones de sustratos empleados para biorremediar. Hay que sefialar
que en el caso de los HTP la norma SERMANAD (2012) regula que concentraciones de hasta
6000 mg.kg™ de HTP en suelo son permisibles para uso agricola, lo que coloca a las variantes
control, estiércol vacuno, thalassia y pulpa de café dentro de ese rango, y muy cercano también el

tratamiento con bagazo.
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El comportamiento, “supuestamente atipico” del control pudiera ser atribuido a la percolacion o
lixiviacion que estuvo presente en una gran parte del tiempo que dur6 el proceso de compostaje,
por demas visible en el fondo del recipiente (aunque en todas las variantes a lo largo del tiempo
pudo apreciarse residuos de hidrocarburos depositados en el fondo de las bandejas).

A los 270 dias, en el momento de la siembra de las plantas indicadoras, en las bolsas fue
perceptible el olor a hidrocarburo en todas las variantes, con menor cuantia en el tratamiento
control, lo que puede derivarse del proceso de percolacién que mantuvo durante el ciclo de
compostaje. De igual forma en los tratamientos de bagazo, thalassia y aserrin, se detecto la
presencia de trozos sin descomponer, esto fue visto también al final del ciclo de las plantas
indicadoras (70 dias), lo que puede indicar un proceso de compostaje inferior a los rangos
termofilos establecidos, que no permitio la descomposicion plena de los sustratos implicados en
el proceso bioldgico, y que evidentemente pudo influir en el crecimiento y desarrollo de las
plantas indicadoras, independiente de la reduccién de HTP y de las G y A obtenida.

Ojeda et al., (2020) en biopilas que contenian mezcla de gramineas (cafia y King grass) estiércol
vacuno + 5% de leguminosa + flor de agua conformadas a 5 metros de largo por 2 metros de
ancho y 1 metro de alto en condiciones abiertas encontraron que la temperatura mantuvo
indistintamente en todos los tratamientos la secuencia de fases: Mesofila, Termdfila y Mesofila
I1, con una duracidn del proceso de compostaje en los tratamientos que contenian

S. officinarum y P. purpurea entre 105-110 dias y un porcentaje de descomposicion de 78,2%,
84,6% Yy 88,6% respectivamente; mientras que, en los tratamientos que contenian E. azurea y O.
sativa la duracion estuvo entre 135-140 dias, con una descomposicion de 68% y 69,4%
respectivamente, sin que dicha extension influyera en la descomposicion alcanzada(pp.129-140).

En el proceso de descomposicion aerdbica suceden una fase mesofila inicial (T<45°C), al final de
la cual se producen acidos organicos; fase termofila (T>45°C); y fase mesofila final,
considerando finalizado el proceso cuando se alcanza de nuevo la temperatura inicial. Cada
especie de microorganismo tiene un intervalo de temperatura optima en el que su actividad es
mayor y mas efectiva: 15-40°C para los microorganismos mesofilos y 40-70°C para los
termofilos. (Suleret al., 1977), citado por (Bueno et al.,2017, p.154).Juzcamaita (2007),refiere
que la descomposicion microbiana libera gran cantidad de energia en forma de calor, lo cual
incrementa la temperatura. ES necesario mantener una temperatura del proceso en el rango

adecuado (40°C - 60°C), por ello es importante la aireacion.
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Mayea (1992), indicd que el tiempo de duracion de la actividad microbiana, se mide a partir de
que la temperatura interior de las pilas se iguala o es menor que la del ambiente, dando como
concluido el compostaje cuando recesa toda actividad microbiana termdfila en las pilas aunque
no siempre quiera esto decir que ya el compost esté a punto plenamente descompuesto, sino que
pude verse interrumpido su proceso por agentes externos, manejo inadecuado en su ejecucion o
alteraciones propiamente microbioldgicas(p.22).

La relacion C/N se considera como un indicador del grado de avance del proceso de compostaje,
asi al inicio del proceso esta relacion debe ser del orden de 30:1 y al final cuando se alcanza la
maduracion del compost puede ser de 10:1.En el proceso de descomposicion de abonos verdes se
ha reportado que plantas con relaciones C: N mayores a 27 inmovilizan N, mientras que plantas
con una relacion C: N menor a 27 mineralizan N, siendo 25 el valor critico de equilibrio entre
inmovilizacion y mineralizacion (Martinez y Lépez, 2001, pp.9-17).

La influencia que ejerce la relacion C/N en el proceso de compostaje ha sido sefialada por
Bohorquez et al., (2014), al evaluar la calidad de un compost elaborado con diferentes
combinaciones de subproductos del proceso de molienda de la cafia de azucar (Saccharum
officinarum L.) en el Ingenio Riopaila-Castilla, Valle del Cauca, Colombia, al determinar que la
relacion carbono-nitrégeno inicial de las mezclas es fundamental para obtener una buena calidad
del compost y puede condicionar el tiempo de compostaje para una adecuada maduracion con
méaximo contenido de nutrientes a los 90 dias(pp.73-81)

Sin embargo, es también conocido que como consecuencia de la biodegradacion se forman
compuestos carboxilicos mas polares y solubles que los hace méas biodisponibles que los
hidrocarburos originales. Esto se traduce en aumento de la toxicidad durante la evolucion de un
proceso de biorremediacidn, generando un incremento en los primeros dias del proceso y luego
una disminucién hasta niveles no toxicos 0 menos tdxicos (Hubalek et al., 2007, pp.1-7); (Al-
Mutairi et al., 2008, pp.142-148);(Ramirez,1991, p.58).Resulta imprescindible para evaluar el
comportamiento de las plantas indicadoras conocer el comportamiento mostrado por las biopilas
durante el tiempo que duro el proceso; esa informacion puede aportar criterios para una mejor
comprension de los resultados.

En la tabla 4 se aprecian algunos componentes de la fertilidad del suelo +sustratos a los 270 dias,

previo al montaje del experimento.
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Tabla 4.Componentes de la fertilidad del suelo + sustrato a los 270 dias

Tratamientos P,0s K20 pH M.O (%)
(mg.100g™)  (mg.100gh) (Kl

Bagazo 40,55° 22,22% 6,77 2,97°
Cachaza 100,87" 32,15% 6,97 4,55
Aserrin 33,40° 15,70° 7,08° 4,62°
Pulpa de café 47,15° 145,65% 7,26™ 4,8°
Estiércol vacuno 132,0° 79,95 7,45 4,95
Thalassia 46,3° 41,0° 7,34 3,62
Control 14,9° 18,80°" 7,69° 4,72
Testigo 2,921 8,85' 5,44 2,55"
ES 0,034* 0,103* 0,213* 0,125*

Letras distintas en la misma columna difieren entre si, Tuckey (P<0,05)

Todos los tratamientos biorremediados con sustratos alternativos, incluido el control superaron al
testigo en el contenido de fosforo, potasio asimilable, pH y materia organica, con valores muy
favorables para el crecimiento y desarrollo de las plantas, donde evidentemente tiene relacion con
el sustrato utilizado como biorremediador y sus propiedades. En el caso del control, se aprecia el
efecto directo de la petrolizacion en los indicadores evaluados.

El estiércol vacuno mostrd el mayor contenido de fésforo asimilable, seguido de la cachaza,
pulpa de café, thalassia y bagazo. Los valores méas bajos estuvieron en aserrin, el control y el
testigo. En todos los casos difirieron significativamente (p < 0,05). En cuanto al potasio, el
tratamiento con pulpa de café mostré el mayor valor, seguida del estiércol vacuno, con
diferencias estadisticas entre si. En orden descendente se comportaron la thalassia, cachaza,
bagazo, aserrin, el control y el testigo, este Gltimo con diferencia absoluta de todos los
tratamientos.

En cuanto al pH, el valor més elevado del mismo se obtuvo en el control (7.69), con significacion
absoluta del resto de los tratamientos, seguido del estiércol vacuno, thalassia, y pulpa de cafg, sin
diferencias entre si, aserrin, cachaza, bagazo y el testigo (6.23), con el menor nivel de
significacion. El contenido de materia organica fue mayor en el estiércol vacuno, pulpa de café,

control, aserrin, cachaza,thalassia, control y el testigo.
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El aumento de estos indicadores, no significa que sea benéfico como lo manejan diferentes
autores, ya que dicho incremento se debe a la presencia de material petrogénico y no biogénico,

lo que puede representar un riesgo ecotdxico en un plazo menor (Martinez y Lopez, 2001, pp.9-

17).
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Figura 1.Emergencia y supervivencia de Leucaena leucocephala

Las pruebas de germinacion practicadas previas al montaje del experimento arrojaron un 100%
de germinacion de las semillas de las dos especies concebidas como plantas indicadoras.

De forma general todos los tratamientos con Leucaena leucocephala emergieron, sin embargo el
porcentaje alcanzado fue muy variable, encontrando tratamientos inferiores al 30%( S+B y S+
A)) , entre 30 y 45% ( S+C, S + EV) y superiores al 50% ( S + P C y el Testigo, que alcanzo la
mejor emergencia con 86,25%. Estuvo presente una extension en el tiempo de la emergencia en
todas las variantes. La supervivencia de Leucaena leucocephala (L.) fue del 100%, excepto en el
tratamiento S + B (91,65%).
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Figura 2. Emergencia y supervivencia de Crotalaria juncea (L.)

La Crotalaria juncea (L.) mostré una menor emergencia en relacion a Leucaena leucocephala.
En la figura se aprecia que tres tratamientos no sobrevivieron (Suelo + Bagazo, Suelo + Cachaza
y Suelo + Aserrin). De los tratamientos emergidos estuvieron por debajo del 30% (Suelo +
Bagazo, Suelo + Cachaza, Suelo + Aserrin y Suelo + Pulpa de café), y superiores al 40% el
Control y el Testigo. La respuesta de estos dos tratamientos resulté muy similar a la obtenida en
Leucaena leucocephala. De forma general la emergencia en esta especie fue mas concentrada, no
hubo un extendido de la misma en el tiempo.

En los tratamientos Suelo + Bagazo, Suelo + Cachaza y + Suelo + hubo una emergencia baja,
pero las plantulas murieron en los 5-7 dias posteriores, todas con una sintomatologia de necrosis
apical descendiente y pudriciones a nivel del cuello de la planta. Una vez establecidas, lograron
una supervivencia del 100%, excepto en los tratamientos Control y Suelo + Thalassia.

En la Tabla 5 se aprecia un consolidado de la emergencia y superviviencia en ambas especies.
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Tabla 5.Emergencia y supervivencia total por especies.

Especies Emergencia (%) Supervivencia (%)
Leucaena leucocephala 40,46 88,24
Crotalaria juncea 22,46 27,65

La emergencia en ambas especies resultd baja (40,6 y 22,46% en Leucaena y Crotalaria
respectivamente), mientras que la supervivencia alcanzo el 88,24% en Leucaena y solo el 27,65%
en Crotalaria. Hay que decir, que estas dos especies mostraron muy buena germinacion de las
semillas) del 100% o cercana a este valor), por deméas dos especies que destacan su alto poder
germinativo, aun en condiciones limitadas.

El comportamiento de estas variables en las condiciones del experimento lo podemos asociar a
una influencia negativa de los sustratos utilizados como biorremediadores, que aunque
disminuyeron las concentraciones de HTP, no se descompusieron debidamente y al parecer
“retuvieron” los hidrocarburos afectando la emergencia de las semillas por el efecto concentrado
de los mismos. Esto se contrasta con una mejor respuesta en el control, sin la presencia de
cualquier tipo de residuo. Hubo inhibicién de la elongacién del hipocotilo, dafios visibles en los
cotiledones y primordios, al parecer por pudricion, y aun cuando emergian las plantas, estas se
doblaban podridas. Muy significativo resulta que estamos en presencia de concentraciones bajas
de HTP, en su mayoria dentro del rango permisible para utilizar como suelos agricolas, por lo que
no debian existir efectos adversos en la germinacién y emergencia de las semillas.

Los efectos negativos pueden estar dados porque la capa hidrofébica formada por el petréleo
disminuye la retencion de agua hasta en 50 % respecto a suelos no contaminados que consiste en
la hidratacion de proteinas y otros coloides e inicia la activacion de las enzimas que aumentan el
metabolismo, la elongacion de las células de la radicula y la emergencia de la plantula(Sawatsky
y Li ,1997) y afecta la primera etapa de la germinacion (Ross y Salisbury, 2000), citados por
(Vazquez et al., 2010, pp.183-191). Resultados similares fueron reportados por Quifiones et al.,
(2003) en dos variedades de maiz expuestas en suelo con 35 000 mg.kg™de petréleo(pp.585-594).
En los tratamientos Suelo + Bagazo y Suelo + Cachaza en Crotalaria juncea pudo apreciarse
plantas muertas con micelio de hongo blanquecino en el cuello de la planta, muy cercano a la

formacion de la raiz.

36



En Leucaena a los 53 dias se encontrd clorosis en los tratamientos Suelo + Cachaza y Suelo+
Estiércol vacuno, mientras que en Crotalaria juncea se encontrd clorosis a los 33 dias en el
tratamientos Suelo + Estiércol vacuno.Se destaca, que a pesar de su emergencia deficiente y
pobre supervivencia, las plantas que lograron crecer mantuvieron vigor todo el tiempo, incluso el
Testigo a los 70 dias florecio. Fue caracteristica en esta especie una emergencia mas rapida que
en Leucaena, pero con muertes en un periodo muy cercano a la emergencia.

Tabla 6.Emergencia acumulada en el tiempo por especies.

Leucaena leucocephala / Crotalaria juncea

No Tratamientos Dias (%)
6 15 17 24 29 50 70
1 Suelo + 50/100 75 90 95 100
Bagazo
4 Suelo + 86,6/100 100/10 - - - -
Cachaza 0
7 Suelo + 0/50 33,3/50 60/50 70/50 85/50 85/50
Aserrin
10 Suelo + 80,0/62,5 100 - - - -
Pulpa de Café
13 Suelo + 80/57 100 - 100 - -
Estiércol VVacuno
16 Suelo + 60/83,3  80/100 100 - - - -
Thalassia
19 Control 81,8/75  100/100 - - - - -
22 Testigo 88,4/91  100/100 - - - -

De la Tabla anterior se puede apreciar, como en los primeros 17 dias hubo una mayor emergencia
de las plantas en las dos especies, con mayor porcentaje en Crotalaria juncea, la cual no continuo
la emergencia posterior a este tiempo, mientras que Leucaena leucocephala extendid la misma
hasta los 24, 29, 50 y 70 dias respectivamente. Esto indica que las semillas evidentemente

estuvieron sometidas a condiciones no favorables que impidieron su emergencia entre 6-12 dias
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(periodo en el que habitualmente emergen estas especies de plantas) Resulta evidente la buena
calidad de la semilla, al permanecer durante 70 dias y lograr completar su emergencia.

Vazquez et al., (2010) evaluaron los efectos toxicos que produce un suelo Gleysolmolico
contaminado con petréleo crudo, sobre plantulas de dos especies de leguminosas en
concentraciones desde 10 000- 80 000 mg.kg™ en Leucaena y 17000- 32 000 mg.kg" para
Crotalaria el testigo con solo 150 mg.kg™. La emergencia de Leucaena leucocephala fue 29%
menor con 80 000 mg.kg™ de HTP, mientras que Crotalaria incana disminuyé 30% con 32 000
mg.kg™ de HTP. Respecto a los testigos, ambas especies mostraron un retraso de cinco dias en la
emergencia de las plantulas cuando se expusieron a altas concentraciones de HTP(pp183-191).
Como se aprecia, se trata de concentraciones muy superiores a las presentes en el trabajo, lo que
indica que hubo un efecto marcado de inhibicion de las semillas, aun en presencia de
concentraciones de HTP muy por debajo de las citadas anteriormente.

Vazquez et al., (2010) encontraron que las plantulas de Crotalaria incana fueron més sensibles a
los HTP que aquellas de Leucaena leucocephala, a pesar de que las primeras fueron expuestas a
menores concentraciones. Esto indica que esta ultima especie presenta una tolerancia espontanea
al petroleo en el suelo(pp.183-191) Por otra parte, las semillas de L. leucocephala son de mayor
tamafo que las de C. incana y numerosos estudios muestran que existe un efecto protector
relacionado al tamafo de la semilla (Dolan, 1984). Leishmanet al., (2000), citados por(Vazquez
etal., 2010, pp.183-191),mencionan que el tamafio de la semilla es una caracteristica evolutiva.

. Los resultados obtenidos en ensayos con Leucaena leucocephala y Crotalaria incana muestran
que los HTP en el suelo desencadenan varios dafios fisiologicos sobre las plantas expuestas a
altas concentraciones, entre ellos el retraso y disminucion de las tasas de emergencia (Véazquez et
al., 2010, pp.183-191), sin embargo, en estudios realizados por Rivera-Cruz et al., (2005) se
mencionan que Mimosa pigra y dos especies de Cyperus aumentaron la germinacion en 200%
por efecto del petroleo en el suelo(pp.326-331).

La Figura 3 refleja la dinamica del crecimiento de Leucaena leucocephala desde 14 hasta los 33
dias y la altura tomada a los 70 dias, cuando se realizo el corte. De forma general, pudo
apreciarse entre los 14 y 23 dias un crecimiento mas lento, que se acelerd posteriormente hasta

alcanzar la mayor altura en el corte evaluativo.
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Figura 3. Dinamica de crecimiento Leucaena leucocephala

Ojeda et al., (1998)en un suelo pardo Grisaceo con estiércol vacuno descompuesto midieron la
dinamica de crecimiento de Leucaena leucocephala cv: Perl y observaron que a los 56 dias
alcanz6 los 30 cm, apto para el trasplante, tomando como indicador una altura de 30 cm,
resultado muy superior al encontrado en este experimento al comparar el tratamiento S + E V
(con residuos de HTP), que a los 70 dias, mostraba 19,2 cm de altura(pp.159-164).

Hernandez et al., (2019) evaluaron la emergencia y desarrollo del maiz (Zea mays 1.) en un suelo
Pardo grisaceo contaminado con hidrocarburos totales del petréleo en fase inicial y a 340 dias
posteriores a la biorremediacion en biopilas con el empleo de diferentes texturizantes.
Encontraron que la altura presentd diferencias estadisticas entre tratamientos en las frecuencias
de 7, 14 y 21 dias, con tendencias similares: mayor altura en el testigo, seguido por los
tratamientos que incluyen estiércol y pulpa de café respectivamente como texturizantes. Se pudo
apreciar, un comportamiento general a disminuir en el tiempo la altura de las plantas con relacion

a la altura inicial(pp.94-102).
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Figura 4. Dinamica de crecimiento Crotalaria juncea

Ojeda et al., (2019) en un suelo Pardo Grisaceo bolsas con similares caracteristicas del testigo
encontraron una altura de Crotalariajuncea92,4cm a los 56 dias, con una Tasa de Crecimiento
Relativa de 7,23 cm durante todo su ciclo y una Velocidad de Crecimiento de 21,2 cm(pp.23-
30).

Hernandez et al., (2019) refieren que al igual que L. leucocephala y C juncea, el maiz es un
cultivo indicador que se utiliza comUnmente para evaluar el efecto de la reduccion de la
concentracion de hidrocarburos en los suelos contaminados a través de las variables: altura de la
planta, peso seco foliar y peso seco radicular, los cuales se incrementan cuando los suelos
contaminados con hidrocarburos han sido tratados de manera conjunta con estiércol + aserrin y
expresan menor desarrollo cuando solamente han sido tratados con estiércol o aserrin por
independiente. En el trabajo que se discute no hubo combinaciones de texturizantes, por lo que el
efecto obtenido es resultado de cada una de las variables.

La Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) calculada entre los 21, 28 y 33 dias y la ganancia de
altura respecto al tiempo (Velocidad de Crecimiento, VC) se expresan en la Tabla que sigue a
continuacidn, donde la TRC fue mayor en Crotalaria, coincidiendo las dos especies en todos los
tratamientos del Control y en el Testigo. La mayor velocidad de crecimiento estuvo en las dos
especies en los tratamiento: Testigo y Control y, con 23,15, 14,2 y 13cm en Leucaena y 44, 39,5
33y 31,5 cm en Crotalaria(pp.94-102).
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Tabla 6.Tasa Relativa de Crecimiento (TRC) y Velocidad de Crecimiento (VC) por especies.

Leucaena leucocephala Crotalaria juncea
Tratamientos Tasa Relativa de Velocidad Tasa Relativa Velocidad de
No crecimiento de de crecimiento  crecimiento
(TRC cm) crecimiento (TRC cm) (VC cm)
(VCcm)
1 Suelo + Bagazo 2,5-0,7- 0,9 11,8 - -
4 Suelo + Cachaza 1,6-0,7-2,2 9,5 - -
Suelo + Aserrin 0,6-1,2-2,2 5,3 - -
10 Suelo + Pulpa de 1,8-15-2,7 3,7 3,2-2,5-7,3 31,0
Café
13 Suelo + Estiércol 2,7-3,2-42 13,7 2,1-2-31 13,3
Vacuno
16 Suelo + Thalassia 1,8-4,0- 2,7 10,4 1,5-1-3,8 6,0
19 Control 2,3-3,1-5,3 14,2 5-4,3-12,3 33,0
22 Testigo 3,6-5,1-5,6 23,0 8,4-3,9-13 44,0

En el Anexo No. 2 se observa el crecimiento de las leguminosas en el tiempo.
El indice Relativo de Impacto Fisiolégico (IRF) en la variable altura y longitud radical de

Leucaena leucocephala se aprecia en la figura que sigue:

m Altura

m |ongitud raiz

Suelo+ Suelo+ Suelo+ Suelo+ Suelo+ Suelo+ Control
Bagazo Cachaza Aserrin Pulpa de Estiércol Thalassia
café  vacuno

Figura 5.indice Relativo de Impacto Fisioldgico (IRIF) respecto a las variables altura y longitud
radical en Leucaena leucocephala
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ES+: 2,129*
Letras distintas en la misma columna difieren entre si, Tuckey(P<0,05)

El andlisis de varianza del IRIF para las variables altura y longitud radicular, mostré diferencias
significativas (P < 0.05) entre los tratamientos, tanto la altura como longitud radicular de L.
leucocephala fueron inhibidas por el efecto de los HTP. El mayor IRIF respecto a la longitud de
la raiz se encontrd en el tratamiento S + Aserrin , y el menor indice en el Control, de igual forma
se comportd respecto a la altura el tratamiento S + Aserrin como el mas alto, mientras que el
Suelo + Estiércol Vacuno fue el mas bajo.Los mayores IRIF incluyen los sustratos aserrin y
thalassia, dentro de los de mayor contenido de HTP, los de menor valor incorporan al control,
pulpa de café y el estiércol vacuno (en todos los casos menores contenidos de HTP).

Con anterioridad Rivera et al., (2005), reportaron que la altura de plantas de Leucaena fue
severamente afectada por las concentraciones mas altas de los petroleos intemperizado(79 457
mg.kg™ HTP) y nuevo (100 000 y 150 000 mg-kg ™ de HTP). La mayor reduccién se presenté en
las leguminosas dormilona (Mimosa sp) y zarza (Mimosa pigra), donde las plantas no lograron
sobrevivir al efecto de la concentracion mas alta de petréleo (150 000 mg-kg™ HTP; en cambio la
planta de guaje (Leucaena sp.) fue menos sensible a la exposicion de la concentracion mas alta de
petroleo nuevo, ya que sobrevivid a su efecto y crecié un poco al pasar de 8cm de altura al
momento inicial a 13cm después de 120dias de exposicién(pp.326-331) Resulta muy
significativo cdmo en los resultados del trabajo que se discute, la altura pudo ser inhibida en
concentraciones tan bajas de HTP y sin embargo crecer en las concentraciones tan elevadas que

reportan estos autores.
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M Altura

B Longitud raiz

Suelo + Suelo + Suelo + Suelo + Suelo + Suelo + Control
Bagazo Cachaza Aserrin  Pulpade Estiércol Thalassia
café vacuno

Figura 5. indice Relativo de Impacto Fisioldgico (IRIF) respecto a las variables peso seco aéreo

y radicular en Leucaena leucocephala.
ES+: 3,014*
Letras distintas en la misma columna difieren entre si, Tuckey(P<0,05)

De la Figura anterior se aprecia que el IRIF mostrd inhibicion en las variables evaluadas. De
forma general, estos resultados destacan la presencia de niveles de toxicidad con repercusion en
el peso seco y aéreo. En este caso los mayores IRIF respecto al peso seco aéreo se encontrd en el

tratamiento Suelo + Bagazo, los méas bajos en Suelo + Pulpa de café y Suelo + Estiércol Vacuno.

El IRIF de las variables altura, longitud de raiz, peso seco aéreo y de raiz en Crotalaria juncea se
muestra en la Figura 9, donde se aprecia que todos los tratamientos inhibieron el desarrollo de las
variables evaluadas, con la excepcién de los tratamientos:Control y Suelo + Pulpa de Café, que
ejercieron estimulacion del peso seco de la raiz y el tltimo ademas en el peso aéreo. Los mayores
IRIF se encontraron respecto a la altura y el peso seco en el sustrato thalassia.

La planta de chipilin (Crotalaria juncea) silvestre redujo su crecimiento seis veces por efecto de
7500mg-kg? HTP en relacion al testigo (concentracién mas cercana a las condiciones del
experimento) y tuvo un dafio absoluto por el efectode la concentracién 50 000 mg.kg * HTP, que
elimind la planta(Rivera et al., 2005,pp.326-331). Este comportamiento de Crotalaria demuestra
su sensibilidad a la contaminacion por HTP.
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Figura 6. IRIF de las variables altura, longitud de raiz, peso seco aéreo y de raiz en Crotalaria

juncea.

ES+: 3,004*
Letras distintas en la misma columna difieren entre si, Tuckey(P<0,05)

Acosta (2012) en un suelo biorremediado a los 90 dias posteriores de la aplicacion del
bioproducto BIOIL-FC, utilizando cultivos de maiz y frijol, obteniéndose que la planta no
recupera la altura, el largo de la raiz, el peso himedo de la planta, el % de nitrégeno total y el %
de proteina bruta. Sin embargo, recupera el % de materia seca de la raiz y aumenta

significativamente el peso hiumedo y seco de la raiz(pp.32-45)

Ramirez (1991), encontrd hasta 4.5 veces menos peso seco de raiz en suelo contaminado con
diferentes concentraciones de hidrocarburo(p. 58). Sin embargo, Franco (1993), encontr6 que el
peso seco de las raices de frijol se ve favorecido por la presencia de hidrocarburos, obteniendo al
menos un incremento del doble con respecto al testigo, el cual no tenia hidrocarburo(p.55).

Otros autores, por su parte, han encontrado que las plantas cultivadas en un suelo sin contaminar
superaron significativamente a las plantas de los suelos contaminados (15.000, 25.000 y 35.000
mg.kg™ de150.000 mg.kgde suelo) en todas las variables de crecimiento (altura de la parte
aérea, longitud de la raiz principal, volumen radical, peso seco total). En cuanto a las tres
concentraciones, los valores para dichas variables no fueron diferentes, excepto para la longitud
de la raiz principal, cuyo valor disminuia a medida que aumentaba la concentracion de petroleo.
Este efecto puede atribuirse a que el petroleo formo sobre la raiz una capa hidrofébica, la cual

limito la absorcidn de agua y nutrimentos (Quifiones-Aguilar et al., 2003, pp.585-594).
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Camarillo et al.,(2015),reportaron la aplicacion de indices de germinacion y radicular para
asignar los valores NOEL (concentracion a la que los efectos no son observables) y LOEL
(concentracion minima a la que los efectos son observables) de cuatro especies vegetales
(Lactuca sativa, Cucumis sativus, Brassica juncea y Nasturtium officinale) en jales mineros y
observaron que el indice radical es la alternativa mas viable para evaluaciones de
fitotoxicidad(pp.133-143).

El indice de Impacto Fitotoxico (1IF) de Leucaena leucocephala y Crotalaria juncea se expresan

en las figuras 10 y 11.
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Figura 7. indice de Impacto Fitotoxico (IIF) de Leucaena leucocephala
ES+: 1,874*

Letras distintas en la misma columna difieren entre si,Tuckey (P<0,05)Leucaena leucocephala
alcanzé el mayor IIF en el tratamiento Suelo + Aserrin, con diferencias significativas del resto.
No difirieron entre si los tratamientos Suelo + Cachaza y Suelo + Thalassia, de igual forma Suelo
+ Bagazo y suelo + Pulpa de café. EI menor IIF estuvo en Suelo +Estiércol Vacuno.Algunos
autores coinciden en plantear que la toxicidad de un hidrocarburo es el resultado de una
interaccion compleja y variable entre las caracteristicas propias del crudo y del suelo (Toro, 2012,
p. 10), de acuerdo a este criterio, debe ser tomado en cuenta andlisis al suelo una vez concluido el

experimento para corroborar estos resultados.

45



IIF

0.8
0.7
0.6 0,53%
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0,672

0,07¢

—

0 T T T T T T
-0.1 Suelo + Suelo + Suelo + Q. Suelo + Suelo + Control

0.2 Bagazo Cachaza Aserrin Pulpa de Estiércol Thalassia
cofid vacuno

Figura 8. indice de Impacto Fitotoxico (IIF) de Crotalaria juncea.
ES+: 3,146*

Letras distintas en la misma columna difieren entre si, Tuckey(P<0,05)

El IIF alcanzado en Crotalaria juncea mostro diferencias significativas entre los tres tratamientos
con inhibicion, con los mayores indices en Suelo + Thalassia y Suelo + Estiércol Vacuno. Se
alcanzo estimulacion (- 0.59) en el tratamiento Suelo + Pulpa de Cafe.

Los resultados alcanzados indicaron que en Leucaena leucocephala los IIF se incrementaron en
los tratamientos con bagazo, cachaza y aserrin, (una mayor concentracion de petroleo, con datos a
los 270 dias), aunque sin diferir de la thalassia, con menor concentracién; no asi en Crotalaria
juncea que fue mayor en thalassia y estiércol vacuno, con concentraciones mas bajas de HTP.
Relacionado con el tema, Luna et al., (2010), al estudiar contaminacion simulada de
hidrocarburos totales en suelo encontraron que los IIF se incrementaron al aumentar la
concentracion de petroleo en el sustrato, lo que tuvo repercusiones significativas sobre el
crecimiento y desarrollo de Leucaena leucocephala y Crotalaria y que el IRF para las variables
altura, longitud radicular, biomasa aérea, biomasa radicular y biomasa total de plantulas de L.
leucocephala y C.juncea fue siempre mayor a cero en los tratamientos con contaminacion de
petréleo al ser comparado con el testigo(pp.183-191).

En suelos de textura arenosa, los hidrocarburos no son facilmente retenidos, aln en presencia de

la materia organica, por lo que el efecto toxico es mas marcado (Labud et al., 2007,pp.1863-
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1871). Este criterio pudiera apuntar a la respuesta que se ha obtenido, ain en presencia de
concentraciones de HTP bajas.

Para entender el efecto de los contaminantes del petroleo sobre los suelos es necesario conocer la
relacién que existe entre la cantidad, composicion y grado de afectacion sobre los organismos
vivos (Al-Mutairi et al., 2008, pp.142-148). Los estudios de contaminacion de suelos se pueden
realizar por dos vias: mediante analisis quimico de los suelos (Kisic et al., 2009,pp.209-216), o
bien por la evaluacion de la respuesta “in vitro” de plantas que crecen en suelos contaminados
(Shahriari et al., 2007,pp. 46-51), lo cual permite evaluar los efectos delos contaminantes sobre
los organismos (Porta et al., 1999, pp.51-56). El ultimo es el método empleado en este estudio,
por lo que se hacen pruebas de toxicidad en plantulas para medir la respuesta fisiolégica a
diferentes concentraciones de HTP (hidrocarburos totales del petroleo).

Sanchez (2020) evaluaron el comportamiento del maiz (Zea mays L.) en un suelo petrolizado tras
un proceso de biorremediacion con el uso de diferentes sustratos por la técnica de biopilas con los
texturizantes alternativos: bagazo, cachaza, aserrin, pulpa de café, estiércol vacuno y thalassia. La
autora encontr6 que la presencia de hidrocarburos en fase cero de las biopilas no comprometio la
emergencia del maiz, pero si su posterior desarrollo foliar. EI peso seco de las raices se favorecid
por la presencia de hidrocarburos en tiempo cero y 340 dias, sin correspondencia con el peso seco
foliar. El indice de Impacto Fitotoxico (IIF) confirmé afectaciones de las plantas de maiz en
tiempo cero por la presencia de HTP. Después de transcurridos 340 dias del proceso en biopilas
este indice no mostré afectaciones en la variante estiércol vacuno, sin embargo, hubo efectos

negativos en los tratamientos con bagazo, aserrin y cachaza(p.52)
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CONCLUSIONES

1. Los principales componentes de la fertilidad del suelo se incrementaron en los
tratamientos contaminados por HTP en relacion al Testigo, sin que resulte un efecto
benéfico.

2. La emergencia de L. leucocephala y C. juncea resultd baja (40,6% y 22,46%), mientras
que la supervivencia alcanzo el 88,24% y solo el 27,65% respectivamente.

3. El 1IF en L. leucocephala mostré inhibicion de las variables evaluadas, con mayor
incidencia en la combinacion Suelo + Aserrin, Suelo + Cachaza y Suelo + Thalassia, de
igual forma en C. juncea para los tratamientos Suelo + Estiércol Vacuno, Suelo +
Thalassia y en el Control hubo inhibicion. En este ultimo, el tratamiento Suelo + Pulpa de
café el efecto del IIF estimul las variables evaluadas.

4. Como cultivo indicador a la contaminacion por HTP la L. leucocephala no resultd
tolerante como se recomienda, mientras que C. juncea indicador de sensibilidad fue
tolerante en la variante de Suelo + Pulpa de café con estimulo de las variables evaluadas.
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RECOMENDACIONES

1.

Extender la evaluacién al sustrato seleccionado como mejor biorremediador con ambos
cultivos indicadores.

Incorporar nuevas variables para determinar el IRIF que permitan ampliar el criterio de
andlisis de los resultados que se alcancen.

Realizar estudios toxicologicos al suelo para HTP, tanto en la fase previa a la
biorremediacion como posterior a la siembra de cultivos indicadores.

Publicar los resultados alcanzados en el trabajo y divulgar los mismos en espacios

vinculados a la actividad agronémica y de mitigacion de riesgos por HTP.
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