View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

JOURNAL Ol‘-‘_ THE
Selva Andina

Research Society.

Dfficiiad Jvursal af vise Sl Amdima Resarreh Sawciety

provided by Sistema OJS UCBSP-Cochabamba (Universidad Catélica Boliviana "San Pablo")

ISSN 2072-9294 (print edition)

JSARS

[S3N 2072-9308 [online edition)

Articulo Original

Bioestimulacién de suelo contaminado con 10000 ppm de aceite residual automotriz

y fitorremediacion con Cicer arietinum potenciado con Bacillus cereusy Rhizobium etli

Biostimulation of soil polluted 10000 ppm of waste motor oil and phytoremediation with Cicer

arietinum improved by Bacillus cereus/Rhizobium etli

Juérez-Cisner os Gladys!, Her nandez-Escar efio Jaime Jesiis?, Nevar ez-M oorillion Guadalupe Virginia®,

Sanchez-Y anez Juan M anuel**

Datos del Articulo

Resumen

Microbiologia Ambiental. Ed B-3, Ins
tituto de Investigaciones Quimico Bio
légicas, Universidad Michoacana de
San Nicolés de Hidalgo, Francisco J.
Mujica SIN, Col. Felicitas del Rio, CP
58000, Morelia, Michoacan, México.

2Microbiologia y Micologia Veterinaria
Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, Ex. Hacienda Escobedo,
N. L. México.

SFacultad de Ciencias Quimicas, Uni
versidad Auténoma de Chihuahua, Chi
huahua, Chih, México.

*Direccion de contacto:

Laboratorio de Microbiologia Ambien-
tal del Ingtituto de Investigaciones
Quimico-Biolégicas (11QB) de la
Universidad Michoacana de San
Nicolés de Hidalgo (UMSNH).

Edif. B-3 Ciudad Universitaria, Av.
Francisco J. Mujica S/N Col. Felicitas
del Rio, Morelia Mich., 58040 México.
Tel. +52 (443) 3223500 ext. 4240.

Juan Manuel Sanchez-Y afiez

E-mail address :syanez@umich.mx

Palabras clave:

ARA,

mineral,
fitodegradacion,
BPCV,
mineralizacion.

La contaminacion de suelo con aceite residual automotriz (ARA) disminuye su productividad. Una alternativa para
su eliminacion es la bioestimulacion (BS) con un abono animal y posterior fitorremediacion (FR) con una legumi-
nosa potenciada con bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV), para reducirlo anivel inferior a limite
méaximo permisible de 4400 ppm de acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (NOM-138). Los objeti-
vos de este trabajo fueron: i) bioestimulacion de un suelo contaminado con 10000 ppm de ARA con lombricom-
postay ii) ulterior Fitorremediacién con Cicer arietinum y Bacillus cereus /Rhizobium etli. En la BS ddl suelo la
variable respuesta fue la concentracion del ARA, mientras en la FR la fenologia y biomasa de C. arietinumy la
concentracion del ARA remanente. Los resultados mostraron que en suelo la BS con lombricomposta a 3% en 3
meses el ARA se redujo a 1370 ppm. En tanto que la FR con C. arietinumy R. etli, redujo e ARA hasta 30 ppm
ambos valores inferiores al maximo permitido por la NOM-138. Lo anterior apoya que en suelo contaminado con
ARA, lamejor opcién de biorrestauracion, es la estrategia integral BS y FR potenciada con géneros de BPCV.
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Sail pollution by waste motor oil (WMO) is reducing its productivity. An aternative for removing WMO from
soil is by biostimulation (BIS) applying animal manure and then phytoremediation (PR) by legume improving
with plant growth promoting bacteria (PGPB) to reduce WM O concentration at level below 4400 ppm limit permit
for the NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 (NOM-138). The aims of this research were: i) to analyze soil bi-
ostimulation polluted by 10000 ppm of WMO applying vermicompost, then subsequent soil phytoremediation
with Cicer arietinum inoculated by Bacillus cereus and/or Rhizobium etli. In soil after applying BS by VC was
measured WM O soil concentration and ii) for PR was regarded phenology and biomass of C. arietinumand WMO
concentration remaining at the end of this step. The results showed that soil biostimulated by VC, WMO was
reduced at 1370 ppm, subsequent PR sowing C. arietinum with R. etli, WMR was reduced at 30 ppm concentra-
tion both values below to maximum value accepted by NOM-138. Those data indicate that in soil polluted by
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Introduccion

La contaminacion del suelo por hidrocarburos (HC)
del petrdleo como €l aceite residua automotriz
(ARA). El ARA es una mezcla de moléculas inso-
lubles de HC: dliféticos, arométicos, policiclicos, y
metales pesados que en e suelo inhiben la minerali-
zacién de la materia organica, impiden € intercam-
bio gaseoso y causan un efecto negativo en la vida
microbiana y vegetal (Vallgo et al. 2005, Benavi-
des et al. 2006, Delgadillo et al. 2011). En México
el ARA es considerado un residuo peligrosos por
tanto un problema econdémico ambiental, segin Ley
Genera de Equilibrio Ecologico y Proteccion Am-
biental (LGEEPA, 1998) y en el caso de las mezclas
de HC en € suelo, la NOM-138-SEMAR NAT/
SSA1-2012 (NOM-138) establece que € limite méa-
ximo total es de 4400 ppm/Kg. En suelo contamina-
do con ARA una dternativa de solucion ecoldgica
para reducir la concentracion de esta mezcla a un
nivel inferior a maximo de la NOM-138; son la bio
estimulacion (BS) y lafitorremediacion (FR) ambas
estratégicas bioldgicas de limpieza ambiental. Al
respecto en suelo para eliminar el impacto negativo
de mezclas de HC, andlogos alos del ARA, indican
gue una sola estrategia no es suficiente para que la
concentracion final remanente se inferior a maximo
permitido por la NOM-138. Ese es el caso de Lare-
nas & Viana (2005) reportaron la FR de un suelo
contaminado con 55000 ppm de HC del petréleo
mediante Tithonia tubaeformis, que decrecié apenas
en un 51% equivalente a 25250 ppm valor muy
superior a limite maximo aceptado por laNOM-
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138. En tanto Sangabrid et al. (2006), reportaron la
fitorremediacion de un suelo contaminado con
50000 ppm de combustéleo con 3 gramineas. un
hibrido de Brachiaria brizantha, con Panicum ma-
ximum y Phaseolus coccineus. Los resultados mos-
traron que la FR de ese suelo con estas plantas dis-
minuy6 el total del combustdleo a valores de entre
30-40% en 90 dias, concentraciones todavia adtas en
referencia a valor méximo aceptado por la NOM-
138. No obstante |o anterior indica que ciertos géne-
ros plantas tienen capacidad para fitodegradar HC,
siempre y cuando se potencien o0 mejoren con BP
CV que ayuden a acelerar y reducir la concentracion
fina de esos HC a un valor menor a maximo per-
mitido por la NOM-138. Una opcion para lograr la
remediacién de suelo impactado con ARA o HC ana
logos, es la BS con un abono animal como la lom-
bricomposta (LC), que lo enriquece con materia
organica de fécil degradacién y minerales basicos
para inducir a las poblaciones nativas microbianas
aerobias heterotroficas, a la eliminacion parcial del
ARA y posteriormente por FR mediante C. arieti-
num (Larenas & Viana 2005, Maldonado-Chévez et
al. 2010, Gogoz et al. 2010). Mientras que la capa-
cidad de C. arietinum para mineralizar HC puede
ser potenciada con Bacillus cereus 'y Rhizobium etli
géneros de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV), ampliamente conocidas por con-
vertir exudados radicales en sustancias promotoras
de crecimiento vegeta (SPCV); ademas de que
estdn reportadas como oxidantes HC arométicos
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andogos alos detectados en el ARA, mediante estas
acciones facilitan la mineralizacion de esta mezcla
de HC enlarizosferade C. arietinum (Mrozik 2003,
Simarro et al. 2013, Gonzdez-Paredes et al. 2013).
Con base en lo anterior 10s objetivos de esta investi-
gacion fueron: i) la bioestimulacién de un suelo
contaminado por 10000 ppm de ARA con lombri-
composta y posterior ii) fitorremediacion mediante
Cicer arietinum potenciada con B. cereus/R. etli pa-
ra disminuir el ARA a una concentracion inferior a
méximo valor permisible de la NOM-138-SEMAR
NAT/SS-2003.

Materialesy métodos

El experimento se realizd en invernadero con un
disefio experimental de bloques a azar de 9 trata
mientos y 5 repeticiones. Para el ensayo se uso un
suelo ubicado a los 19° 39* 27°” de latitud norte
100° 19’ 59°” de longitud oeste, con una atitud de
1820 msnm clima templado en un terreno agricola
denominado “La cajita’” en la Tenencia Zapata del
municipio de Moreia, Mich., México sobre el km 5
de la carretera Morelia-Pétzcuaro, México. El suelo
fue clasificado como lateritico sddico degradado y
compacto, con un historial agricola de 20 afios de un
sistema de cultivo intensivo cereal-cereal (maiz-
trigo y maiz-cebada), de textura arcillosa, con un
contenido de materia organica de 1.5% y nitrogeno
(N) orgénico de 39 Kg/ha, es decir pobre para am-
bas propiedades quimicas, con un pH 6.7 ligeramen-
te acido. Entonces e suelo se contamino con 10000
ppm de ARA proveniente de un taller mecanico,
disuelto en un detergente comercia a 0.1%. Final-
mente la concentracion del ARA en el suelo se mido
por el método de Soxhlet.

Este suelo se colocd en un sistema hidroponico de
jarras de Leonard mostrado en la Figura 1 (Garcia-

Gonzéalez et al. 2005), el experimento se realizo en
dos etapas. fasel BS de suelo contaminado con
10000 ppm de ARA conLC a 3y 6% (p/p) en tanto
gue la humedad se conservo a capacidad de campo
con agua potable, después de 30 dias se colectaron
15.0 g y cuantificd la concentracién del ARA por
Soxhlet (Garcia-Hernandez et al. 2007).

Figura 1 Sistema hidroponico de Jarra de Leonard
para la bioestimulacién y fitorremediacion de suelo
contaminado con 10000 ppm de aceite residual auto-
motriz (Garcia-Gonzalez et al. 2005)
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En la fase 2 luego de la BS del suelo contaminado
con e ARA. Posteriormente se aplico la FR para
minimizar el ARA remanente con C. arietinum po-
tenciado con B. cereus/R. etli, anbas BPCV fueron
aidadas de raices de Zea mays sp., mexicana. Por
ello B. cereus se cultivd en caldo nutritivo (g/L):
peptona de carne 8.0, extracto de carne 4.0 pH gjus-
tado a 7.0 (Bioxon®) y Rhizobium etli en caldo ex-
tracto de levadura manitol Rojo Congo (g/L): Mani-
tol 10.0, K:HPO4 0.5, MgSO4 0.2, rojo congo solu-
cion 1:400 10.0 mL, NaCl 0.1, extracto de levadura
10.0, agar (solo para e solido) 18.0, agua destilada
1000 mL, pH 7.0 £ (Sanchez-Y &fez 2007). Se apli-
caron 40 x 10° UFC de cada uno/semillade C. arie-
tinum gque se sembré en el suelo previamente bioes-
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timulado con la LC. C. arietinum se aliment6 con
una solucién mineral (SM) (g/L): NH4Cl 12.0, KH2
PO, 3.0, K:HPO4 3.5, MgS04 1.5, CaCl; 0.1, FeSO4
0.5 mL, una solucion de oligoelementos 1.5 mL/L,
el pH se gusto a 6.4-6.7 (Garcia-Hernandez et al.,
2007) Durante la FR del suelo impactado con ARA
se midi6 la fenologia 'y biomasa de C. arietinum a
floracion, de nuevo determino la concentracion del
ARA por Soxhlet (Vasquez et al. 2010). Todos da-
tos experimentales se andizaron por ANOVA vy

Tukey con a =0.05 software JIMP ver.6.0 (Walpole
et al. 2007).

Resultados

En lafigura 2 se muestra el peso fresco aéreo (PFA)
y peso fresco radical (PFR) del C. arietinum en €
suelo bioestimulado previamente con LC a 6% en
T2 (sininocular con BPCV) y T5 potenciado con R.
etli paradisminuir e ARA remanente.

Figura 2 Peso fresco de Cicer arietinum en floracion, en la fitorremediacion de suelo contaminado
con 10000 ppm de aceite residual automotriz
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Tratamientos

Control absoluto vegetal (CAV)= suelo sin aceite residual automotriz (ARA), C. arietinum+ agua.
Control relativo vegetal (CRV)=suelo sin ARA + C. arietinum+ solucion mineral (SM).
Tratamiento (bioestimulacién y fitorremediacion) (T1)= suelo + aceite residual automotriz (ARA) + lombricomposta (LC) 6%+ C. arietinum

+ Bacillus cereus + Rhizobium etli.

Tratamiento (T2)= suelo + ARA + LC 6%+ C. arietinum; Tratamiento (T3) =suelo + ARA + LC 3% + C. arietinum + B. cereus+ R. etli.
Tratamiento (T4)= suelo + ARA + LC 3% + C. arietinum; Tratamiento (T5)=suelo + ARA + C. arietinum + R. etli; * ANOVA (p<0.05).

*Letras distintas con diferencia estadistica significativa (Tukey)

En ambos casos se registré el mayor PFA y PFR
comparado con las mismas variables-respuesta en €l
C. arietinum crecido en este suelo sin ARA aimen-
tado con una solucion mineral o control relativo
(CR). En esta figura en e suelo codificado como:
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T1, T3y T4 e PFA y el PFR de C. arietinumregis-
traron valores numéricos que fueron estadisticamen-
teiguales alos homdlogos en € C. arietinum (CR).
En el suelo con ARA laBScon laLC, seindujo su
degradacion parcia mientras con la siembra de C.
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arietinum se intent6 reducir e ARA remanente a
valor menor a maximo permitido por laNOM-138.

En lafigura 3 se muestra el peso seco aéreo (PSA) y
peso seco radical (PSR) de C. arietinum sembrado
para fitorremediar ese suelo con ARA; sin 0 con
previa BS con LC. En esta figura se registroé que la
BS del suelo con ARA mediante LC a 3 0 6%, an-

tes de la siembra de C. arietinum para concluir su
FR, decrecié la concentracion del ARA, con un
crecimiento sano, pues en € valor del PSA como en
el PSR no hubo diferencia estadistica basado en las
mismas variables respuesta; a lo registrado en C.
arietinum cultivado en e suelo sin ARA, aimenta-
do con una SM no inocular con lasBPCV.

Figura 3 Peso seco de Cicer arietinum a floracion, en la fitorremediacion de suelo contaminado
con 10000 ppm de aceite residual automotriz
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Tratamientos

Control absoluto vegetal (CAV)= suelo sin aceite residual automotriz (ARA) +C. arietinum + solo agua.

Control relativo vegetal (CRV)= suelo sin ARA + C. arietinum + solucién mineral (SM).

Tratamiento 1 (T1)=suelo+ ARA + lombricomposta (LC) 6%+ C. arietinum + Bacillus cereus + Rhizobium etli.

Tratamiento 2 (T2)= suelo + ARA + LC 6%+ C. arietinum; Tratamiento 3 (T 3) =suelo + ARA + LC 3% + C. arietinum + B. cereus+ R. etli.
Tratamiento 4 (T4)=suelo + ARA + LC 3% +; Tratamiento 5 (T5)=suelo + ARA + C. arietinum + R. etli.

* ANOVA (p<0.05), *Letras distintas con diferencia estadistica significativa (Tukey).

La figura 4 muestra la BS del suelo contaminado
con 10000 ppm de ARA con LC a 6% 0 3% y su
subsecuente FR con C. arietinum potenciada con B.
cereus y/o R. etli. En ese suelo solo bioestimulado
con LC a 3% sin fitorremediar, e decremento del
ARA fue minimo, en contraste con este suelo bioes-
timulado con LC a 6% (TA) que lo disminuyo a
7000 ppm. En tanto que en e mismo suelo solo
bioestimulado con LC a 3%, sin fitorremediar (TB)
el ARA decrecio a 8630 ppm. En contraste con lo

registrado en este suelo contaminado con ARA sin
bioestimular (CN), donde la concentracién original
de 10000 ppm no cambio por efecto de la atenua-
cion natural. Distinto a lo registrado en e mismo
suelo codificado como T3, ahi |a accion secuencid
delaBSYy la posterior FR con C. arietinum poten-
ciada con B. cereusg/R. etli facilitaron la reduccion
del ARA a una concentracién muy por debajo de la
méxima permitido en la NOM-138-SEMARNAT/
SS-2003 de 4400 a 30 ppm que préacticamente, es
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una cantidad que se podria detectarse en un suelo no

contaminado con mezclas de HC como e ARA.

Figura 4 En suelo concentracion remanente de aceite residual automotriz bioestimulado con lombricomposta
al 3y 6% y posterior fitorremediacion mediante Cicer arietinum y Bacillus cereus/ Rhizobium etli
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Tratamientos

Control Negativo=suelo + 10,000 ppm de aceite residual automotriz (ARA) no bioestimulado, sin C. arietinum.
Tratamiento A (TA)= suelo + ARA + lombricomposta (LC) al 6%; Tratamiento B (TB)=suelo + ARA bioestimulado con LC3%, sin C. arietinum.

Tratamiento 1 (T1)=suelo + ARA + LC 6%+ C. arietinum + B. cereus + R. etli.

Tratamiento 2 (T2)= suelo + ARA + LC 6% +; Tratamiento 3 (T3)=suelo + ARA + LC 3% + C. arietinum + B. cereus + R. etli.
Tratamiento 4 (T4)=suelo + ARA + LC 3% + C. arietinum; Tratamiento 5 (T5)=suelo + ARA + C. arietinum + R. etli.

En e mismo suelo codificado como T1 contamina-
do por ARA, bioestimulado con LC a 3% y fito-
rremediado mediante C. arietinum potenciado con
B. cereusy R. etli, e ARA restante fue de 180 ppm;
lo anterior sefidla que la integracion secuencid
BS/FR acort6 a 3 meses € tiempo de biorestaura-
cion; en comparacion con solo aplicar una de las 2
estrategias de manera independiente, que fueron
insuficientes para resolver e problema de contami-
nacion por ARA.

Discusion

El resultado mostrado en lafigura 2 apoya que para
resolver el problema de un suelo impactado con
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ARA, laBSconlaLC d 6 % lo enriquecié con
sales minerales esenciales en la mineralizacion par-
cia del ARA y ademas supli6 la demanda nutricio-
nal de C. arietinum, mientras que lainoculacion con
R. etli facilito que en sus raices hubiese una conver-
sién de exudados en sustancias promotoras del cre-
cimiento vegetal (SPCV); para darle tolerancia alos
HC del ARA, mientras que esta especie de Rhizo-
bium tiene la capacidad de degradar algunos HC
arométicos similares a los encontrados en e ARA
(Lindstrom et al. 2003). Este hecho apoya la conve-
niencia de aplicar la FR del suelo mediante C. arie-
tinum inoculado con B. cereus y R. etli para decre-
cer e ARA, que incluso contribuyen a contrarrestar
|afitotoxicidad del ARA, en consecuencia C. arieti-
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num mostro un crecimiento similar al registrado
cuando la misma leguminosa se siembro en € suelo
sin ARA (Pefia-Castro et al. 2006).

Lo mostrado en la figura 3 indica que en el suelo €
enriquecimiento mediante la LC, en concentracion
elevada con compuestos de N orgénico e inorgani-
co, a igual que con la materia organica de fécil
degradacién y otros minerales como los PO42 (fos-
fatos), indujeron a la poblacién nativa microbiana
aerobia heterotrofica a mineralizar el ARA. Simul-
taneamente la LC suplié parciamente la demanda
nutricional de C. arietinum, en tanto que B. cereusy
R. etli por la conversion de sus exudados de raices
en SPCV, favorecié un sano crecimiento a pesar de
la fitotoxicidad del ARA, para que C. arietinium
haya disminuido la concentracion de la mezcla a un
valor inferior a méximo permisible por la NOM-
138. También se muestra que en el suelo con ARA
donde se cultivo el C. arietinum sin bioestimular
con LC, inoculada solo con R. etli (T5) se registré
una reduccion del PSA por la fitotoxicidad del
ARA. Lo anterior sugiere que en suelo con ARA,
algunas de sus propiedades fisicas como la hidrofo-
bicidad y viscosidad formaron peliculas que se ad-
hiereron alasraices de C. arietinum, e impidieron €
intercambio gaseoso con la atmosfera, 10 que provo-
co una condicion anaerdbica en la interface
raiz/suelo, que a su vez causo lisis de sus membra-
nas y en consecuencia la inhibicion del crecimiento
(Vidali 2001, Pefia-Castro et al. 2006, Delgadillo-
Lopez et al. 2011); comparado con € PSA de C.
arietinum (CR) cultivado en suelo sin ARA.

En la figura 4 se muestra como la LC a 6% elevo
excesivamente la concentracion de minerales, |o que
alterd d equilibrio osmético en la solucién del sue-
lo, e inhibi6 a la microbiota nativa heterotréfica
aerobia oxidante del ARA (Simarro et al. 2013). Lo
que confirma que la BS del suelo con LC a 3% fue

la adecuada para inducir a las poblaciones micro-
bianas heterotréficas, a mineralizar la fraccion lige-
ramas ligerade ARA vy la subsecuente FR median-
te C. arietinum con ambos géneros de BPCV. Esta
leguminosa se asoci6 con la fitodegradacion de la
fraccion aromética del ARA, que ademas posee un
sistema radical con capacidad de penetracion para
romper los agregados en el suelo formados por €
ARA, de esta manera lo expuso a ambiente para
gue lamicrobiota degradadora de HC o haya mine-
ralizado (Valgo et al. 2005, Madonado-Chavez et
al. 2010 Rivera-Cruz et al. 2012). Mientras que en
el suelo e movimiento de las raices de C. arietinum
permitio e flujo de agua y simultdneamente el in-
tercambio de gases, y acelerd la FR (Yateen et
al.1999, Delgadillo-Lopez et al. 2011, Gargogoz et
al. 2010). En esta figura también se observé un
efecto positivo de la inoculacién de R. etli en C.
arietinum para megjorar la penetracion de las raices
en la matriz del suelo y acelerar la eficaz minerali-
zacién del ARA, en combinacion con la poblacion
aerobia heterotréfica oxidante de HC (Maldonado-
Chévez et al. 2010 Vasquez et al. 2010). En el suelo
lafitorremediacion con C. arietinum potenciada con
géneros de las BPCV favorecieron la oxidacion del
ARA auna minima concentracion de 600 ppm valor
evidentemente inferior a méaximo permisible sefia-
lado en la NOM-138, a pesar de que previamente no
se bioestimul6 con laLC. En e suelo este resultado
también apoya que C. arietinum inoculado con B.
cereus ¥ R. etli tuvieron un efecto positivo en su
crecimiento vegetal, debido a la sintesis de SPCV
gue aumentaron su capacidad de exploracién y ab-
sorcion mineral. Ademés de su conocida propiedad
para mineralizar algunos de los HC para acelerar su
biorestauracion (Sangabriel et al. 2006; Delgadillo-
Lopez et al. 2011), en comparacion con & mismo
suelo (CN), donde sin la aplicacion integral de la
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BS/FR, € problema de contaminacion ambiental
por e ARA no se resolvié acorde con la NOM-138
(Gonzélez-Paredes et al. 2013). Con base en los
resultados obtenidos en esta investigacién, la mejor
opcion fue la bioestimulacion de suelo contaminado
con ARA con lombricomposta, seguido de la fito-
rremediacion con C. arietinum potenciada con géne-
ros de BPC; en especia cuando C. arietinum se
inoculo R. etli., parareducirlaaun nivel inferior ala
concentracion maxima aceptada por la NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003 y conseguir su remediacion.
En comparacion cuando estas estrategias se aplican
independientemente, en contraste con la atenuacion
natural inatil para disminuir la concentracion del
ARA. Por |lo anterior la bioestimulacién seguida de
la fitorremediacion megjorada con BPCV son una
opcion viable para la restauracion de suelo impacta-
do con ARA.
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