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1. RESUMEN 

Los Hongos Micorrízicos Arbusculares (HMA) son simbiontes obligados del 72% de las plantas 

vasculares y tienen un importante rol para mejorar la biodegradación de hidrocarburos. Los 

objetivos de este trabajo fueron, en primer lugar, demostrar el establecimiento de la relación 

micorrízica entre los HMA inoculados y la planta de pasto RyeGrass (Lolium multiflorum) en 

presencia de hidrocarburos; en segundo lugar, determinar el nivel de degradación de los 

hidrocarburos en un sustrato contaminado artificialmente usando plantas de pasto inoculadas 

con un HMA nativo de la Amazonía Ecuatoriana o con un HMA modelo Rhizophagus 

irregularis, y, finalmente, cuantificar la presencia de microflora acompañante en el sustrato al 

final del ensayo. El sustrato utilizado fue roca volcánica con compost esterilizado al que se 

añadió 5% de crudo. El ensayo duró 34 semanas y consistió en tres tratamientos, el primero “T” 

con un inóculo nativo de HMA aislado de piscinas petroleras de la Amazonía ecuatoriana; el 

segundo “R” con Rhizophagus irregularis y el tercero “CN” con plantas en sustrato 

contaminado y sin HMA. Los datos se analizaron con T student, ANOVA y prueba de Tukey.  

La colonización de las raíces de los tratamientos T y R fue escasa, sin embargo, el recuento de 

esporas en 10 gramos de sustrato aumentó de 4 a 115 esporas (en T) y de 4 a 64 esporas (en R) 

al final del estudio, lo que demostró la viabilidad de los HMA. El resultado de la escasa 

colonización pudo deberse a diversas razones como efectos adversos del crudo sobre la planta 

y los HMA, su correspondiente afinidad, la falta de una pre-micorrización de las raíces, y el 

crecimiento lento de los inóculos de HMA utilizados. El tratamiento R mostró mayor grado de 

biorremediación en los índices “C17/pristano" y “C18/fitano” (p<0.01, en ambos casos) y en 

porcentajes de degradación de pristano y fitano R y CN fueron igual de efectivos (p<0.01, en 

ambos casos). Esto coincide con estudios previos que mostraron que R. irregularis es muy 

efectivo para mejorar el grado de biorremediación. La alta efectividad de CN pudo deberse a 

que establecer la simbiosis micorrízica representa un costo energético elevado para la planta, 

por lo tanto, las plantas sin inóculo canalizaron su energía en la degradación de hidrocarburos 

en lugar de en el establecimiento de la simbiosis. Se determinó la presencia de microflora 

acompañante en el sustrato al final del ensayo sin diferencias significativas entre ellos.  

Palabras clave: Hongos Micorrízicos Arbusculares, Biorremediación, biodegradación de hidrocarburos, 

Rhizophagus irregularis, pozos de petróleo. 



2 

 

2. ABSTRACT 

Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) are obligate symbionts of 72% of the vascular plants and 

scientists had demonstrated their important role improving hydrocarbon biodegradation. The 

objectives of this research were first, to demonstrate the establishment of the mycorrhizal 

symbiosis between the AMF inoculum and RyeGrass (Lolium multiflorum) in presence of 

hydrocarbons; second, to determine the hydrocarbon bioremediation level of an artificially-

polluted substrate by using RyeGrass inoculated with either a native AMF inoculum from the 

Ecuadorian Amazon or a inoculum of the model AMF Rhizophagus irregularis; and finally, to 

report the presence of another microflora in the substrate at the end of the study.  The substrate 

was volcanic rock plus compost previously sterilized and added 5% of crude oil. The research 

lasted 34 weeks with three treatments, first treatment “T” with a native strain isolated from oil 

pools in the Ecuadorian Amazon, “R” with the model AMF Rhizophagus irregularis, and finally 

treatment “CN” with plants in the contaminated substrate and none AMF inoculum. Data were 

analyzed through T student, ANOVA and Tukey tests.   

Even though root colonization of T and R were very low, spore recount in 10 grams of substrate 

proved the increase of spores from 4 to 115 (treatment T) and from 4 to 64 (treatment R) at the 

end of the study, showing viability of the AMF. The low colonization results may be due to 

adverse effects of oil in both plants and AMF cells, their correspondent affinity to stablish the 

symbiosis, the no-premycorrization state of the roots or the slow growth rate of the AMF inocula 

used. Treatment R presented the highest rate of bioremediation in the ratios “C17/pristane” and 

“C18/phytane” (p<0.01, both). For pristine and phytane degradation percentage, treatments R 

and CN where both effective (p<0.01, both). These results are in accordance with previous 

research that demonstrate R. irregularis effectiveness for enhancing bioremediation processes. 

Likewise, the high effectiveness of CN could be due to the highly cost-effective of the 

establishment of the mycorrhizal symbiosis, therefore, plants without mycorrhizal inoculum 

focused their energy in hydrocarbon degradation rather than in the symbiosis establishment. 

Microbial analysis determined presence of bacteria, fungi and actinomyces in the substrate at 

the end of the research with no statistically significant difference between the treatments.   

Keywords: Arbuscular Mycorrhizal Fungi, Bioremediation, hidrocarbons, Rhizophagus irregularis, oil ponds. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

El proceso de explotación, recolección, refinamiento, almacenamiento y venta de 

petróleo y sus subproductos puede generar derrames de hidrocarburos (Varjani, 2017). El 

petróleo está compuesto por hidrocarburos insaturados, aromáticos y compuestos no 

hidrocarbonados, estos últimos, insolubles en agua y con puntos de fusión y ebullición altos, lo 

cual dificulta su remoción y resulta tóxico para el suelo (Wang et al., 2017). 

La acumulación de los diferentes compuestos de petróleo en el suelo genera varios 

problemas medioambientales, por ejemplo, su viscosidad, baja emulsificación y poca densidad 

permiten la absorción del contaminante, lo que afecta la porosidad del suelo y disminuye su 

calidad (Varjani, 2017). Además, la presencia de petróleo en el suelo altera su composición 

química, en especial, la relación carbono- nitrógeno, la estructura y composición de la materia 

orgánica, el pH y su conductividad, es decir, se altera el ecosistema del suelo (Wang et al., 

2017). 

La microflora del suelo también se ve afectada por la contaminación con hidrocarburos, 

modificando el crecimiento de los microorganismos sensibles a su toxicidad e incrementando 

las poblaciones de microorganismos capaces de sintetizar enzimas adaptativas (lacasas, 

tirosinasas, catecol oxidasas, hidroxilasas, oxidasas fenólicas no específicas, peroxidasas 

lignínicas) que degradan, entre otros, los contaminantes derivados de los hidrocarburos (Alisi et 

al., 2009; Meharg, 2018).  

Adicionalmente, la presencia de petróleo en el suelo dificulta el crecimiento de plantas 

al reducir la capacidad de germinación de las semillas y su resistencia a plagas y enfermedades 

(Shan, Zhang, Cao, Kang y Li, 2014; Xu y Lu, 2010; Zhu, Liu, Yang y Liu, 2013). Así también, 

los compuestos del petróleo reaccionan con el nitrógeno y fósforo inorgánicos disminuyendo su 

bio-disponibilidad (Pinchin, Williams, May, Mant, y Hodkinson, 2013; Liao, Wang, y Huang, 

2015). 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) tienen efectos mutagénicos, 

carcinogénicos y teratogénicos en animales y humanos (Khanna y Gharpure, 2017). Además, se 

evaporan e infiltran en el suelo, contaminando así las aguas subterráneas (Wang et al., 2017).  
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A pesar del alto impacto social, ambiental y en la salud humana, la actividad petrolera 

representa la principal fuente de ingresos en el Ecuador. Por ejemplo, los ingresos generados 

por la exportación de petróleo y sus derivados representaron el 57% del total del presupuesto 

general del estado en el año 2016 (Agencia de Regulación y Control Hidrocarburífero, 2017). 

En Latino América, Ecuador es reconocido como el quinto país con mayor actividad petrolera 

(Agencia de Regulación y Control Hidrocarburífero, 2017). De igual manera, las exportaciones 

de petróleo superaron los 7 billones de dólares de ingresos nacionales durante el mes de octubre 

del 2018 (Agencia de Regulación y Control Hidrocarburífero, 2017; Banco Central del Ecuador, 

2018), por lo tanto, es improbable que la extracción de hidrocarburos termine en el corto o 

mediano plazo.  

La actividad petrolera en el Ecuador ha provocado un gran impacto ambiental. Según el 

Ministerio de Relaciones Exteriores y Movilidad Humana (2015), en el período de 1964 a 1992, 

durante la operación de diferentes empresas petroleras en el país, se habrían derramado 

aproximadamente 59,9 mil millones de litros de residuos de petróleo y 108 millones de litros de 

petróleo bruto en la Región Amazónica Ecuatoriana. Dichos residuos fueron depositados en 

piscinas y pozos sin ningún tratamiento para su degradación y sin un recubrimiento que evitara 

la lixiviación de los contaminantes en el suelo y aguas subterráneas. 

Durante 28 años de actividad, una sola empresa perforó 356 pozos petroleros, creó al 

menos 1000 piscinas en la selva amazónica donde desechó residuos de crudo, agua y lodos 

tóxicos, dejando más de 2 millones de hectáreas de la Amazonía afectadas (Ministerio de 

Relaciones Exteriores y Movilidad Humana, 2015). Al término de sus operaciones en el país, la 

explotación de petróleo quedó en manos de empresas estatales y privadas, donde el costo 

ambiental de su actividad es palpable a diario. Se calcula que, en promedio, existe un derrame 

de petróleo a la semana y sus principales causas son la corrosión de las tuberías, atentados, fallas 

mecánicas, fallas humanas y, en muchos casos, las causas son desconocidas (Gil, 2013).  

Petroamazonas EP ha mostrado su preocupación por este impacto ambiental. A través 

del Proyecto Amazonía Viva (2013) busca biorremediar las zonas afectadas, mediante el uso de 

microorganismos capaces de degradar petróleo (Petroamazonas EP, 2018). Petroamazonas, a 

través de su sitio web, menciona que se remediaron 1.000.000 metros cúbicos de suelo, 709 

fuentes de contaminación en las provincias de Orellana y Sucumbíos fueron eliminadas y se 
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recuperaron 35. 914 barriles de crudo (Petroamazonas EP, 2018). Además, Petroamazonas 

anunció que invertirá 112 millones de dólares en bienes y servicios en la Amazonía, fondos que 

serán destinados también a la remediación ambiental (Pacheco, 2018).  

A pesar del trabajo que está realizando la empresa estatal de petróleos es necesario 

realizar mejoras en las políticas de explotación ya existentes para que sean más justas, social y 

ambientalmente responsables y de alguna forma mermar considerablemente sus inevitables 

impactos. Esta investigación pretende extender el conocimiento sobre las alternativas 

microbiológicas que pueden implementarse con el fin de biorremediar zonas afectadas por 

derrames de petróleo, concretamente utilizando hongos micorrízicos arbusculares, lo que puede 

contribuir a los esfuerzos realizados por empresas de explotación de hidrocarburos en las zonas 

afectadas por la actividad petrolera de las en nuestro país (Pacheco, 2018). 

Para atenuar la contaminación por el derrame de petróleo y sus consecuencias a nivel de 

ambientes edáficos, existen principalmente tres tipos de métodos de remediación: químico, 

físico y biológico, este último también conocido como biorremediación (Atlas, 1997; Wang et 

al., 2017). Las metodologías físicas y químicas se utilizan para remediar suelos contaminados 

de manera rápida y eficiente. Sin embargo, poseen desventajas como costo elevado, destrucción 

de la estructura del suelo y contaminación secundaria (Wang et al., 2017). Por estos motivos, 

varios autores concuerdan en que la biorremediación o biodegradación es la mejor metodología 

para remediar suelos contaminados con hidrocarburos (Chen et al., 2015; Wang et al., 2017) al 

no generar contaminación secundaria y ser costo-efectiva (Azubuike, Chikere, y Okpokwasili, 

2016; Kumari y Singh, 2016). Como ventajas de la biorremediación se pueden citar, además, la 

implementación in situ, la disminución de la aplicación de químicos que generan contaminación 

secundaria, el bajo costo y la eficiencia en la remoción de contaminantes (Srivastava, Naraian, 

Kalra, y Chandra, 2014; Huesemann, 2017; Joye, Kleindienst, y Peña, 2018; Kumar, Devi, y 

Singh, 2018; Sharma, Dangi, y Shukla, 2018; Panigrahi, Velraj, y Subba Rao, 2019).   

Según Wang et al. (2017), la biorremediación se divide en tres categorías: remediación 

microbiana, remediación vegetal o fitorremediación y remediación con consorcio vegetal-

microbiano. Esta última, utiliza las comunidades microbianas del suelo y de la raíz de la planta, 

donde los compuestos contaminantes son removidos de manera más eficiente, debido a que la 

remediación se consigue por una interacción entre las raíces de las plantas, las bacterias y los 
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hongos que habitan en la zona del suelo influenciada por la raíz (rizósfera) o los 

microorganismos benéficos que colonizan las raíces (microorganismos endofíticos) 

(Akhundova y Atakishiyeva, 2015; Iffis, St-Arnaud, y Hijri, 2017; Wang et al., 2017).  

Un grupo de microorganismos de especial importancia en la interacción con las raíces 

de las plantas son los hongos micorrízicos arbusculares (HMA), endo-simbiontes obligados de 

las raíces que pertenecen al Phylum Glomeromycota (Pagano et al., 2016). Los HMA forman 

relaciones simbióticas con el 72% de plantas vasculares (Brundrett y Tedersoo, 2018) y 

representan del 5 al 10% de la biomasa microbiana del suelo (Berruti et al., 2014; Hernández, 

2014; Noori, Maivan y Alaie, 2014; Rajtor y Piotrowska, 2016). Los HMA proveen a la planta 

hospedera nutrientes como fósforo, nitrógeno, zinc, manganeso y cobre (Liu y Dalpé, 2009), 

protección contra el estrés abiótico y protección contra patógenos del suelo; a cambio la planta 

provee al hongo la fuente de carbono y un nicho ecológico (Smith y Read, 2008; Gao, Li, Ling, 

y Zhu, 2011; Ismail, Mccormick, y Hijri, 2011). 

Un estudio realizado por Liu y Dalpé (2009) demostró que las plantas de cebolla larga o 

puerro (Allium porrum L. cv. Musselburgh) inoculadas con HMA absorbieron mejor nitrógeno 

y fósforo y redujeron en mayor cantidad los HAPs, comparados con aquellas plantas no 

inoculadas. Otro estudio determinó que la colonización de plantas de alfalfa (Medicago sativa 

L.) con HMA mejoró la degradación de fenantreno y pireno en suelo en condiciones de 

invernadero, ya que se observó su acumulación en las raíces de las plantas micorrizadas (Gao et 

al., 2011).  

Xun, Xie, Liu y Guo (2015) evidenciaron que el uso de HMA y rizobacterias promotoras 

de crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) aceleran la fitorremediación de suelos 

contaminados con petróleo, mejorando el crecimiento de las plantas de avena y disminuyendo 

el impacto negativo del contaminante en los tejidos vegetales. Además, se ha demostrado la 

capacidad de los HMA para crecer en condiciones de estrés por presencia de hidrocarburos 

(Driai, Verdin, Laruelle, Beddiar, y Lounès-Hadj Sahraoui, 2015; Plouznikoff, Declerck, y 

Calonne, 2016) y metales pesados como cadmio (Martins, Melloni, y Melloni, 2017). Un estudio 

con plantas de trigo (Triticum aestivum) demostró que la inoculación del HMA Rhizophagus 

irregularis permitió una mejor disipación de los HAPs y de alcanos en comparación con las 

plantas no inoculadas (Lenoir, Lounés-Hadj, Laruelle, Dalpé y Fontaine (2016). 
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Otro estudio realizado en suelos contaminados con hidrocarburos con plantas de llantén 

(Medicago sativa) inoculadas con los HMA Glomus deserticola, Glomus geosporum y Glomus 

intraradices, menciona que, a excepción de la longitud de raíz, los parámetros medidos como 

producción de biomasa total, peso seco y altura de la planta mejoraron en las plantas inoculadas 

con HMA, especialmente con G. geosporum (Cabello, 2009). La utilización de HMA  incluso 

contribuye en la disipación de criseno y dibenzil-antraceno, contaminantes muy resistentes a la 

fitoremediación en sistemas no micorrizados (Joner et al., 2001; Miransari, 2010; Chibuike, 

2013).  

En Ecuador, los estudios realizados en biorremediación con HMA son limitados, como 

el estudio de Chamba y colaboradores (2017), quienes demostraron que la asociación 

micorrízica en E. polymnioides mejoró la resistencia de la planta contra la toxicidad del mercurio 

(Hg), concluyendo que esta asociación puede considerarse como una opción para la remediación 

de Hg en zonas de minería artesanal de oro.  

Recientemente, mediante métodos moleculares se ha identificado la composición de la 

comunidad de HMA asociada a plantas nativas presentes en piscinas de petróleo en el campo 

Charapa, Sucumbíos, en la región Amazónica de Ecuador, (Garcés, Senés, Declerck y 

Cranenbrouck, 2017 , 2018 ). Estos estudios evidenciaron la presencia de los géneros Glomus, 

Rhizophagus, Archaeospora y Acaulospora. Sin embargo, más del 70% de las secuencias 

atribuidas al Phylum Glomeromycota pertenecen a especies no descritas de HMA; sugiriendo la 

posible presencia de nuevas especies. Además, el alto porcentaje de colonización (>40%) de las 

raíces de plantas provenientes de las piscinas de petróleo, sugirió que los taxones de HMA 

encontrados pueden adaptarse a estos ambientes contaminados, siendo de interés para estudios 

de fitorremediación de suelos contaminados (Garcés et al., 2017, 2018). 

El objetivo de este estudio fue determinar la degradación de los hidrocarburos totales de 

petróleo (TPH, por sus siglas en inglés) mediante plantas de pasto RyeGrass (Lolium 

multiflorum), asociadas a un inóculo multiespórico de HMA aislados de suelos contaminados 

con hidrocarburos o al HMA modelo Rhizophagus irregularis. 

Los aportes de la presente investigación son múltiples. En primer lugar, aportará 

conocimientos novedosos sobre el rol de los HMA aislados de suelos contaminados con 

hidrocarburos de la Amazonía ecuatoriana. Se comparará el rol asistencial de los HMA, nativos 
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y una cepa modelo, en los procesos de fitorremediación de sustratos contaminados con 

hidrocarburos. Los resultados generados abrirán un campo de investigación para el uso de HMA 

en el área de biorremediación dentro del país, lo que permitirá incrementar los conocimientos 

sobre métodos más amigables con el medio ambiente para la eliminación de contaminantes 

como los hidrocarburos, con el fin de aplicarlos en un futuro cercano.  

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la degradación del petróleo en un sustrato contaminado con hidrocarburos 

utilizando plantas RyeGrass (Lolium multiflorum) y un inóculo de HMA.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Comprobar el establecimiento de la asociación simbiótica micorrízica entre los inóculos 

de HMA probados (inóculo nativo y modelo) y la planta hospedera.  

Comparar la degradación de hidrocarburos entre sustratos con plantas inoculadas con 

HMA (inóculo nativo y cepa modelo) y sustrato con planta sin inocular.  

Evidenciar la existencia de flora microbiana acompañante (bacterias, hongos y 

actinomicetos) en las muestras de sustrato. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Este trabajo se desarrolló en el laboratorio de Micología de la carrera de Microbiología 

de la PUCE-Campus Nayón. 

4.1  SUSTRATO 

El sustrato utilizado es una mezcla de roca volcánica y compost esterilizados dos veces 

por separado (121°C/15 minutos, intervalo de 12 h mínimo). El sustrato fue inoculado con 5% 

(p/p) de crudo (Alarcón, Davies, Autenrieth, Zuberer, 2008) y homogenizado. En cada maceta 

se pesaron 400g del sustrato. Para los análisis de degradación de hidrocarburos se utilizó un 

control sustrato analizado al tiempo inicial (CS-ti) y un nuevo análisis a las 34 semanas de 

ensayo, o tiempo final (CS-tf). Este control sustrato se mantuvo en las mismas condiciones que 

las muestras. 

4.2 MATERIAL BIOLÓGICO 

Las semillas de pasto RyeGrass (Lolium multiflorum) fueron donadas por Agrocalidad. 

Esta planta es reconocida por su capacidad de crecer en suelos contaminados con hidrocarburos 

(Kaimi, Mukaidani y Tamaki, 2007). Las semillas fueron desinfectadas previamente con 

hipoclorito al 5% durante 10 min y lavadas 3 veces con agua destilada durante 10 min en cada 

lavado. Las semillas germinadas fueron cultivadas en un sustrato de roca volcánica estéril (sin 

hidrocarburo) durante un mes y posteriormente fueron trasplantadas al sustrato contaminado 

descrito previamente. 

Se usaron dos inóculos de HMA. El inóculo del tratamiento “T” pertenece a la Colección 

de HMA de la PUCE-Sede Nayón, que provienen de raíces de plantas nativas de piscinas de 

petróleo del campo Charapa, Sucumbíos, en la región Amazónica de Ecuador mantenido en 

cultivo trampa multiespórico (código de colección “T001 131201-S-0”). La cepa modelo 

Rhizophagus irregularis para el tratamiento “R” fue suministrada por la colección in vitro de 

Glomeromycota (GINCO por sus siglas en inglés). 
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4.3 PREPARACIÓN DEL ENSAYO 

Se utilizaron tres tratamientos que consistieron en: el primero, de diez plántulas, que 

fueron inoculadas con el cultivo multiespórico nativo T001 131201-S-0 (Tratamiento T). El 

segundo, de otro grupo de diez plántulas, que fueron inoculadas con el HMA modelo 

Rhizophagus irregularis (Tratamiento R), y el tercero, de 10 plántulas sin inóculo, como control 

negativo (CN). 

La inoculación de los tratamientos T y R se realizó con un promedio de 175 esporas y 

fragmentos de raíces colonizadas con HMA (Alarcón et al., 2008) por maceta. El inóculo se 

colocó directamente sobre las raíces de las plántulas de pasto dentro de 400 g de sustrato estéril 

previamente contaminado con crudo (5%). Además, se utilizó un control de sustrato (CS), que 

contenía solo la mezcla de sustrato con crudo (5%), sin planta y sin inóculo de HMA y un control 

negativo (CN), arriba descrito (Alarcón et al., 2008; Garcés, Senés, Declerck y Cranenbrouck, 

2018). 

Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de invernadero, con temperatura de 20 

± 2oC y con porcentaje de humedad de 14 ±9%, por 34 semanas. Se realizó riego diario hasta 

que el sustrato se observe ligeramente húmedo. Al final del tiempo señalado se recolectaron las 

plantas y se registró su altura y peso seco. 

4.4 COSECHA Y ANÁLISIS DE LAS PLÁNTULAS DE PASTO 

Se analizaron las raíces de las plantas para determinar el establecimiento de la relación 

simbiótica micorrízica, el recuento de esporas de apariencia viable en el sustrato, el peso seco 

de la porción aérea y radicular de las plantas, la microflora acompañante (bacterias, hongos 

filamentosos y actinomicetos) en el sustrato y la degradación de hidrocarburos en el sustrato. 

4.4.1  DETERMINACIÓN DEL PORCENTAJE DE COLONIZACIÓN 

MICORRÍZICA POR TINCIÓN DE RAÍCES. 

Para la tinción de las raíces, se siguió la técnica descrita por Walker (2005) que determina 

la presencia de HMA. Las raíces más finas fueron cortadas en fragmentos de 3 cm 

aproximadamente y colocadas en un tubo Falcon plástico. Se añadió al tubo una solución de 
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KOH al 10% hasta cubrir por completo las raíces, se agitó vigorosamente y se lo colocó en baño 

María a 50oC por una hora.  

Posteriormente, se eliminó la solución de KOH y se lavaron las raíces con una solución 

de HCl al 1% para neutralizar el KOH. Luego, se añadió una solución de HCl al 1% con tinta 

azul (Lamy) en proporción 1:50 (v/v), cubriendo las raíces en su totalidad y se colocaron los 

tubos en baño María a 50oC por una hora más. A continuación, se realizó un lavado con agua 

destilada para eliminar los residuos y, finalmente, se agregó lacto-glicerol para conservar las 

raíces en refrigeración (Walker, 2005).  

Para determinar el porcentaje de colonización de las raíces por HMA, se siguió la técnica 

descrita por McGonigle y colaboradores (1990), en la que las raíces teñidas se colocaron sobre 

un portaobjetos en forma horizontal formando cuatro a cinco filas de raíces, se añadió una gota 

del reactivo Polivinilactoglicerol (PVGL) y se cubrió la placa con un cubreobjetos.  

Se realizó la lectura en el microscopio óptico (OLYMPUS ® modelo BX53) con los 

objetivos de 10, 20 y 40X, moviendo la platina del microscopio en dirección de izquierda a 

derecha siempre con la misma distancia. Para cuantificar el porcentaje de colonización en las 

raíces de una planta se traza una línea imaginaria en el centro del campo óptico. Si esta línea 

“corta” o pasa por una estructura del hongo (arbúsculo, vesícula o micelio) se registra como 

positivo. Si en el campo óptico no existen estructuras o están presentes pero la línea imaginaria 

no las corta se registra como negativo. En cada muestra se observaron entre 150 a 200 campos 

(McGonigle et al., 1990). 

Además, se realizó un recuento de esporas de HMA de aspecto viable en el sustrato, para 

determinar su multiplicación a partir de la inoculación inicial (Franco, Ferrera, Varela, Pérez, y 

Alarcón, 2007) que tenía un promedio de 175 esporas de HMA por maceta o 4 esporas en 10 g 

de sustrato. 

4.4.2  ANÁLISIS DE ALTURA Y PORCENTAJE DE PESO SECO DEL MATERIAL 

VEGETAL 

Se registró el peso fresco y el peso seco de la parte aérea y radicular de cada una de las 

plantas de cada tratamiento con el fin de comprobar la influencia de los HMA en el crecimiento 

vegetal. En una balanza analítica se pesó la parte aérea y la radicular del individuo (peso fresco) 



12 

 

y luego se secó el material a 105°C por 24 horas. Cada muestra se dejó enfriar durante 2 horas 

y se pesó nuevamente para obtener el peso seco. Este análisis se realizó debido a que el peso 

seco de una planta es considerado, entre otros, un buen estimador del carbono total de la misma, 

por lo que permite analizar importantes aspectos de su fisiología, como su crecimiento y el 

efecto de diferentes tratamientos (Nwoko, 2014; Di Benedetto y Tognetti, 2016).  

4.4.3 ANÁLISIS DE LA CONCENTRACIÓN DE HIDROCARBUROS EN EL 

SUSTRATO 

Debido a que los hidrocarburos son compuestos muy complejos, para estudiar la 

efectividad de la biodegradación sobre el contaminante se analizan los índices de las 

concentraciones de cuatro compuestos específicos: C17, C18, pristano y fitano (Atlas, 1997; 

Seklemova, Pavlova y Kovacheva, 2001; Minai y Herfatmanesh, 2007; Minai, Rohanifar, y 

Azami, 2015). Esto se debe a que los procesos de biorremediación alteran los compuestos 

alifáticos de estructura lineal y los de estructura ramificada, sin embargo, los ramificados se 

biodegradan con mayor lentitud (Atlas, 1997). Es por esta razón que se utilizan los índices entre 

los alcanos de cadena lineal C17 y C18 comparados con sus correspondientes isómeros 

ramificados (pristano y fitano, respectivamente) (Seklemova, Pavlova y Kovacheva, 2001). La 

reducción en el tiempo del valor de estos denominados índices de biodegradación 

“C17/pristano” y “C18/fitano” evidencia que existen procesos de biodegradación de 

hidrocarburos en el sustrato analizado (Seklemova, Pavlova y Kovacheva, 2001; Minai y 

Herfatmanesh, 2007; Minai, Rohanifar, y Azami, 2015).  

Los cuatro compuestos mencionados anteriormente son compuestos extraíbles con 

solventes orgánicos que se pueden detectar y cuantificar por Cromatografía de Gases (CG) 

(Fernández et al., 2006). Con el fin de analizar el nivel de degradación de hidrocarburos en el 

sustrato se procesaron las muestras por Cromatografía de Gases (CG) para lo que se siguieron 

las recomendaciones del método EPA 8015 (modificado) (Ebitson y Gallagher, 2016).  

El detector utilizado en esta técnica fue de Ionización de Llama (GC-FID, por sus siglas 

en inglés), la técnica permite observar los diferentes componentes en una muestra 

(Departamento de Salud de los EEUU, Agencia de Salud Pública y Agencia de Sustancias 

Tóxicas, 1999). El compuesto de extracción de hidrocarburos fue Diclorometano (EPA, 1996).  
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En la CG la muestra es separada en sus componentes individuales al pasar a través de 

una columna. Para separar los hidrocarburos no volátiles y no polares por CG, los compuestos 

por analizar deben estar en fase de vapor, lo que se consigue al colocar las muestras en el 

inyector que alcanza la temperatura de ebullición de los compuestos (Fernández et al., 2006). 

La separación se facilita gracias a varios factores como polaridad, punto de ebullición, 

diferencias de afinidad entre la muestra y la columna del cromatógrafo y el uso de un gas inerte 

como Helio que “arrastra” la muestra a través de la columna (Montoya y Páez, 2012). El tiempo 

que el compuesto pasa sobre la columna se denomina tiempo de retención y si los parámetros 

experimentales se estandarizan el tiempo de retención es reproducible para la muestra, mientras 

los componentes fluyen por la columna son detectados y la señal del detector es proporcional a 

la cantidad del compuesto (Fernández et al., 2006). 

En GC/FID el detector de ionización de llama reconoce todos los compuestos que puedan 

quemarse. La suma de las respuestas con un rango específico equivale a la concentración de 

hidrocarburos tomando como referencia a estándares de concentración conocida. El detector 

FID tiene una elevada sensibilidad, del orden de 10-13 g/s, estabilidad, bajo ruido y es sencillo 

de utilizar, por lo que es de los más utilizados (Gomis, 2008; Montoya y Páez, 2012); además,. 

su límite inferior de detección está en el rango de picogramos (Venton, 2018).   

Para los análisis se utilizó el estándar “31240 Fuel Oil Degradation Mix”, lote # 

AO11025 marca RESTEK. Los equipos utilizados pertenecen a la Escuela de Química de la 

PUCE y los análisis se realizaron con su colaboración. 

4.4.4 DETERMINACIÓN DE POBLACIONES MICROBIANAS EN EL SUSTRATO 

El recuento de bacterias, hongos y actinomicetos se realizó por la técnica de recuento de 

microorganismos viables por dilución en placa. Es una técnica indirecta de cuantificación que 

permite medir la viabilidad de microorganismos cultivables, es adecuada para análisis 

microbiano en muestras con hidrocarburo, es rápida y requiere material de fácil acceso 

(Fernández et al., 2006). La técnica se fundamenta en que una célula viable inoculada en un 

medio de cultivo se multiplica y genera una colonia en la placa de agar que es fácil de identificar 

a simple vista, si se le proporciona los nutrientes y condiciones de incubación adecuadas 

(Fernández et al., 2006). Este método consiste en preparar una serie de diluciones de la muestra 
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de suelo a analizar, o, en este caso, de sustrato, inocular un volumen determinado de la dilución 

sobre la placa de agar selectivo e incubarla en las condiciones apropiadas.  

Para el recuento de bacterias totales se utilizó el medio nutritivo no selectivo agar 

infusión de cerebro y corazón (BHI, por sus siglas en inglés), para hongos totales se utilizó el 

medio Rosa de Bengala (RB) y para Actinomicetos se utilizó el medio caseína almidón, cuyas 

formulaciones se encuentran descritas en el Anexo 1. 

Se siguió el procedimiento descrito por Fernández et al. (2006) con ligeras 

modificaciones, como se describe a continuación: en primer lugar, en condiciones estériles se 

adicionaron 10 gramos del sustrato homogenizado a una botella con 90 ml de agua peptonada 

al 0.1 % estéril y se agitó vigorosamente para homogenizar la muestra, esta es la dilución 10-1. 

Posteriormente, se tomó 1 ml de la dilución 10-1 y transfirió a un tubo de vidrio con 9 ml de agua 

peptonada al 0.1% estéril (dilución 10-2), se homogenizó con vortex y se repitió el procedimiento 

hasta la dilución 10-3.  

Para el recuento de bacterias y actinomicetos se inocularon 100 microlitros (ul) de la 

dilución 10-3 en el centro de las cajas Petri con agar BHI o agar caseína almidón, 

respectivamente. Para el recuento de hongos se inoculó 100 ul de la dilución 10-2 en agar Rosa 

de Bengala. En los tres casos, se trabajó por triplicado. La muestra inoculada se extendió sobre 

el medio de cultivo con una espátula de Digralsky. 

Las cajas fueron incubadas a 25oC por 48 horas para bacterias, 7 días para hongos y 21 

días para actinomicetos. Transcurrido el tiempo de incubación se realizó el recuento de colonias, 

tomándose en cuenta únicamente las cajas que contenían de 30 a 300 colonias. Se realizó un 

promedio del número de colonias entre repeticiones y se multiplicó por el inverso de la dilución. 

Los resultados de bacterias y actinomicetos se expresaron en UFC/g de sustrato. Los hongos se 

expresaron en propágulos/ g de sustrato. 

4.4.5  DISEÑO EXPERIMENTAL  

El modelo de diseño experimental que se aplicó en esta investigación fue un Diseño 

Completamente al Azar de un factor (DCA) (Sánchez, 2015) debido a que:  



15 

 

- Los tratamientos (diferentes cepas de Hongos micorrízicos) se aplicaron 

completamente al azar en las unidades experimentales.  

- Las unidades experimentales (las plantas) y las condiciones ambientales son 

homogéneas, ya que los ensayos se llevaron a cabo en un invernadero.   

Los datos generados durante la experimentación fueron analizados mediante el Análisis 

de Varianza (ANOVA) de una vía y la Prueba de significación de Tukey (Sánchez, 2015). 

4.4.6  ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 

Se utilizó el método de estadística descriptiva Box plot para evidenciar y eliminar los 

datos de las repeticiones que se encontraban fuera de rango y provocaban ruido en el análisis 

(Sánchez, 2015). Se realizó la prueba del ANOVA una vez comprobada la distribución normal 

de los datos, Para verificar esta distribución normal se realizó la prueba de Shapiro-Wilk, 

considerada sencilla de realizar y recomendada para un conjunto de datos menor a 50 (n <50 ) 

(Romero, 2016) como en el caso de este trabajo y se utilizó un intervalo de confianza del 95%.  

Todas las variables en estudio, excepto “peso seco radicular” y “recuento de 

microorganismos”, presentaron una distribución normal de los datos (p>0,05) ( Romero, 2016; 

Kalaivani, Amudhan, Upadhyay, & Kamal, 2017; Droppelmann, 2018). En el caso de la variable 

“peso seco radicular” se realizó transformación logarítmica de datos y para “recuento de 

microorganismos” (bacterias, hongos y actinomicetos) se realizó transformación de datos con 

raíz cuadrada para normalizarlos y poder realizar la prueba del ANOVA.  

Adicionalmente, para todas las variables de estudio se calculó el Coeficiente de 

Variación “CV”, que es un valor que mide el porcentaje de error respecto a la media y muestra 

cuán confiables son las estimaciones de las variables investigadas (Sánchez, 2012). El valor del 

CV se expresa en porcentaje y en bioestadística se acepta que datos con un CV ≤ 20% pueden 

considerarse aceptables para realizar el análisis estadístico cuando se trabaja unidades 

experimentales de alta variabilidad intrínseca como en este caso las plantas (Departamento 

Administrativo Nacional de Estadística en Colombia, 2008; Sánchez, 2012; Instituto Nacional 

de Estadística de Chile, 2016). En este trabajo la mayoría de las variables de estudio mostraron 

un CV dentro del límite aceptable (≤ 20%). Sin embargo, algunas variables excedieron este 

límite superior (llegando a un valor de CV de máximo 24%). Estos valores de CV elevados son 
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de esperarse debido a la sensibilidad de los hongos micorrízicos arbusculares a las condiciones 

experimentales pero pueden utilizarse si el número de repeticiones es adecuado (Smith y Read, 

1997; Kirk, Moutoglis, Klironomos, Lee, y Trevors, 2005).  

Como se mencionó previamente, con el método de estadística descriptiva Box plot se 

eliminaron los datos de las réplicas que salían del rango y provocaban ruido en el análisis. El 

número muestreal utilizado fue para el tratamiento con inóculo de HMA nativo (T) n=6; para el 

tratamiento con inóculo de HMA modelo (R) n=8 y para el Control Negativo sin inóculo 

micorrízico (CN) n= 10.  Estos valores de n se mantuvieron para todas las variables de estudio 

(12 variables) con excepción de las dos variables “C17/pristano” y “C18/fitano”, en cuyos casos 

los valores de n fueron para el tratamiento T, n =8; para el tratamiento R, n=8; y para el CN, 

n=9. 

El valor promedio de n con el que varios investigadores han realizado el análisis 

estadístico para estudiar hongos micorrízicos arbusculares es “5” (Son y Smith, 1988; Cabello, 

1995; Leyval y Binet 1998; Cabello, 1999; Kirk et al., 2005; Verdin et al., 2006; Franco 2007; 

Debiane et al., 2008; Hassan, 2014; Driai, 2015; Lenoir et al., 2016; Pineda, 2004; Thompson y 

Wildermuth, 1989). Por lo tanto, debido a que los valores de n, mencionados anteriormente, con 

los que se realizó el análisis estadístico en este trabajo son superiores a los valores de n promedio 

utilizados por otros autores se puede sugerir que el tamaño muestreal manejado en este estudio 

es válido y razonable para estimar los resultados hallados en este trabajo.  
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5. RESULTADOS 

5.1   ESTABLECIMIENTO DE LA RELACIÓN MICORRÍZICA ENTRE LAS 

CEPAS DE HMA Y LAS PLANTAS DE PASTO RYEGRASS (Lolium 

multiflorum). 

5.1.1 OBSERVACIÓN AL MICROSCOPIO ÓPTICO DE RAÍCES TEÑIDAS 

CON TINTA AZUL. 

Como se describe en la sección anterior, durante el ensayo se manejaron tres tratamientos 

cada uno con diez repeticiones: el tratamiento T correspondiente a un inóculo de HMA  nativo 

proveniente de la Amazonía Ecuatoriana, el tratamiento R  con el hongo modelo R. irregularis 

y tratamiento CN, control negativo, es decir plantas en sustrato contaminado sin inóculo de 

HMA. También se mantuvo un control sustrato (CS) analizado al inicio del ensayo (CS- ti) y al 

final del ensayo (CS-tf), correspondiente a sustrato contaminado sin inóculo de HMA, ni plantas 

de pasto.  

En el caso de los tratamientos T, R y CN de cada repetición se realizaron de dos a cuatro 

placas con raíces teñidas para analizar en el microscopio óptico el grado de micorrización de las 

raíces. En el tratamiento T y R se observó escasa o nula colonización micorrízica, mientras que 

en el tratamiento CN no se observó colonización (Figura 1).  
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Figura 1. Tinción de raíces con tinta azul para evidenciar micorrización. A, B, C pertenecen 

al tratamiento con Hongo Micorrízico Arbuscular (HMA) nativo (T). D, E, F pertenecen al 

tratamiento con el HMA modelo (R). Finalmente, G, H, I al Control Negativo (CN). Los 

tratamientos T y R presentan escasa colonización por HMA mientras que en las raíces de CN 

no se evidencia colonización. 

 

A B C 

D E F 

G H I 
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5.1.2 RECUENTO DE ESPORAS  

El recuento de esporas se realizó en 10 g de sustrato de cada una de las repeticiones de 

los tres tratamientos (T, R y CN). En la tabla 1 se registra el promedio de recuento de esporas 

por tratamiento. En los tratamientos T y R se observó un mayor número de esporas de HMA de 

aspecto viable comparado con el inóculo inicial (175± esporas en 400 g de sustrato que equivale 

a 4 esporas/ 10 g). En el tratamiento CN no se observaron esporas de HMA. El número de 

esporas producidas al final del estudio (34 semanas de ensayo) en los tratamientos T y R sí 

tienen diferencias altamente significativas (P <0.01, F: 0.681) entre sí (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Promedio del recuento de esporas en el sustrato de cada tratamiento, al final del 

ensayo.   

 Esporas / 10 g de sustrato Significancia estadística 

 σ  P F 

T 115 ± 9   

<0.01 

 

0.681 R 64 ± 4  

T, tratamiento con HMA nativo; R, tratamiento con HMA modelo; CN, control negativo.  
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En la muestra analizada se evidenció que la mayoría de las esporas observadas en el 

sustrato estaban germinadas (Figura 2).  

 
 

 

 

Figura 2. Esporas con hifas germinativas provenientes de los tratamientos. (A, B) espora 

del tratamiento R con inóculo de HMA modelo R. irregularis. (C) esporas del tratamiento T con 

inóculo nativo de la Amazonía ecuatoriana. Figura A con aumento de 20x en microscopio 

óptico, figuras 2B y 2C con magnificación de 70x en estereomicroscopio.



21 

 

5.1.3   PARÁMETROS DE CRECIMIENTO VEGETAL 

Las plantas RyeGrass (L. multiflorum) asociadas o no a HMA, crecieron en el sustrato 

contaminado con hidrocarburos durante 34 semanas en condiciones controladas y se 

recolectaron para determinar las variables de estudio (Figuras 3, 4, 5).  

 

Figura 3. Plantas RyeGrass tratamiento T. (A) Se presentan las repeticiones 1, 2, 3, 4 y 5, 

(B) repeticiones 6, 7, 8, 9 y 10. A y B inmediatamente después de levantado el ensayo. 
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Figura 4. Plantas RyeGrass, tratamiento R. (A) Se presentan las repeticiones 1, 2, 3, 4 y 5, 

(B) repeticiones 6, 7, 8, 9 y 10. A y B inmediatamente después de levantado el ensayo. 
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Figura 5. Plantas RyeGrass del tratamiento CN. (A) Se presentan las repeticiones 1, 2, 3, 

4 y 5, (B) repeticiones 6, 7, 8, 9 y 10. A y B inmediatamente después de levantado el ensayo. 
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Para analizar el efecto del inóculo micorrízico sobre el crecimiento vegetal se registraron 

tres variables: altura de planta, porcentaje de peso seco aéreo y radicular. Los resultados se 

presentan en la tabla 2.  

Tabla 2. Altura (cm), porcentaje de peso seco aéreo y radicular de los diferentes 

tratamientos del ensayo.  

 

Tratamientos   

 

N 

Altura (cm) 
Porcentaje de peso seco 

Radicular Aéreo 

 σ   σ   σ  

T 6 30.4 ± 3.83 a 43.1 ± 4.57 a 50.0 ± 10.41 b 

CN 10 31.6 ± 1.69 a 43.6 ± 4.89 a 75.3 ± 2.94 a 

R 8 21.8 ± 1.56 b 27.6 ± 7.35 b 70.8 ± 4.79 a 

  Significancia estadística 

P  < 0.01 < 0.05 < 0.05 

F   5.96 4.26 5.02 

CV  22 % 22% 23% 

T, tratamiento con HMA nativo; R, tratamiento con HMA modelo, CN, control negativo. 

Media de altura de planta, porcentaje de peso seco aéreo y radicular; σ, error estándar; N, número 

de repeticiones por tratamiento, CV, coeficiente de variación. Las letras (a y b) representan los 

diferentes grupos formados con la prueba de Tukey, los datos seguidos con las mismas letras no 

tienen diferencias significativas entre ellos. 

 

Los resultados de las variables “altura” y “porcentaje de peso seco radicular” evidencian 

diferencias altamente significativas entre los tratamientos (p < 0.01 en ambos casos); con la 

prueba de Tukey se evidenció que los tratamientos T y CN se encuentran en el mismo grupo 

(grupo a) y el tratamiento R se encuentra en un grupo diferente (grupo b), de mayor altura.  

En la variable “porcentaje de peso seco aéreo” se evidenciaron diferencias significativas 

entre los tratamientos (p < 0.05); con la prueba de Tukey se evidenció que los tratamientos CN 

y R pertenecían al mismo grupo (a) y el tratamiento T a un grupo diferente (b), de menor peso 

seco.  
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Por lo tanto, en “altura” y “porcentaje de peso seco radicular” los tratamientos T y CN 

resultaron mejores, es decir, presentaron las plantas más altas y con mayor porcentaje de peso 

seco al compararlos con R; y en el caso de “porcentaje de peso seco aéreo” los tratamientos R y 

CN presentaron mayor porcentaje de peso seco que el tratamiento T (Tabla 2). 
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5.2   DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE HIDROCARBUROS EN 

EL SUSTRATO POR CG-FID. 

5.2.1 CONCENTRACIÓN DE C17, C18, PRISTANO Y FITANO 

Tabla 3. Resumen de varios ANOVA realizados para concentración de los hidrocarburos  

  CONCENTRACIÓN DE HIDROCARBUROS (mg/g) 

Ttos 
C17 C18 PRISTANO FITANO 

 σ   σ   σ   σ  

CN 0.002 ±0.000 a 0.002 ±0.000 a 0.018 ±0.002 a 0.024 ±0.002 a 

R 0.000 ±0.000 a 0.000 ±0.000 a 0.024 ±0.002 a 0.027 ±0.003 a 

T 0.016 ±0.002 b 0.016 ±0.003 b 0.042 ±0.005 b 0.047 ±0.005 a 

CS-tf 0.018 ±0.002 b 0.015 ±0.002 b 0.065 ±0.004 c 0.076 ±0.004 b 

CS-ti 0.116 ±0.004 c 0.105 ±0.005 c 0.105 ±0.003 d 0.153 ±0.012 c 

Significancia estadística 

P 

< 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 
 

F 789.69 431.57 102.45 100.119 

CV 18% 24% 19% 23% 

T, tratamiento con HMA nativo; R, tratamiento con HMA modelo; CN, control negativo.            

CS-tf, Control Sustrato- tiempo final; CS-ti, Control Sustrato- tiempo inicial. media de 

concentración de hidrocarburos (mg/g); σ, error estándar; CV, coeficiente de variación. Las 

letras (a, b, c y d) representan los diferentes grupos formados con la prueba de Tukey, los datos 

seguidos con las mismas letras no tienen diferencias significativas entre ellos. 

 

El ANOVA para la determinación de la concentración de hidrocarburos evidencia que 

existen diferencias altamente significativas entre las medias de los tratamientos para los cuatro 

compuestos analizados, C17, C18, pristano y fitano (p <0.01 en todos los casos). Se realizó, 

además, la prueba de Tukey para evidenciar la formación de grupos. Los resultados se muestran 

en la Tabla 3 y Figura 6.  
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Con la prueba de Tukey se evidenció que en el caso de los compuestos C17 y C18 los 

tratamientos R y CN se ubicaron en el mismo grupo (a) y resultaron ser los mejores para 

degradar estos compuestos, sin embargo, el tratamiento T no resultó efectivo para la degradación 

de C17 y C18 ya que se ubicó en el mismo grupo (b) que el Control Sustrato- tiempo final (Tabla 

3 y Figura 6 A y B, respectivamente).  

En el caso del compuesto pristano los tratamientos R y CN se ubicaron en el mismo 

grupo (a) y tuvieron la mayor degradación, seguidos del tratamiento T que fue el segundo mejor 

en degradación (b) (Figura 6 C). Finalmente, en cuanto al compuesto fitano la prueba de Tukey 

evidenció que los tratamientos T, R y CN (todos en el grupo a) son igual de efectivos para 

degradar este compuesto seguidos de CS-tf (grupo b) (Figura 6 D). 

Figura 6. Gráficos de degradación de los diferentes hidrocarburos en el sustrato.                       

T, tratamiento con HMA nativo; R, tratamiento con HMA modelo; CN, control negativo. (A) 

Degradación de C17. (B) Degradación de C18. (C) Degradación de pristano y (D) Degradación 

de fitano. Las letras a,b,c y d representan a los diferentes grupos formados al realizar la prueba 

de Tukey, los tratamientos con la misma letra no tienen diferencias significativas entre ellos.  



28 

 

5.2.2 ÍNDICES C17/ PRISTANO Y C18/ FITANO hacer 8,8,9 

Tabla 4. Resumen de varios ANOVA realizados de índices de biodegradación en el 

sustrato. 

  Índice de biodegradación 

Tratamientos 
C17/pristano C18/fitano 

 σ   σ  

R 0.00 ±0.00 a 0.00 ±0.00 a 

CN 0.13 ±0.02 b 0.09 ±0.01 b 

CS-tf 0.27 ±0.02 c 0.19 ±0.02 c 

T 0.39 ±0.02 d 0.37 ±0.03 d 

CS-ti 1.10 ±0.00 e 0.61 ±0.01 e 

 Significancia estadística (P y F) 

P < 0.01 < 0.01 

F 355.192 171.139 

CV 17% 21% 

T, tratamiento con HMA nativo; R, tratamiento con HMA modelo; CN, control negativo; CS-

tf: Control Sustrato- tiempo final; CS-ti, Control Sustrato- tiempo inicial. , media de índices 

de biodegradación; σ, error estándar; CV, coeficiente de variación. Las letras (a, b, c, d y e) 

representan los diferentes grupos formados con la prueba de Tukey, los datos seguidos de 

diferentes letras tienen diferencias significativas entre ellos. 

 

La prueba ANOVA demostró que existen diferencias altamente significativas entre las 

medias de los índices indicadores de biorremediación “C17/ pristano” y “C18/ fitano” (p <0.01 

en ambos casos) y la prueba de Tukey evidenció la formación de grupos entre los tratamientos 

(Tabla 4 y Figura 7 A y B, respectivamente).  

Los índices revelaron que en todos los tratamientos existieron procesos de 

biodegradación de hidrocarburos. El proceso de biodegradación fue mayor en el tratamiento R 

(grupo a), seguido de CN (grupo b) y finalmente T (grupo c). Es importante aclarar que el 

Control Sustrato- tiempo final (CS- tf) presentó también un considerable proceso de 

biorremediación (Tabla 4 y Figura 7).  
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Figura 7. Índices de degradación de hidrocarburos. (A) Índice C17/ pristano y (B) índice 

C18/ fitano. Las letras (a, b, c, d y e) representan los diferentes grupos formados con la prueba 

de Tukey, los datos seguidos de diferentes letras tienen diferencias significativas entre ellos. 

 

 



30 

 

5.2.3 PORCENTAJE DE DEGRADACIÓN DE PRISTANO Y FITANO. 

Tabla 5. Porcentajes de degradación de pristano y fitano en el sustrato. 

Porcentaje de degradación 

Tratamientos 
Pristano Fitano 

 σ   σ  

R 77.4 ±2.28 a 83 ±1.71 a 

CN 82.6 ±1.88 a 84.5 ±1.52 a 

T 60.1 ±4.81 b 69.5 ±3.69 b 

CS-tf 38.0 ±3.52 c 50.0 ±2.81 c 

Significancia estadística (P y F) 

P <0.01 <0.01 

F 31.44 31.16 

CV 11% 8% 

T, tratamiento con HMA nativo; R, tratamiento con HMA modelo; CN, control negativo; CS-

tf: Control Sustrato- tiempo final. , Media de porcentajes de degradación; σ, error estándar; 

CV, coeficiente de variación. Las letras (a, b y c) representan los diferentes grupos formados 

con la prueba de Tukey, los datos seguidos de diferentes letras tienen diferencias significativas 

entre ellos. 

 

El ANOVA demostró que existen diferencias altamente significativas entre las medias 

de los tratamientos CN, T y R con relación al porcentaje de degradación de pristano y fitano (p 

<0.01 en ambos casos) (Tabla 5 y Figura 8). En ambos casos, los tratamientos R y CN presentan 

mayor porcentaje de degradación de pristano y fitano (grupo a) al compararlos con el tratamiento 

T (grupo b) (Figura 8 A y B, respectivamente).  Adicionalmente, el Control Sustrato- tiempo 

final (CS-tf) (grupo c) presentó menor degradación que los tratamientos T, R y CN (Tabla 5 y 

Figura 8). 

 



31 

 
 

 

Figura 8. Porcentajes de degradación de pristano y fitano para cada tratamiento en el 

sustrato. (A) Porcentajes de degradación de pristano y (B) Porcentajes de degradación de fitano. 

Las letras (a, b y c) representan los diferentes grupos formados con la prueba de Tukey, los datos 

seguidos de diferentes letras tienen diferencias significativas entre ellos.
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5.3   ANÁLISIS DE LA MICROBIOTA ACOMPAÑANTE 

Tabla 6. Recuento de bacterias, hongos y actinomicetos por gramo de sustrato. 

 

Tratamiento 

Microorganismo 

Bacterias    

(UFC/ g) 

Hongos 

(Propágulos/ g) 

Actinomicetos (UFC/ 

g) 

 σ   σ   σ  

T 48 ± 13 x 104 105 ± 4 x 103 7 ± 0.33 x 105 

R 63 ± 19 x 104 110 ± 8 x 103 3 ± 0.67 x 105 

CN 58 ± 22 x 104 127 ± 5 x 103 15 ± 6.56 x 105 

 Significancia estadística 

P 0.68 0.08 0.059 

F 0.41 3.96 4.70 

T, tratamiento con HMA nativo; R, tratamiento con HMA modelo; CN, control negativo; UFC, 

Unidades Formadoras de Colonia.  

 

En el sustrato de los tres tratamientos se analizó el recuento de unidades formadoras de 

colonias de bacterias, actinomicetos y propágulos de hongos. Al realizar el ANOVA; los 

resultados evidenciaron que no existen diferencias significativas entre los tratamientos T, R y 

CN en el recuento de bacterias, hongos y actinomicetos (p: 0.683, p: 0.080 y p: 0.059, 

respectivamente) presentes en el sustrato (Tabla 6).  

 

 



33 

 

6 DISCUSIÓN 

 

6.1   ESTABLECIMIENTO DE LA RELACIÓN MICORRÍZICA ENTRE LAS     

CEPAS DE HMA Y LAS PLANTAS DE PASTO RYEGRASS (Lolium multiflorum). 

La relación micorrízica es una simbiosis entre las raíces de una planta y el micelio de un 

hongo. La asociación micorrízica tiene un rol clave: mantener la productividad de la planta, ya 

sea en ambientes naturales o en cultivos agrícolas. (Brundrett y Tedersoo, 2018). Los HMA han 

sido considerados importantes para la fitoremediación de suelos contaminados con petróleo o 

sus derivados debido a que favorecen a la planta hospedera en la absorción de nutrientes como 

el fósforo y nitrógeno, incrementan la disponibilidad de agua (Salzer, Corbiere y Boller, 1999; 

Liu y Dalpé, 2009), brindan protección contra microorganismos patógenos del suelo y otros 

factores abióticos como salinidad y acidez (Lenoir et al., 2016). Además, gracias a la red 

micorrízica que forman dentro del suelo, el alcance de la biorremediación es mayor (Heinonsalo, 

Jørgensen, Haahtela, y Sen, 2000; Bianciotto y Bonfante, 2002; Kirk et al., 2005).  

Los HMA son microorganismos endosimbiontes obligados que representan del 5 al 10% 

de toda la biomasa microbiana del suelo (Berruti et al., 2014) y colonizan las raíces de la mayoría 

de las plantas vasculares, aproximadamente el 72% de las mismas (Brundrett y Tedersoo, 2018). 

Sin embargo, existen varios factores que pueden afectar la formación y desarrollo de la 

asociación simbiótica: abióticos, bióticos y antropogénicos. Abióticos como la temperatura, 

humedad, disponibilidad de nutrientes, pH, salinidad y propiedades físicas del suelo (Lenoir, 

Fontaine, y Sahraoui, 2016). Los factores bióticos como especificidad planta/ hongo, efectividad 

y número de propágulos, adaptación de los HMA, el metabolismo de la microflora acompañante 

y la presencia de organismos patógenos (Amor, 2011). Finalmente los factores antropogénicos 

como prácticas agrícolas de fertilización, arado y contaminación, (Amor, 2011; Lenoir et al., 

2016) son los mayores causantes de su disminución poblacional.  

En este estudio, el análisis microscópico de las raíces de las plantas de pasto evidenció 

una escasa colonización micorrízica en los dos tratamientos inoculados, el tratamiento T con 

HMA nativo y el tratamiento R con HMA modelo R. irregularis, como se observa en la Figura 

1. Varios estudios que han investigado esta relación micorrízica en condiciones de 
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contaminación por crudo o sus derivados (Crudo, diésel, HAPs, antraceno, entre otros) 

demostraron resultados similares (Cabello, 1999; Kirk et al., 2005; Leyval y Binet, 1998).  

Existen cuatro posibles razones principales por las que el establecimiento de la relación 

micorrízica entre los HMA y la planta puede verse afectado. La primera razón es que las 

propiedades del agente contaminante (hidrocarburo), afecta el ciclo de desarrollo de los HMA 

y por lo tanto su establecimiento; la segunda razón es que las raíces de las plantas de pasto 

utilizadas en este estudio no estuvieron pre-micorrizadas, lo que resultó desfavorable; la tercera 

razón es la baja afinidad entre las plantas hospederas y los HMA utilizadas y, finalmente, la 

cuarta razón es que los inóculos micorrízicos utilizados provienen de la colección de HMA 

perteneciente a la PUCE- Nayón son de lento crecimiento. Estas cuatro razones principales se 

discuten a continuación. 

La primera razón a discutir es que las propiedades del contaminante pueden afectar el 

potencial de colonización de los HMA (Cabello, 1997). Varios autores coinciden en que las 

propiedades fisicoquímicas del petróleo pueden afectar el crecimiento de los HMA y reducir la 

colonización de las raíces, la producción de esporas y su germinación (Cabello, 1997; Verdin, 

Lounès-Hadj, Fontaine, Grandmougin, y Durand, 2006; Debiane et al., 2008; Hassan et al., 

2014; Driai et al., 2015). Se ha demostrado también que los contaminantes de hidrocarburos 

provocan una reducción de la colonización micorrízica al dificultar la detección de un hospedero 

compatible, o interrumpir algún paso en el ciclo de desarrollo de los HMA (germinación de 

esporas, elongación de la hifa germinativa, colonización de la raíz, desarrollo de hifa 

extraradical y esporulación) una vez realizado el contacto con el hospedero (Lenoir et al., 2016). 

Leyval y Binet (1998) sugieren que en suelos contaminados con hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAPs) el nivel de contaminación o alguno de sus componentes, inhiben la 

colonización o afectan la supervivencia de los HMA si es que la colonización fue exitosa. 

Finalmente, también se ha sugerido que la propiedad hidrofóbica de los hidrocarburos puede 

inhibir o retrasar la germinación de las esporas al afectar su hidratación (Franco et al., 2007, 

Tommerup, 1983).  

En este trabajo se utilizó una concentración de 5% p/p de hidrocarburo debido a que en 

ensayos previos (datos no publicados) realizados por Mónica Garcés PhD. la encargada de la 

colección del laboratorio de Micología de la PUCE-Nayón se determinó la capacidad de 
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crecimiento de las semillas de pasto en sustrato contaminado con crudo hasta en un 10% p/p de 

contaminación (Comunicación personal con PhD. Mónica Garcés, 2018), por lo que se pretendía 

investigar la capacidad de los HMA de colonizar las plantas de pasto en un ambiente de estrés 

alto dentro de este rango máximo de tolerancia, por lo que se escogió la mitad (5% p/p de crudo). 

Debido a la evidencia encontrada en las fuentes bibliográficas citadas previamente, la primera 

razón por la que puede explicarse el resultado de la escasa colonización de raíces por HMA 

obtenido en este estudio (Figura 1) es que las propiedades del contaminante afectaron 

negativamente la colonización de raíces al afectar el ciclo de desarrollo y establecimiento la 

simbiosis. 

La segunda razón que discutir es que las raíces de las plantas de pasto utilizadas en este 

ensayo no estaban pre-micorrizadas, Cabello (1995) demostró que al mezclar el inóculo 

micorrízico con sustrato contaminado con hidrocarburos, este inhibió el desarrollo de la 

colonización en plantas de alfalfa (Medicago sativa) inoculadas con Glomus mosseae y G. 

fasciculatum por completo. Sin embargo, al realizarse una pre-micorrización de las plantas 

sembradas en el mismo sustrato, los HMA sobrevivieron a la contaminación con hidrocarburos 

(Cabello, 1995). Debido al tiempo que toma que las raíces de las plantas se colonicen con HMA, 

en este estudio se pretendió analizar si colocar el inóculo de los HMA en el sustrato al mismo 

tiempo que la planta germinada resultaba favorable. Los resultados de colonización escasa de 

este estudio (Figura 1) demostraron que la aplicación del inóculo micorrízico en el sustrato 

contaminado colocado al mismo tiempo de siembra de las plantas no resultó favorable para la 

colonización, lo que coincide con el estudio de Cabello (1995) mencionado anteriormente.  

La pre-micorrización de las raíces de plantas que se utilizarán para bioremediación de 

suelos contaminados parece ser una estrategia útil para asegurar la micorrización de estas, sin 

embargo, aun cuando las raíces están colonizadas, los contaminantes de hidrocarburos tienen 

efectos negativos sobre la colonización, como lo demuestra Garcés et al. (2017) quienes 

analizaron el efecto de contaminantes de hidrocarburos sobre raíces pre-micorrizadas (PM) de 

plántulas de maíz con R. irregularis. Las plántulas de maíz tenían un porcentaje de colonización 

de 60 ± 2% previo al trasplante en sustrato contaminado con diésel (D). Después de 46 días de 

ensayo se analizó el porcentaje de colonización de las raíces de los tratamientos en presencia 

(PM+D) y ausencia de diésel (PM-D) presentando un incremento del 6% en el tratamiento PM-
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D (64.6± 10.9 %), y una disminución de más del 50% de colonización en el tratamiento PM+D 

(29.2 ± 6.7%) (Garcés et al., 2017). Ese estudio evidenció que, a pesar de que las plantas estaban 

pre-micorrizadas, el porcentaje de colonización puede verse afectado por la presencia de 

hidrocarburos, lo que es un punto importante para considerar al aplicar HMA en plantas para 

fitorremediación.  

La tercera razón para explicar la escasa colonización es la falta de afinidad entre la planta 

(Lolium multiflorum) utilizada en el ensayo y las cepas de HMA estudiadas. A pesar de que la 

relación HMA-planta no se considera específica, sí existe cierto grado de afinidad (Barrer, 2009; 

Symanczik, 2016). También se ha determinado que es posible que algunas especies de HMA 

son especialistas y están presentes solamente en determinados ecosistemas (Barrer, 2009), por 

lo tanto, solo crecerán con las plantas adaptadas a dichos ambientes (Oehl et al., 2003; 

Symanczik, 2016). Adicionalmente, la variación genética entre individuos pertenecientes a una 

misma especie y entre especies de HMA, pueden influenciar en la compatibilidad entre la planta 

hospedera y los HMA, así como determinar su beneficio sobre las mismas (Barrer, 2009; 

Castillo, Borie, Oehl, y Sieverding, 2016). Finalmente, las condiciones fisicoquímicas del suelo 

pueden provocar un tipo de especificidad con las plantas hospederas que se desarrollan en estos 

suelos (Barrer, 2009). Debido a este fenómeno de afinidad es factible considerar que la afinidad 

entre las cepas de HMA utilizadas en este ensayo y la planta de pasto fue muy baja, lo que 

influyó en el adecuado establecimiento de la simbiosis.   

Es importante mencionar que en un ensayo realizado a la par con este trabajo se 

utilizaron tres inóculos de HMA en plantas de maíz (dos de la colección de hongos micorrízicos 

nativos de suelos contaminados con hidrocarburos del laboratorio de Micología de la PUCE-

Nayón y un tercero con el hongo modelo R. irregularis). Este ensayo paralelo con plantas de 

maíz se mantuvo en las mismas condiciones de invernadero que las plantas de pasto y durante 

el mismo tiempo de ensayo. Las variables diferentes entre los dos ensayos fueron los inóculos 

de HMA nativos utilizados (el hongo modelo utilizado sí fue el mismo), el sustrato usado que 

fue una mezcla de varios suelos contaminados con hidrocarburos provenientes de la Amazonía 

Ecuatoriana en lugar de compost más roca volcánica estéril y la planta hospedera que en este 

caso fue maíz. 
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 Al analizar la colonización de raíces del ensayo en estas plantas de maíz se halló una 

colonización muy alta. Aunque las cepas de HMA nativos probadas en ambos ensayos fueron 

diferentes, todas fueron colectadas en la misma ubicación y mantenidas bajo las mismas 

condiciones en los cultivos trampa. Estos resultados demuestran que los HMA pertenecientes a 

la colección del laboratorio de Micología de la PUCE-Nayón se encuentran activos y aptos para 

colonizar en condiciones de estrés por contaminación con hidrocarburos, pero es posible que las 

plantas de RyeGrass (L. multiflorum) no tienen la misma afinidad con los HMA utilizados en 

este trabajo.  

La cuarta razón para explicar la escasa colonización micorrízica fue el crecimiento lento 

de los HMA pertenecientes a la colección del laboratorio de Micología de la PUCE-Nayón. Los 

HMA de esta colección provienen de plantas de suelos contaminados con hidrocarburos de la 

Amazonía Ecuatoriana y el hongo modelo Rhyzophagus irregularis (GINCO). Se ha 

referenciado que la germinación de los hongos nativos de suelos contaminados con 

hidrocarburos de la colección tuvo una fase larga de adaptación (1-2 años) en la planta trampa 

utilizada in vitro y que los cultivos trampa no se mantuvieron con sustrato contaminado con 

petróleo debido al alto costo que esta metodología implicaba. Esto sugiere que los hongos, al no 

mantener la presión selectiva del hidrocarburo en los cultivos trampa del laboratorio, podrían 

haber disminuido su tolerancia a este contaminante y esta podría ser otra posible causa de la 

baja colonización en las plantas de este estudio (Comunicación personal con PhD. Mónica 

Garcés, 2018).  

Una vez analizada la colonización de raíces al final del ensayo se realizó un recuento del 

número de esporas de aspecto viable dentro del sustrato. Este recuento demostró la presencia de 

un gran número de esporas en los tratamientos T y R (115 ± 9 y 63 ± 4 esporas/ 10 g de sustrato, 

respectivamente) comparado con el inóculo inicial (4 esporas /10 g de sustrato) (Tabla 1). Estos 

resultados sugieren que los dos inóculos de HMA encontraron la manera de esporular, a pesar 

de presentar una colonización intraradical escasa. En esta investigación, la mayoría de las 

esporas estaban germinadas aun cuando existió escasa colonización de las raíces y estaban 

recubiertas de hidrocarburos (Figura 2), lo que coincide con los hallazgos de Franco et al. 

(2007). 
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Se ha determinado que una relación micorrízica se establece gracias a exudados 

liberados por las raíces de la planta. Estos compuestos difusibles permiten iniciar y estimular el 

crecimiento hifal durante la colonización de las raíces (Gadkar, David, Kunik, y Kapulnik, 2001; 

Barrer, 2009). Estudios como el de Kirk et al. (2005) plantean que el petróleo interfiere con la 

emisión/recepción de esta señal, además de ejercer un efecto tóxico sobre el crecimiento 

fúngico. Sin embargo, se sugiere que, en ausencia de los exudados de la raíz, las esporas de los 

HMA pueden germinar y desarrollar el tubo germinativo inicial (Harrison, 1999; Kirk et al., 

2005). Se piensa que el contacto directo entre la hifa y las células epidérmicas de la pared vegetal 

puede permitir el establecimiento de una relación micorrízica funcional (Harrison, 1999; Kirk 

et al., 2005). Por lo tanto, se considera que en el presente estudio el contaminante pudo tener un 

efecto sobre la emisión/ recepción de la señal química entre la planta y el HMA, sin embargo, 

también existió la comunicación entre las esporas y las células de la raíz (por la presencia de 

esporas germinadas) aunque la colonización fue escasa.   

Las esporas son consideradas estructuras de resistencia (Franco et al., 2007). En un 

ambiente inhóspito, como la presencia de hidrocarburos, el aumento del número de esporas en 

el sustrato, a pesar de su limitado desarrollo intraradical sugiere que los HMA de este estudio 

se encuentran en una fase de adaptación al medio contaminado. En ambos tratamientos existió 

una alta esporulación, aunque T esporuló aproximadamente el doble que los HMA del 

tratamiento R, lo que sugiere que los hongos de T tuvieron mayor dificultad para adaptarse al 

medio.  

6.1.1 CRECIMIENTO VEGETAL 

Al analizar el crecimiento vegetal a través de los parámetros “altura” y “porcentaje de 

peso seco radicular” se evidenció que los tratamientos T y CN presentaron valores más altos y 

con mayor porcentaje de peso seco al compararlos con el tratamiento R (Tabla 2). En cuanto al 

“porcentaje de peso seco aéreo” los tratamientos R y CN resultaron mejores que el tratamiento 

T. En los tres parámetros analizados, el tratamiento CN presenta mejores resultados, 

comparados con los tratamientos T y R. Esto sugiere que la inoculación de HMA no tuvo un 

efecto positivo en el crecimiento de las plantas de pasto comparadas con las plantas no 

inoculadas en presencia de sustrato contaminado con 5% de crudo y, aparentemente, el esfuerzo 

en el establecimiento de la simbiosis supone un menor crecimiento de las plantas. 
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Los HMA son dependientes del carbono (C) suministrado por la planta hospedera que 

actúa como un sumidero de este compuesto (Valentine, Mortimer, Kleinert, Kang y Benedito, 

2013). Varios autores han sugerido que el C que provee la planta hospedera y es utilizado por 

el HMA, representa un costo energético considerable para la planta que puede repercutir en su 

crecimiento (Jones, Hodge, y Kuzyakov, 2004; Smith y Read, 2008; Hassan et al., 2014). Esta 

puede ser la razón de un menor crecimiento traducido en menor peso seco y altura.  

A pesar de que estos resultados (Tabla 2) sugieren que la inoculación con HMA no tuvo 

un efecto positivo en el crecimiento vegetal, es importante mencionar que aunque el 

establecimiento de la relación micorrízica es costo-energético para la planta hospedera, la 

relación simbiótica puede retribuir un beneficio para la misma a largo plazo, al mejorar la 

absorción de otros nutrientes una vez establecida (Stribley y Read, 1980; Snellgrove et al., 1982; 

Smith, Smith, St John, Nicholas, 1985; Son y Smith, 1988; Smith y Read, 2008). Además, en 

ambientes contaminados con hidrocarburos, la inoculación con HMA pueden mejorar el 

saneamiento de la rizósfera al mejorar la actividad microbiana y el crecimiento y tolerancia de 

las plantas hospederas (Gamal, 2005; Gamarra, 2014).  

6.2  DEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS EN EL SUSTRATO  

En todos los tratamientos del ensayo (T, R, CN) incluido el CS los índices de 

C17/pristano y C18/fitano decrecieron al final del ensayo al compararlos con los datos iniciales 

del CS-ti (Tabla 3, Figura 6). Esto evidenció la existencia de procesos de biodegradación en 

todos los tratamientos Estos resultados coinciden con varios estudios que determinaron la 

existencia de procesos de biodegradación al analizar el valor de estos índices (Commendatore, 

Esteves, y Colombo, 2000; Cerqueira et al., 2011; Minai et al., 2015). Los índices de 

biorremediación C17/pristano y C18/fitano (p <0.01, F: 754.96; p <0.01, F: 414.71, 

respectivamente) evidenciaron que el tratamiento R inoculado con R. irregularis tuvo un mayor 

proceso de biorremediación seguido del tratamiento no inoculado (CN), como se puede observar 

en la Tabla 4, Figura 7. 

Los isómeros ramificados pristano y fitano se biodegradan con mayor lentitud y 

dificultad al compararlos con aquellos compuesto de estructura lineal como C17 y C18 (Atlas, 

1975; Paudyn, Rutter, Kerry Rowe, y Poland, 2008; Cerqueira et al., 2011; Ortíz y García, 2003; 

Minai et al., 2015). A pesar de que el pristano y fitano son relativamente resistentes a la 
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degradación, existen microorganismos que pueden degradarlos (Ilori et al., 2011). Por lo tanto, 

los índices de C17/pristano y C18/ fitano se usan para analizar la efectividad de los tratamientos 

de biodegradación (Ilori et al., 2011) mediante los efectos de la volatilización y la presencia de 

microorganismos capaces de degradar la fracción alifática del crudo (Colombo, Pelletier, 

Brochu, Khalllt, y Catogglo, 1989; Commendatore et al., 2000; Ortíz y García, 2003; Minai 

et al., 2015). 

Al calcular el porcentaje degradado de pristano y fitano (p <0.01, F 31.44; p <0.01, F: 

31.16, respectivamente) los tratamientos R y CN fueron los más efectivos (Tabla 5, Figura 8). 

Estos resultados coinciden con estudios previos que demuestran la efectividad de R. irregularis 

para potenciar procesos de biorremediación de hidrocarburos (Driai et al., 2015; Rajtor y 

Piotrowska, 2016). Así también, la alta efectividad de CN demostrada en los ensayos puede 

deberse, como ya se dijo, a que el establecimiento de la relación micorrízica tiene costo 

energético para la planta, por lo que las plantas sin inóculo micorrízico pudieron enfocar su 

energía en la degradación de hidrocarburos y no en establecer la relación simbiótica (Jones et al., 

2004; Smith y Read, 2008; Hassan et al., 2014).  

6.3   MICROBIOTA ACOMPAÑANTE 

Varios estudios demuestran que microorganismos como bacterias, actinomicetos, 

hongos y algas poseen la capacidad de degradar hidrocarburos por lo tanto, pueden crecer en 

sustratos contaminados con estos (Boonchan, Britz, y Stanley, 2000; Varjani y Upasani, 2013; 

Wilkes, Golding, y Rabus, 2016; Varjani, 2017). Debido a esta evidencia bibliográfica no 

resultó sorpresivo que después de 34 semanas de ensayo se estableciera un microbioma en el 

sustrato. Por el método de dilución en placa se evidenció la existencia de bacterias, 

actinomicetos y hongos en los tres tratamientos. El recuento de los tres microorganismos no 

evidenció diferencias significativas entre los tratamientos. La presencia de estos grupos 

microbianos en un sustrato previamente esterilizado sugiere una capacidad degradadora de 

petróleo. Así lo estipula Atlas (1991), quien demostró que los microorganismos degradadores 

de petróleo representan menos del 0.1% del microbioma en ecosistemas no contaminados, sin 

embargo su densidad poblacional aumenta del 1 al 10% en ambientes contaminados con 

hidrocarburos (Atlas, 1991; Varjani, 2017). Debido a la presencia de bacterias, actinomicetos y 

hongos en los tres tratamientos, es válido considerar que estos grupos microbianos 
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acompañantes pudieron jugar un papel en la degradación de los hidrocarburos del sustrato, como 

lo explican Atlas (1981) y Varjani et al (2015) que han demostrado que la cooperación 

catabólica entre los diferentes grupos microbianos durante la biodegradación de contaminantes 

es muy importante (Atlas, 1981; Varjani, Rana, Jain, Bateja, y Upasani, 2015; Varjani, 2017). 

 



42 

 

7. CONCLUSIONES 

 

El crecimiento de HMA asociados a plantas que crecen en suelos contaminados con 

hidrocarburos es una herramienta interesante para la biorremediación. Se puede concluir que los 

HMA utilizados en este estudio están viables por el aumento de las esporas a pesar de la escasa 

colonización. Es posible que se requiera un mayor tiempo de ensayo para permitir una adecuada 

adaptación y el mejor establecimiento de la simbiosis. 

 

La baja colonización de las raíces pudo deberse a efectos adversos del contaminante sobre los 

exudados de la raíz, la germinación de las esporas, la infección de las raíces y la interrupción de 

señales entre los simbiontes.  

 

Los índices C17/pristano y C18/fitano evidenciaron que en todos los tratamientos existieron 

procesos de biodegradación y que el tratamiento con R. irregulares tuvo el mayor grado de 

degradación, seguido de CN. Sin embargo, en cuanto a porcentaje de biorremediación R y CN 

se comportan de manera semejante, pero debido al mayor índice de degradación de R se puede 

sugerir que las plantas micorrizadas pueden ser más eficientes en biorremediación y se tendría 

que evaluar otros HMA nativos, con diferentes plantas para determinar otras relaciones 

simbióticas que potencien la fitorremadiación. 

 

La limitada actividad de degradación del tratamiento con inóculo nativo (T) pudo deberse a que, 

aparentemente, se trata de un HMA de crecimiento lento pues el cultivo trampa inicial de este 

HMA nativo tuvo un desarrollo muy largo in vitro (alrededor de dos años), lo que sugiere que 

estos resultados podrían variar si se extendiera el tiempo del estudio.  

 

La efectividad de CN demostrada en los ensayos seguramente se debe a que el establecimiento 

de la relación micorrízica representa un costo energético para la planta, por lo que las plantas 

sin inoculo micorrízico pudieron enfocar su energía en la degradación de hidrocarburos y no en 

establecer la relación simbiótica. 
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El análisis de la microbiota acompañante evidenció la existencia de bacterias, hongos y 

actinomicetos en el sustrato sin diferencias significativas entre los tratamientos. El 

establecimiento de este bioma se dio porque, aunque el ensayo se realizó en un invernadero, 

donde se controlaron las condiciones, no se trataba de un ambiente estéril, como no lo era el 

crudo utilizado. Los resultados sugieren que la microbiota existente tiene resistencia al crudo 

por lo que pudo reproducirse en el sustrato y puede ser la responsable parcial de la degradación 

en los controles. 

 

La revisión bibliográfica sugiere que utilizar plantas con sus raíces previamente colonizadas con 

HMA podría ser una metodología más efectiva para la fitoremediación de suelos contaminados 

con hidrocarburos, a pesar de que el contaminante puede afectar la colonización de las mismas. 

Esto puede ser motivo de futuros estudios. 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1. Formulaciones de los medios de cultivo utilizados para el cultivo de bacterias, 

hongos y actinomicetos. 

 

BHI- Medio deshidratado marca BD Difco ® Lote 0320200 

 

Agar Caseína- Almidón 

Componente Gramos/ Litro 

Almidón soluble 10 

Caseína 0.3 

KNO3 2 

MgSO4* 7 H2O 0.05 

K2HPO4 2 

NaCl 2 

CaCO3 0.02 

FeSO4*7H2O 0.01 

Agar 18 

Tomado de Aryal, S. (2016). Starch Casein Agar (SCA)- Composition, Principle, Uses, 

Preparation and Result interpretation. Recuperado de https://microbiologyinfo.com/starch-

casein-agar-sca-composition-principle-uses-preparation-and-result-interpretation/ 
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Agar Rosa de Bengala 

Componente Gramos/ Litro 

Polipeptona 5 

Glucosa 10 

Sulfato de magnesio 0.5 

Fosfato potásico 1 

Rosa de Bengala 0.06 

Cloranfenicol 0.20 

Agar 15 

Tomado de MicroKit. (2013). Rosa Bengala Cloranfenicol Agar. Recuperado de 

https://www.microkit.es/distribuidores-microkit/pdf/microkit39_es.pdf 

 

  


