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CAPITULO 1
Organizacion del trabajo




1. Organizacion del trabajo

1.1 Introduccion

En México, el mal uso, la falta de mantenimiento y el creciente nimero de tomas clandestinas
en los oleoductos, ha causado una problematica grave de suelos contaminados con
hidrocarburos, teniendo impacto negativo con implicaciones en la salud humana y la
ecnonomia de la region (Castro et al., 2013). Estos siniestros dafian principalmente zonas
rurales, teniendo mayor efecto en comunidades dedicadas a la agricultura (Cavazos-Arroyo
etal.,2014). En los ultimos 5 afios, el Estado de Puebla ha destacado dentro de los 5 Estados
con mayor nimero de tomas clandestinas (PEMEX, 2019) y robo de combustible, el
denominado Tridngulo Rojo se ha convertido en un problema no sélo econdémico y social,

sino también ambiental (Montero-Vieria, 2018).

La presencia de hidrocarburos en el suelo tiene consecuencias graves, modifica propiedades
fisicas y quimicas, asi como procesos biologicos en la rizésfera. Las caracteristicas
recalcitrantes de los hidrocarburos se deben a la complejidad de su estructura molecular, por
lo que suelen ser dificiles de biodegradar y propensos a bioacumularse volviéndose

compuestos mutagénicos y carcinogenicos (Pérez-Armendariz et al., 2011).

Bajo esta problematica, nace la necesidad de buscar alternativas de manejo sustentable, que
permitan contribuir con la recuperacion de suelos agricolas afectados (Rodriguez-Arrizabal,
2017). Se busca una solucién sustentable que asegure condiciones del suelo favorables para
el crecimiento de las plantas, particularmente a través del manejo de la materia organica, el
aumento de la actividad bidtica del suelo y la creacion de sinergismos entre los componentes
de la agrobiodiversidad (Altieri y Nicholls, 2013), que al mismo tiempo el suelo esté en

proceso de descontaminacion y produzca alimentos inocuos.

En este sentido, las enmiendas orgdnicas aseguran el manejo asusto de la materia organica
en el suelo, adicionando materiales organicos de distinta composicion y procedencia, como
los residuos y subproductos agroindustriales. La agroindustria origina grandes cantidades de
residuos organicos, causando una problematica global que contribuye de manera activa a la
contaminaciéon ambiental (Vargas-Corredor y Pérez-Pérez, 2018), sin embargo, estos
subproductos pueden ser aprovechados para generar beneficios para la economia y el

medioambiente (Ros et al., 2012).



En la ultima década, los residuos agroindustriales han sido un foco de investigacion a nivel
mundial, debido a que pueden ser materia prima para generar productos de interés (Saval,
2012). Estos residuos presentan una alta posibilidad de ser aprovechados generando
beneficios para el ambiente y la sociedad, al reciclarse y utilizarse para prevenir la
contaminaciébn o recuperar ecosistemas alterados, se perfilan como una alternativa
innovadora, eficiente y de bajo costo a la solucidon a problematicas ambientales como la
contaminacién del suelo por el vertimiento de hidrocarburos (Vargas-Corredor y Pérez-
Pérez, 2018). Garcia-Torres et al., (2011) determind la eficiencia para la remocion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y de hidrocarburos totales del petroleo (HTPs)
de un suelo contaminado con petrdleo crudo, utilizando dos tipos de residuos agroindustriales
como enmiendas organicas y texturizante, dando mejora de aireacion, porosidad y humedad
en los suelos contaminados, por otro lado, se aument6 las concentraciones de nitrogeno y
fosforo, mejorando las interacciones biologicas de la microbiota autoctona del suelo asi
como el aumento de actividad enzimatica y por consiguiente, altos porcentajes de remocion

del contaminante.

En México, las especies mas cultivadas y comercializadas son los champifiones (Agaricus),
las setas (Pleurotus) y el hongo shiitake (Lentinula) (Mayett et al., 2010). Los volumenes
producidos de hongos en México ascienden a mas de 62, 374 ton/afio y la importancia
ecologica de esta actividad radica en la utilizacion y reciclaje de mas de 500,000 ton anuales
de subproductos agricolas y forestales derivados del cultivo de hongos comestibles
(Martinez-Carrera et al., 2007). Los sustratos post-cultivo o sustratos agotados (SA) de
hongos comestibles son un residuo agricola que se genera en grandes cantidades, es tratado
como residuo y eliminado en vertederos generado graves problemas medioambientales en
sus zonas de cultivo. Sin embargo, el SA presenta un alto contenido en materia organica y
una compleja microbiota con la capacidad de excretar encimas lignoliticas al medio,
proteinas muy importantes en los procesos de biorremediacion de suelo (Barragan-Huerta et

al., 2008; Pardo-Giménez et al., 2010; Luna-Fontalvo et al., 2013; Garcia-Delgado, 2015).

El SAP (sustrato agotado de Pleurotus spp.) contiene suficientes nutrientes que pueden
adicionarse al suelo o como sustrato alternativo para la produccion de plantas de interés
agricola (Luna-Fontalvo et al., 2013), proviendo beneficios a las propiedades fisicas y

quimicas del suelo. Los residuos post-cultivo de hongos comestibles utilizados para la
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biorremediaicon (bioestimulacion) ya han sido estudiados en la purificacion de aire, agua,
suelos y sustratos contaminados con plaguicidas, asi como su utilizacion en cultivos de flores

y hortalizas en invernadero, y como enmienda general de suelos (Pardo-Giménez, 2008).

Gran variedad de hongos filamentosos tienen la capacidad para biotransformar xenobioticos
como HPAs ya han sido experimentados, como lo son; Talaromyces helicus y Trichoderma
harzianum. Algunas cepas de Talaromyces spp. han sido estudiadas concluyendo que son
tolerantes para crecer y reproducirse de manera normal en ambientes contaminados, asi como
biodegradar HPAs y algunos metales pesados (Reyes-César et al., 2014). Para el caso de
Trichoderma spp., se conocen diversas aplicaciones biotecnoldgicas como usos de biocontrol
de fitopatdogenos y la produccion comercial de enzimas liticas, pero su uso en la
biodegradacion de xenobioticos es limitado (Zafra et al., 2005). Trichoderma harzianum esta
asociado con la capacidad de metabolizar HAPs de alto y bajo peso molecular y cuenta con
diversas caracteristicas de importancia agricola e industrial, sin embargo, también se ha
descrito como tolerante a contaminantes recalcitrantes que incluyen metales pesados,

pesticidas e hidrocarburos (Pernia et al. 2012).

Por lo que la biorremediacion y la fitorremediacion en asociacidn con microbios son
tecnologias innovadoras que tienen el potencial de aliviar numerosos problemas de
contaminacion ambiental (Tripathi ez al., 2013). El éxito de la fitorremediacion radica en la
correcta identificacion de especies, éstas deben contar con valores ecoldgicos y economicos
deseables en los que se puedan aprovechar sus recursos sin que sean peligrosos para la salud

y que a su vez produzcan cantidades aceptables de biomasa (Nungaray-Arteaga, 2014).

En las ultimas décadas, gran biodiversidad de especies vegetales se han estudiado para la
fitorremediacion tanto en campo como en laboratorio, ya se han identificado 163 taxones de
plantas, pertenecientes a 45 familias, tolerantes a xenobidticos organicos € inorganicos
(Nungaray-Arteaga, 2014). Entre las familias dominantes se encuentran: Asteracea,
Brassicaceae, Caryophyllaceae (Cai et al., 2010; Ajuru y Nmom, 2017, Nguemte et al.,
2018), esta ultima, familia a la que pertenece Gypsophila paniculata, especie vegetal
utilizada en esta investigacion. Gypsophila paniculata, comunmente llamada Nube, Velo de

novia o Lluvia, es una planta herbicea de duracién anual cultivada como ornamental



(Casierra-Posada et al., 2010), ampliamente demandada en Puebla, principalmente en Dia de

muertos o como relleno de arreglos florales (Tlahuextl-Tlaxcalteca et al., 2005).

Las plantas ornamentales no solo pueden embellecer nuestro medio ambiente, sino también
remediar los suelos contaminados con petroleo, debido a que algunas de ellas pueden evitar
la introduccion del contaminante o sus metabolitos en su cadena alimenticia (Sharma et al.,
2018).

En este sentido, el objetivo de este trabajo de investigacion fue desarrollar una tecnologia
agroecologica empleando técnicas de biorremediacion (fitorremediacion, bioaumentacion y
bioestimulacion); para la utilizacion de suelos afectados con hidrocarburos en la produccion

de flor de ciclo corto en invernadero.



1.2 Planteamiento del problema

La contaminacion de los suelos con hidrocarburos ha ido en aumento, especialmente en
paises en desarrollo (Ajuru y Nmom, 2017). En México existen suelos contaminados con
hidrocarburos como consecuencia de fugas y derrames debido a la explotacion, produccion,
refinacion y transporte de petrdleo causando deterioros al ambiente, especies vegetales,
animales y en la salud humana (Garcia-Torres ef al., 2011; Pernia et al., 2012). Este tipo de
siniestros ocurren principalmente en las zonas rurales, teniendo mayor efecto en las
poblaciones dedicadas a la agricultura, provocando perjuicios socioecondémicos, pobreza
alimentaria y marginacion (Cavazos-Arroyo et al., 2014). La contaminacion de estos
agroecosistemas también ocasiona afectaciones sobre los consumidores de alimentos que se
siguen produciendo en dichos suelos. Aunque en el Estado de Puebla no hay datos fidedignos
sobre numero de derrames de combustible o areas agricolas afectadas por dicho fenémeno,
es bien sabido que esta actividad delictiva ha ocasionado un problema no sélo econdémico-
social, sino una grave catastrofe ambiental y de salud.

En Puebla, la problematica de robo y derrames de hidrocarburos ha sido aumentando de
manera exponencial en los tltimos afios ya que existen gasoductos que atraviesan mas de 25
de sus municipios (Cavazos-Arroyo et al., 2014). El denominado Triangulo Rojo, se refiere
a una region de robo de combustible en el Estado de Puebla; compuesta por los municipios
de Acajete, Tepeaca, Acatzingo, Huixcolotla, Quécholac, Tecamachalco y Palmar de Bravo.
Actualmente, esta actividad ilicita se ha convertido en uno de los principales ingresos
econdmicos de los grupos del crimen organizado (Montero-Vieria, 2018). Puebla se
encuentra en el primer lugar de nimero de tomas clandestinas entre enero del 2017 y
diciembre 2018, con més de 1800 tomas reportadas (PEMEX, 2019).

Los hidrocarburos como gasolinas, aceites y petroleo crudo tienden a formar una capa en
forma de nata en el nivel freatico y se mueven horizontalmente en direccién al flujo del agua
subterranea, lo que impide el correcto flujo del liquido vital y nutrientes en el suelo (Ortinez-
Brito et al., 2003). Se sabe que las propiedades fisicas del suelo que son afectadas por la
presencia de hidrocarburos son; la estructura del suelo debido a la ruptura de los agregados,
asi como el aumento de la retencion del agua en la capa superficial y el potencial hidrico. La
dificil degradacion de hidrocarburos se debe a su alto peso molecular y a que pueden ser

adsorbidos por los 4cidos humicos del suelo (Pérez-Armendariz et al., 2011).



La presencia de hidrocarburos modifica las propiedades fisicas y quimicas de los suelos
(Vargas-Corredor y Pérez-Pérez, 2018), causando procesos de fitotoxicidad y alterando las
comunidades microbianas. Medioambientalmente existe una gran preocupacion debido a su
resistencia a la biodegradacion y su potencial de bioacumulacion (Mata et al., 2017), esto se
debe a sus caracteristicas recalcitrantes, tales como su compleja estructura molecular, baja
solubilidad e hidrofobicidad (Pérez-Armendariz et al., 2011). Lo preocupante de la
contaminacion por HPAs se debe a su potencial de acumulacion, asi como los casos ya
estudiados de moléculas de hidrocarburos aromdticos con consecuencias mutagénicas y

carginogénicas (Reyes-César et al., 2014).



1.3 Justificacion

Los impactos socio ambientales de los derrames de hidrocarburos en los agroecosistemas,
obligan a buscar estrategias sustentables de saneamiento.

Las técnicas de remediacion fisicoquimica conllevan a la destruccion del suelo, evitan la
reutilizacion de los sitios produciendo pérdida de las funciones del mismo, asi como la
retencion y filtracion de agua o las necesidades basicas de las especies vegetales (Fayeulle et
al., 2019); sin embargo, las tecnologias de biorremediacion; como la fioterremediacion, la
bioaumentacion y la bioestimulacion son considerados buenos sistemas de manejo
agroecologico para la transformacion de los compuestos xenobidticos, de forma segura y
econdmica tanto en quimicos y energia como en tiempo (Reyes-César et al., 2014; Pastor-
Mogollon, 2014).

La atenuacidn natural por la intemperie lleva décadas debido a la falta de oxigeno y nutrientes
en el agua para los organismos microbianos (Chibueze et al., 2016), en este sentido, la
biorremediacion ha brindado una oportunidad favorable debido a que es un proceso ecologico
y rentable. Algunas de las especies microbianas utilizadas pueden digerir los hidrocarburos
y utilizar el carbono compuesto resultante como fuente de carbono y energia para el
crecimiento y la reproduccion. Simultdneamente, los hidrocarburos se hidrolizan a partir de
compuestos organicos toxicos y complicados en compuestos inorganicos no toxicos y
simples, como el CO2 y el HYO (Wang et al., 2011). Por otro lado, la biorremediacion también
puede emplearse en areas a las que no se puede llegar facilmente sin excavacion, usando

tecnologias tanto in situ como ex situ (Kulshreshtha et al., 2014).

El impacto de este trabajo de investigacion radica obtener una ganancia econémica con la
produccion de ornamentales, mientras su suelo contaminado es tratado (fitorremediacion,
bioaumentacion), sin poner en riesgo al consumidor produciendo un alimento contaminado,
y al mismo tiempo revalorizando los residuos agroindustriales como fuente de nutricion para

el sistema agricola (bioestimulacion).



1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar una tecnologia agroecologica empleando técnicas de biorremediacion
(fitorremediacion, bioaumentacion y bioestimulacion); para la utilizacioén de suelos afectados

con diésel y la produccion de Gypsophila paniculata en invernadero.

1.4.2  Objetivos especificos

e Evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo impactado con diésel de la region
de San Martin Texmelucan, Puebla, México, de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-
2000.

e Desarrollar las pruebas de biorremediacion utilizando Gypsophila paniculata, SAP y
hongos filamentosos.

e Evaluar los parametros fisiologicos de Gypsophila paniculata (Indice de Calidad de
Dikson, nimero de hojas, flores y botones; y contenido de clorofila).

e Evaluar las caracteristicas fisicas, quimicas y la remocion de diésel en suelo

biorremediado.



1.5 Hipotesis
Las tecnologias agroecoldgicas como la biorremediacion permiten utilizar suelos

contaminados con hidrocarburos en la produccion de Gypsophila paniculata bajo

condiciones de invernadero.
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2. Marco Teorico
2.1 Manejo sostenible de agroecosistemas
El manejo inadecuado de los materiales y residuos peligrosos ha provocado un grave
problema de contaminacion de los suelos y los cuerpos de agua a nivel global (Ortinez-Brito
et al., 2003). En México, el mal uso y el creciente nimero de tomas clandestinas en los
oleoductos, ha causado una problematica grave de suelos contaminados con hidrocarburos,
teniendo un impacto negativo en la salud humana y la economia de la region (Castro et al.,
2013). Estos siniestros dafian principalmente zonas rurales, teniendo mayor efecto en suelos
agricolas o agroecosistemas (Cavazos-Arroyo et al., 2014).
Un agroecosistema se refiere al drea que se ha transformado para favorecer el cultivo
agricola, en el cual intervienen, ademas de los factores naturales, las acciones humanas,
culturales y de praxis, asi como diversas tecnologias (Machado y Campos, 2008). Es decir,
un ecosistema artificial ocasionado por la intervencion humana (Garcia-Céspedes et al.,
2016).
Los agroecosistemas contaminados presentan afectaciones en la salud ecosistémica, pérdidas
en la integridad ecologica, manejo ineficiente de los recursos agua y suelo, asi como
dependencia a insumos externos (Garcia—Alvarez, 2008; Garcia-Céspedes et al., 2014).
Los agroecosistemas altamente tecnificados utilizan la energia de forma ineficiente
proveniente de fuentes no renovables como combustibles fosiles, hacen uso de practicas
intensivas del suelo que causan deterioro de sus propiedades productivas, asi como
agotamiento de agua, y afectaciones a la salud humana; por lo que la agricultura convencional
no puede considerarse sustentable (Garcia-Alvarez, 2008; Sarandén y Flores, 2014).
Las diferencias mas importantes entre la agricultura convencional y la agroecologia se
muestran en la Figura 2.1., mientras que la Figura 2.2 resume las diferencias entre el enfoque

productivista y la agroecologia en la produccion de alimentos.
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Agricultura Convencional

- Vision a corto plazo
- Concepto productivista

- Enfasis en el rendimiento.

- J

4 )

- No incorpora el costo ambiental
- Sistemas simples, baja diversidad

— (inestabilidad)
- La biodiversidad como fuente de
genes.
. J

Agroecologia

- Vision a largo plazo
- Concepto sustentable

- Enfasis en el agroecosistema y
ecosistemas relacionados

- Incorporacion del costo
ambiental

- Sistemas complejos, alta
diversidad (estabilidad)

- La biodiversidad funcional y
estructural en los agroecosistemas
9 y como soporte de vida.

Figura 2.1. Diferencias entre la Agricultura convencional y la Agroecologia™

*Adaptado de Sarandon y Flores, 2014.

Enfoque Productivista

Enfoque Agroecoldgico

* Agrocultura Intensiva

* Reduccionista

* Falta de una dptica sistémica
 Importancia de los componentes.

¢ Reduccion o mala definicion de los limites
del sistema.

* Soélo reconoce al conocimiento cientifico.
* Lo local es poco importante.

» Uso exclusivo del territorio.

*Minimiza aspectos socioculturales.

*Principalmente basada en tecnologias de
insumos.

* Los cientificos “generan” la tecnologia.

* Agrocultura sustentable

*Holistico

*Existen varios modos de hacer agricultura

* La ética como valor fundamental.

* Empleo de una optica sistémica

* Importancia de las interrelaciones

* Ampliacion y redefinicion de los limites del
sistema.

* Reconoce el conocimiento cientifico y otros.

* Concepto pluriepistemoldgico

*Lo local es importante: potencial endégeno

*Uso multiple del territorio: alimentos, turismo,
paisaje, servicios ecoldgicos

* Revaloriza aspectos socioculturales.

Principalmente basada en tecnologias de
procesos.

*Participacion del agricultor en la generacion
de tecnologia.

Figura 2.2. Diferencias entre el enfoque productivista y el agroecologico*

&
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Durante afios, se considerdo que los intereses de la agricultura y la proteccion del medio
ambiente eran contrapuestos, en la actualidad se corrobora que es posible conciliar ambas
situaciones, auxilidndose de la gestion ambiental, para alcanzar el desarrollo sustentable
(Altieri y Nicholls, 2007; Garcia-Céspedes et al., 2014).

En este sentido, es necesario crear un nuevo paradigma que proporcione soluciones partiendo
de las interacciones del conocimiento cientifico y regional para una produccion sustentable
(Sarandon y Flores, 2014), emplear enfoques holisticos e integradores que encuentren los
problemas ambientales en el contexto agricola actual y logren el desarrollo de la actividad
agricola (Garcia-Céspedes et al., 2014).

El manejo agroecoldgico ha demostrado ser la tnica posibilidad para superar las limitaciones
fisicas, quimicas y bioldgicas que se presentan como consecuencia de la agricultura
convencional (Nufiez, 2000). Este tipo de manejo de agroecosistemas requiere abordar estas
interacciones de espacio como un tipo especial de ecosistema, donde existen interacciones
de componentes fisicos, bioldgicos y socioecondmicos, asi como el impacto ambiental que
¢stos producen (Sarandon y Flores, 2014).

Segun Sarandén y Flores (2014), para que la agricultura sea sustentable, debe cumplir los
siguientes puntos:

1) Suficientemente productiva.

2) Econdomicamente viable a largo plazo y contabilizando todos los costos.

3) Ecologicamente adecuada, que conserve la base de recursos naturales y que preserve la
integridad del ambiente en el ambito local, regional y global.

4) Cultural y socialmente aceptable.

En los ultimos afios, la agroecologia ha sido utilizada como una alternativa de manejo que
permite una produccion sostenible y de calidad, preservando los recursos naturales y el
desarrollo rural, se fundamenta tanto en el conocimiento tradicional y local, asi como por la
disciplina cientifica (Labrador, 2008). Se trata de un nuevo campo de conocimientos, que se
define como el enfoque o disciplina cientifica que retine, sintetiza y aplica conocimientos de
la agronomia, la ecologia, la sociologia, la etnobotanica y otras ciencias afines, teniendo una
vision holistica, sistémica y ética, para generar conocimientos adecuadas para disefar,

manejar y evaluar agroecosistemas sustentables (Sarandon, 2002).
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Puntualmente, la agroecologia se refiere al uso de la ecologia en los sistemas agrarios y tiene
como objetivo el conocimiento de elementos y procesos claves que regulan el
funcionamiento de los agroecosistemas, con el fin de establecer las bases cientificas para una
gestion eficaz de los sistemas agrarios en armonia con el ambiente (Sarandon y Flores, 2014;
Garcia-Céspedes et al., 2016). La Agroecologia incorpora también, la relacion entre la
agricultura, el ambiente global y las dimensiones sociales, econdmicas, politicas, éticas y
culturales (Caporal y Costabeber, 2004).

Segiin Guzman y colaboradores (2000), a Agroecologia tiene los siguientes principios:

- Enfoque holistico y sistémico.

- Enfoque multidisciplinario

- Investigacion-accion participativa

- Los actores del campo agricultores son sujetos y no solo objetos del proceso de
vestigacion.

Sarandon y Flores (2014), puntualizan que la agroecologia tiene las siguientes caracteristicas:

- Produccion eficiente que toma en cuenta el costo ecologico y que promueva la
conservacion de los recursos naturales y la biodiversidad.

- Disminucion de riesgo por fluctuaciones ambientales o de mercado.

- Mayor estabilidad y resiliencia en el tiempo.

- Degradacion de los recursos naturales renovables a un ritmo menor o igual a su tasa
de reposicion o del desarrollo de tecnologias alternativas (cultural y socialmente
aceptables).

- Aumento en la biodiversidad.

- Menor dependencia del uso de insumos externos.

- Uso eficiente de la energia.

- Eliminacién de dafio al ambiente, a otras especies, y/o a la salud de agricultores y

consumidores.

2.1.1 Contaminacion de agroecosistemas
El mal manejo de materiales peligrosos ha generado una problematica de contaminacion de

suelos, entre estos fenomenos, se destacan los producidos por la extraccion y el manejo del
petrdleo y sus derivados en todos los paises productores de hidrocarburos (Benavides et al.,

2006; Garcia-Lopez, 2006). Los derrames de hidrocarburos son considerados como
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emergencias ambientales debido al riesgo para la salud humana y los recursos naturales
(Flores-Puente et al., 2004).

Los suelos agricolas se han visto recientemente afectados por actividades antropogénicas y
de delincuencia, explotacion y robo de combustible (Chenaut, 2017). Los derrames de
hidrocarburos suelen dafiar suelos agricolas ya que los oleoductos regularmente atraviesan
comunidades rurales dedicadas en gran medida a esta actividad primaria, estos siniestros
ocasionan pérdidas econdmicas y conflictos sociales, asi como la inutilizacioén de los suelos
para la produccion agricola (Cavazos et al., 2014).

México es un pais petrolero y sus suelos se han visto contaminados por actividades de
explotacion y manipulacion de esta industria, asi como de robo de combustible. El robo de
hidrocarburos es una conducta tipificada que consiste en la sustraccion de combustible de las
compafias encargadas de su transporte, almacenamiento y comercializacién (Angulo-Soto,
2019).

Los Estados con mayor numero de reportes de tomas clandestinas y accidentes son: Puebla,
Hidalgo, Guanajuato, Veracruz, Jalisco, Estado de México y Tamaulipas (PEMEX, 2019).
En el ultimo reporte de PEMEX, del 2012 al 2018 se registraron més de 215 mil 215 derrames
de combusrible en el territorio mexicano, siendo la mayoria provocados por perforaciones y
conexiones (tomas clandestinas) realizadas por delincuentes (Gonzalez, 2019). En la Figura

2.3, se puede observar como el nimero de tomas clandestinas ha ido en aumento con cifras

alarmantes.
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Figura 2.3 Tomas clandestinas a nivel Nacional por aiio (PEMEX, 2019)*

*Tomas clandestinas por denuncia anonima, PEMEX (2013)

16



La presencia de hidrocarburos en los suelos cambia sus propiedades fisicas, quimicas, y las

interacciones bioldgicas que por su naturaleza quimica son altamente toxicos.

2.2 Quimica de hidrocarburos

Los hidrocarburos contienen solo carbono e hidrogeno y se originan principalmente de

fuentes antropogénicas (Suman et al., 2015). Por su parte, los combustibles derivados de

¢éstos son una mezcla compleja compuesta de una variedad de materiales, principalmente

hidrocarburos saturados, compuestos aromaticos, asfaltenos y resinas (Tang et al., 2012).

Segun Ortinez-Brito (2003), los hidrocarburos se clasifican en:

- Hidrocarburos Biogénicos, son los que sintetizan plantas, animales, microbiota, plancton
marino, diatomeas, y algas.

- Hidrocarburos Antropicos, son los introducidos por la actividad humana, como los
procesos de combustion industrial, combustibles fosiles y petrdleo refinado.

- Hidrocarburos Alifaticos, compuestos de carbono e hidrégeno que forman solamente
cadenas abiertas.

- Hidrocarburos Aromaticos policiclicos (HAP), se refieren a los producidos por las
actividades humanas que estan formados por dos o mas anillos de benceno.

Los hidrocarburos alifaticos o de cadena abierta (Tabla 2.1), se dividen en funcién del enlace

entre dos atomos de carbono; los alcanos son los conformados por un enlace simple, los

alquenos por un enlace doble y alquinos de enlace triple (Buendia 2012).
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Tabla 2.1 Grupos de hidrocarburos alifaticos

NOMBRE FORMULA ESTRUCTURA

H
I

Alcano CnHon+2 H _,__/C\H
H
H H
\ /
Alqueno CnHon C=C
/ \

Alquino CuHon H—C=C—H

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son un gran grupo de productos quimicos
contaminantes persistentes en el medio ambiente conformados por 2 a 7 anillos aromaticos
fusionados; éstos pueden dividirse en compuestos de bajo peso molecular, que consisten en
menos de cuatro anillos, y compuestos de alto peso molecular con cuatro o mas anillos
(Vécha et al., 2010; Ki-Hyun ef al., 2013; Yakovleva et al., 2013; Mezzanotte et al., 2015;
Suman et al., 2015; Rengarajan et al., 2015).

Las propiedades fisicas de los HAP varian con su peso molecular y estructura (Ki-Hyun et
al., 2013). La importancia de los HAP se relaciona con la movilidad que tienen debido a su
peso molecular: los HAP de alto peso molecular son relativamente inmdviles y, por ende, de
baja volatilidad y solubilidad (Ortinez-Brito, 2003). Los principales HAPs pueden

observarse en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2 Principales HAP*

PESO
NOMBRE FORMULA MOLECULAR ESCRTUCTURA
(g/mol)
Naftaleno CioHg 128
Antraceno C1aHio 178
Fenantreno Ci4Hio 178 Oé O
Pireno CieHio 202 6"0
Benzo|a]antraceno CisHiz 228 _O O O
Criseno CisHiz 228 Ogo
Benzo|[a]pireno CaoH12 252 ‘ “

Dibenzo[a,h]antraceno CxnHis 278 ‘ e

*Tabla modificada de Ki-Hyun y colaboradores (2013).
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Los HAP se consideran un grupo de compuestos peligrosos y toéxicos, clasificados como
contaminantes prioritarios debido a que muchos de ellos han sido identificados como
potentes carcindgenos y mutagénicos, capaces de bioacumularse en las cadenas alimentarias
(Jianwang et al., 2010; Yakovleva et al., 2013; Mezzanotte et al., 2015; Suman et al., 2015).
Debido a su alta toxicidad y su amplia distribucion en el medio ambiente, incluidos el aire,
el agua, los suelos y los sedimentos, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos ha incluido algunos HAP como contaminantes prioritarios (Jianwang et al., 2010;
Yakovleva et al, 2013). Y por su importancia ambiental, los HAP se enumeran como
contaminantes prioritarios para su remediacion (Sardar ef al., 2010).

Los hidrocarburos tienen una gran influencia en las propiedades fisicas del suelo, tales como
la permeabilidad, estructura, tamafio de las particulas, contenido de humedad y de materia
organica (Ortinez-Brito, 2003). Los HAP son contaminantes orgdnicos persistentes que se
distribuyen ampliamente en los suelos (Teng et al., 2010). Las propiedades fisicoquimicas,
la composicion y la microbiota del suelo cambian con la presencia de hidrocarburos, la
hidrofobicidad de estos compuestos los vuelve dificilmente extraibles y biodisponibles para
los microorganismos y otros receptores ecoldgicos (Tang et al., 2012). Las caracteristicas
recalcitrantes de los hidrocarburos en el ambiente se deben a su densidad, presion de vapor,
coeficiente de particion de suelo, polaridad, electronegatividad, hidrofobicidad y estabilidad
quimica (Ortinez-Brito, 2003).

Los efectos toxicos de los hidrocarburos en el ambiente dependen de la cantidad y
composicion del combustible derramado, asi como el tiempo de exposicion, la temperatura,
humedad y oxigeno del suelo (Ki-Hyun ef al., 2013; Velasquez et al., 2015). Los compuestos
organicos ligeros como gasolinas, aceites y petroleo crudo tienden a formar una capa en
forma de nata en el nivel freatico y se mueven horizontalmente en direccion al flujo del agua
subterranea. Los compuestos organicos densos, migran hacia la base del acuifero creando
una columna a partir de la cual pueden moverse en direccion del flujo del agua subterranea,
contaminando asi el acuifero en toda su profundidad (Sardar et al., 2010).

La determinacion y monitoreo de los HAP en muestras ambientales es necesaria e importante
para la salud humana (Jianwang et al., 2010) ya que los HAP afectan a los organismos a
través de diversas acciones toxicas, haciendo interferencia con la funcién normal de las

membranas celulares, asi como con los sistemas enzimaticos asociados con la membrana
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(Rengarajan et al., 2015). Ademas, se ha demostrado que algunos HAP tienen efectos
cancerigenos y mutagénicos y son inmunosupresores potentes (Rengarajan et al., 2015).

La exposicion a altos niveles de mezclas contaminantes que contienen HAP, también produce
sintomas como irritacion ocular, nduseas, vomitos, diarrea y confusion, inflamacion y alérgia
topica (Teng et al., 2010), mientras que los HAP mas pesados son los mds toxicos y
carcinogénicos; entre ellos se encuentran el benzo[a]pireno y dibenzo[a,h]antraceno (Ki-
Hyun et al., 2013).

En la Figura 2.3 Se muestran los efectos que la exposicion a HAP provoca en la salud

humana.

Irritacion de piel y ojos

Corto Plazo Neuseas y vomito

Inflamacion

Efectos a la salud por ( )

exposicion a HAP Cancer gastrointestinal,
de piel, pulmén y
vejiga
) —

Daiio renal y hepatico
Largo plazo

Daiio celular,
mutaciones

Muerte por paro
cardiorespiratorio

Figura 2.4 Efectos a la salud por exposicion a HAP*

*Diagrama modificado de Ki-Hyun y colaboradores (2013).

Por las caracteristicas recalcitrantes y peligrosas que presentan los HAP, se han estudiado y
desarrollado una serie de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que permiten limpiar los
suelos de éstos compuestos organicos xenobioticos. Algunas de ellas se describen en el

siguiente apartado.
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2.3 Técnicas de recuperacion de suelos

Las tecnologias de recuperacion de suelos comprenden cualquier operacion unitaria que
altere la composicion de un contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o biologicas
de manera que reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del material contaminado (EPA,
2001).

Cualquier técnica de remediacion de suelos se clasifica de acuerdo su modo de empleo en in
situ 'y ex situ. Las técnicas in situ se refieren a las realizadas en el sitio contaminado, son de
menor costo y de bajo impacto ambiental. Por otro lado, las técnicas ex sifu comprenden las
tecnologias que retiran el suelo contaminado del ecosistema y lo tratan en otro espacio,
destacan por su efectividad, dado que el suelo contaminado es fisicamente eliminado y el
suelo nuevo que se incorpora se homogeniza, aunque tienen un costo elevado (Boupojp et
al., 2017).

En la Tabla 2.3 Se presentan los tratamientos fisicos y quimicos clasificados por in situ y ex
situ mas empleados para la recuperacion de suelos contaminados por hidrocarburos. La Tabla

2.4 muestra los tratamientos bioldgicos de remediacion de suelos con la misma clasificacion.

Tabla 2.3 Técnicas fisicas y quimicas de recuperacion de suelo

CLASIFICACION TECNICA DESCRIPCION REFERENCIA

Lavado de Uso de detergentes y/o agua para Ortinez-Brito
suelo lavar el suelo y separarlo del etal, 2003
hidrocarburo, sin embargo, el costo
es muy elevado.

Extraccionde Los compuestos volatiles se  Coria, 2007
vapores remueven del suelo en fase mediante
In situ la obtencion de un gradiente de
presion y concentraciones. Los
gases extraidos requieren
tratamiento y disposicion final.

Surfactantes  Debido a su alta solubilidad, Riojas-
movilizan los hidrocarburos =~ Gonzélez et
adsorbidos o no absorbidos al suelo, al., 2010
sin embargo, inhiben la actividad
microbiologica.
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Continuacion Tabla 2.3 Técnicas fisicas y quimicas de recuperacion de suelo

CLASIFICACION TECNICA

DESCRIPCION

REFERENCIA

Estabilizacion

Imoviliza los contaminantes
mediante la microencapsulacion, los
componentes quedan atrapados en el
interior de la estructura cristalina de
la matriz solidificada a nivel
microscopico. Los materiales se
degradan a particulas mas pequefias
y la mayor parte del residuo
peligroso permanece atrapado.

Méndez-
Lopez, 2008

In situ Separacion

electrocinética

Esta técnica también es llamada
electrorremediacion, se basa en la
generacion de un campo eléctrico a
partir de una corriente directa. Un
electrodo y un electrolito son
colocados en el suelo,
posteriormente, el contaminante se
transporta hacia los pozos donde
sera extraido.

De la Rosa-
Pérez et al.,
2007

Incineracion

Desorcion
térmica
Ex situ

Oxido-
reduccion

Deshalogenacion
quimica

El suelo contaminado es sometido a
temperaturas de 1200 °C para que
los contaminantes se evaporen y se
guemen bajo condiciones
controladas. La disposicion final
puede hacerse en hornos de cemento
por valorizacion que permite una
eliminacion segura de pasivos
ambientales.

El suelo es llevado a temperaturas
altas para volatilizar los
contaminantes contenidos en su
matriz solida.

Son reacciones reversibles que
transforman xenobioticos en
variantes menos toxicos por medio
de la transferencia de electrones.
Los contaminantes reducidos ganan
electrones, y el dador de electrones
se oxida.

Los contaminantes con cloro y fluor
son convertidos en sustancias menos
toxicas mediante reacciones de
deshalogenacion que eliminan o
sustituyen dichos hal6genos
volviendo la molécula menos toxica.

Coria, 2007

Mendoza et
al., 2005

Martin-
Moreno et al.,
2004

Lopez-
Martinez et
al., 2005
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Tabla 2.4 Técnicas biologicas de recuperacion de suelo

CLASIFICACION TECNICA DESCRIPCION REFERENCIA
Fitorremediacion Consiste en el uso de plantas para la ~ Boupojp et
descontaminacion, haciendo uso de al., 2017
los sistemas radiculares y tejidos
aéreos
Bioestimulacion Proceso que afiade nutrientes y Thapa et al,
oxigeno para estimular la microbiota 2012
existente  involucrada en la
biorremediaciéon. Es un proceso de
optimizacién de la condicion del
entorno del sitio de remediacion.
Bioaumentacion Se refiere a la adicion de una cepa o Tyagi ef al.,
consorcio microbiano pre adaptado, 2010
In situ asi como microorganismos
genéticamente  modificados  que
favorezcan el proceso de
biorremediacion.
Bioventeo Se basa en la extraccion de vapores Megharaj et

del suelo mediante una diferencia de
presion generada por el bombeo de
aire desde el exterior, se aplica en
suelos con baja concentracion de
contaminantes. Es una técnica de bajo
costo y minimo impacto.

al., 2010
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Continuacion Tabla 2.4 Técnicas biologicas de recuperacion de suelo

CLASIFICACION TECNICA DESCRIPCION REFERENCIA

Landfarming  Es la construccion de “unidades de =~ Mmom &
tratamiento” o “celdas de Deekor, 2010
tratamiento”, que evitan el transporte
de los hidrocarburos hacia otras areas
por infiltracion.

Biopilas Son sistemas cerrados que mantienen Anza-Cruz et
la temperatura para evitar la al., 2016
saturacion de agua de lluvias,
disminuir la evaporacion de la misma

Ex situ y de los contaminantes volatiles.
Compostaje El compost es utilizado debido a que  Visitacion-
tiene facultad de sostener poblaciones  Figueroa et
microbianas que degradan los al., 2016

hidrocarburos mineralizandolos hasta
CO» o fijandolos en dicha matriz

solida.
Biodegradacion Los biorreactores son sistemas que Medina-
en reactor involucran la interaccidon entre una  Moreno, et

fase gaseosa, una solida (suelo o al., 2015
sedimento) y una fase acuosa donde

se  encuentran  MiCroorganismos
degradadores en suspencion.

2.4 Biorremediacion

Debido a que las tecnologias correctivas basadas en ingenieria son costosas y perjudiciales,
existe un creciente interés en desarrollar nuevas tecnologias de remediacion que sean
sustentables (Sardar et al., 2010). La biorremediacion es método alternativo econémico y
eficiente a procesos quimicos o fisicos de remediacion (Xiaojun et al., 2007; Thapa et al.,
2012).

Por definicion, la biorremediacion es el uso de organismos como bacterias y hongos o
plantas, para degradar los contaminantes ambientales en formas menos toxicas para la salud
y el medio ambiente (Megharaj et al., 2010; Medina-Moreno, et al., 2015; Anza-Cruz et al.,
2016; Boupojp et al., 2017).

Dentro de las tecnologias de biorremediacion encontramos la bioestimulacion, la

bioaumentacion y la fitorremediacion, que se describen a continuacion.
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2.4.1 Bioestimulacion
La biodegradacion de hidrocarburos en el suelo puede estar limitada por muchos factores,
incluidos nutrientes, pH, temperatura, humedad, oxigeno, propiedades del suelo y presencia
de contaminantes (Tyagi et al., 2010). En el ecosistema natural, diferentes especies de
organismos atacan a los diferentes sustratos que estan presentes, y la tasa de degradacion se
vuelve maxima cuando hay un buen suministro de nutrientes en el suelo (Rhodes, 2014).
La bioestimulacion implica la modificacion del medio ambiente para estimular la microbiota
autoctona implicada en el proceso de biorremediacion (Mancera-Lopez et al., 2007; Dias et
al., 2010; Zawierucha & Malina, 2011; Népoles et al., 2015). Esto se puede hacer mediante
la adicion de varias formas de nutrientes limitantes y aceptores de electrones, como fosforo,
nitrégeno, oxigeno o carbono (Thapa et al., 2012).

2.4.2 Bioaumentacion
Debido a su biodiversidad y su potencial catabdlico, los microorganismos se han
aprovechado a gran medida para la biodegradacion de compuestos toxicos (Boupojp et al.,
2017).
La bioaumentacion se refiere a la inoculacion de microorganismos que tengan la capacidad
de degradar el contaminante y mejorar el proceso de biodegradacion (Okparanma et al., 2011;
Azizi et al., 2013). La microbiota utilizada en la bioaumentacion, puede ser autoctona del
sitio contaminado o puede aislarse de otro lugar (Kumar et al., 2011).
Esta técnica es utilizada en sitios que no cuentan con suficiente poblacion microbiana y/o la
poblacion nativa no posee las rutas metabdlicas necesarias para degradar los compuestos en
cuestion (Tyagi et al., 2010).
La bioaumentacion ha sido ampliamente estudiada para la degradacion de contaminantes
tanto organicos como inorgénicos, y se ha utilizado una gran variedad de bacterias y hongos;
el uso de estos ultimos para la limpieza de sitios contaminados es un proceso denominado

microrremediacion.

2.4.2.1 Micorremediacion
Los hongos solos o en sinergia con bacterias y plantas muestran diversas caracteristicas y
componentes importantes para las biotecnologias de remediacién de suelo, agua y aire

contaminados (Harms et al., 2011). Estos microorganismos son importantes en el entorno
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natural debido a la descomposicién, transformacion y ciclado de nutrientes (Pérez-Alvarez
et al., 2017). Los hongos han demostrado potencial para la eliminacion de metales,
degradacion y mineralizacion de fenoles, hidrocarburos aromaticos policiclicos, insecticidas,
pesticidas, colorantes, biopolimeros y otras sustancias (Rhodes, 2014; Yussuf et al., 2016;
Varjani & Patel, 2017).

La micoremediacion es una tecnologia nueva que utiliza cepas fungicas para la limpieza de
ambientes contaminados (Okparanma et al., 2011; Bhandari, 2017). Es una técnica rentable,
que no produce subproductos toxicos y por accion de la mineralizacion completa de los

contaminantes, otorga una solucién permanente a la problematica de contaminacién (Hamba

& Tamiru, 2016; Rhodes, 2014).

2.4.2.2 Mecanismos de micorremediacion de hidrocarburos

Los microorganismos poseen estrategias de adaptacion como la capacidad de modificar su
membrana celular para mantener las funciones bioldgicas necesarias, la produccion de
compuestos tensoactivos como biosurfactantes y del uso de bombas de flujo para disminuir
la concentracion de compuestos toxicos dentro de las células (Tyagi et al., 2010). La
capacidad microbiana de degradar compuestos organicos se ha estudiado en los tltimos afios,
existen microoganismos capaces de degradar pesticidas e hidrocarburos; desde alcanos hasta
compuestos poliaromaticos, y se ha concluido que algunas de ellas usan estos contaminantes
como su unica fuente de carbono y energia (Kumar et al., 2011).

Los hongos tienen una ventaja sobre los organismos unicelulares ya que son capaces de
solubilizar los sustratos insolubles mediante la produccion de enzimas extracelulares (Figura
2.4y 2.5) (Hamba & Tamiru, 2016). Los hongos de podredumbre blanca son utilizados en la
biotecnologia como agentes de biorremediacion debido a su capacidad para degradar una
amplia gama de xenobidticos recalcitrantes que tienen estructura similiar a la lignina, como
los hidrocarburos. Los también llamados hongos lignoceluldsicos, secretan enzimas como
lignina peroxidasas, manganeso peroxidas y las lacasas que oxidan compuestos recalcitrantes
como los HAP y producen H>O» (Harms et al., 2011; Yussuf et al., 2016; Prakash, 2017;
Varjani & Patel, 2017). El micelio fungico exuda enzimas extracelulares y acidos que pueden

descomponer la lignina y la celulosa, a medida que el hongo descompone la madera y las
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hojas, se forma un material rico llamado humus, descomponiendo los metabolitos hasta CO»
(Rhodes, 2014; Enshasy et al., 2017).

Los hongos tienen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares; el sistema hidrolitico,
que produce hidrolasas responsables de la degradacion de los polisacaridos y un sistema
ligninolitico oxidativo y extracelular inico, que degrada la lignina y rompe los anillos de

fenilo (Prakash, 2017).

CO,+H,0+Residuos+

Contaminante halogenado
Energia

Contaminante electrolifico menos toxico Contaminante orgénico

Donador de electrones Donador de electrones Aceptor de electrones Aceptor de electrones
~ Aziicar oxidados oxidados reducidos
Acidos grasos CO2+H20+Productos de la 0, H,0
H, fermentacion+Energia NO;y N,
Fe(11I) Fe(1I)
SO, H,S
Biodegradacién reductiva Biodegradacién oxidativa

Figura 2.5 Proceso general de biodegradacion de contaminantes organicos*

*Adaptado de Tyagi et al., (2010)
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Figura 2.6 Etapas iniciales de la ruta de micorremediacion de HAP*

*Adaptado de Prakash (2017)
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En la Figura 2.6 se observa que el ataque inicial de contaminantes puede ocurrir extracelular
o intracelularmente, los metabolitos generados durante la oxidacion de contaminantes
extracelulares pueden estar sujetos a catabolismo intracelular o pueden formar residuos
unidos de los constituyentes del suelo. Por otro lado, los metabolitos que surgen del ataque
inicial intracelular pueden excretarse y luego pueden sufrir reacciones enzimaticas
extracelulares adicionales o formar residuos unidos a través del acoplamiento oxidativo
abiotico. También pueden secretarse en forma de conjugados o pueden sufrir mas
catabolismo intracelular. Esto puede resultar en mineralizacion o, nuevamente, en excrecion
de metabolitos en varias etapas de oxidacion si se impide la oxidacion posterior (Harms et

al., 2011).
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Figura 2.7 Principales métodos de micorremediacion de contaminantes organicos*

Lacasas

*Adaptado de Harms et al., (2011)

Las lacasas son enzimas producidas por basidiomicetos y ascomicetos, son parte de la familia

de las oxidasas azules de cobre multiple que catalizan el electron de cuatro moléculas de

sustrato reductor durante la oxidacion de una serie de sustratos aromaticos con la reduccion

de oxigeno molecular en agua (Harms et al., 2011). Estas enzimas son capaces de degradar

la lignina en ausencia de peroxidasas (Enshasy et al., 2017).
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Debido a su amplia especificidad de sustrato y al hecho de que usan oxigeno molecular como
aceptor final de electrones en lugar de peroxido de hidrégeno como lo usan las peroxidasas,
las lacasas son enzimas muy utilizadas en la biorremediacion (Prakash, 2017).

La ingenieria genética es otra estrategia que se puede utilizar para mejorar las caracteristicas
cataliticas de las lacasas y permitir la produccion rentable de las lacasas en hospedadores
homologos o heterdlogos; los ascomicetos son mas susceptibles a la manipulacién genética
que los basidiomicetos (Harms et al., 2011).

Las lacasas difieren de la lignina peroxidasa y la manganeso peroxidasa en su capacidad para

continuar su actividad oxidativa en ausencia de H,O» (Enshasy et al., 2017).

Peroxidasas y oxidoreductasas
Los hongos presentan enzimas catabolicas intracelulares y oxidorreductasas extracelulares
que permiten la degradacion de compuiestos recalcitrantes (Figura 2.5), las ligninas
peroxidasas son capaces de mineralizar una variedad de compuestos aromaticos
recalcitrantes (Prakash, 2017). Las oxidorreductasas extracelulares son enzimas que apoyan
el crecimiento de hongos en sustratos recalcitrantes de estructura aleatoria como la
lignocelulosa a través de la despolimerizacion y eliminacion de la lignina y sus derivados de

sustancias hiimicas (Harms et al., 2011).

Citocromo P450

Las oxidasas del citocromo P450 de funcion mixta catalizan las epoxidaciones e
hidroxilaciones de numerosos contaminantes, la presencia de multiples genes que codifican
el citocromo P450 contribuye a la enorme versatilidad catabdlica de los hongos ligninoliticos
(Harms et al., 2011).

El citocromo P450 puede iniciar el metabolismo de dioxinas, nonilfenol y HAP en estos
organismos, sin embargo, el hecho de que las oxidorreductasas extracelulares también
pueden oxidar tales contaminantes plantea la cuestion de si un ataque primario intracelular o
extracelular sobre contaminantes predomina en una situacion ambiental particular, ya que
esto podria influir en la expresion de enzimas degradantes (Kulshreshtha et al., 2014;

Bautista-Garcia et al., 2017).
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2.4.3 Fitorremediacion

La fitorremediacion se define como el uso de plantas y sus microorganismos asociados para
la limpieza ambiental de contaminantes organicos o inorganicos (Afzal et al., 2011; Zhang
et al., 2012; Shahsavari et al., 2015). Esta técnica de remediacion de suelos, es una
herramienta rentable y ecoldgicamente compatible para la limpieza ambiental de una amplia
gama de contaminantes como hidrocarburos de petroleo, solventes clorados, pesticidas y
metales (Srujana & Khan, 2011).

Las plantas y la microflora de la rizosfera se ocupan de los contaminantes a través de una
gama de mecanismos que incluyen fitodegradacion, fitovolatilizacion, fitodegradacion,

fitoextraccion, fitoestabilizacion y rizodegradacion (Figura 2.7).

Fitovolatilizaciéon 4

° Fitoextraccion

Fitodegradacién

Fitoestabilizacion * <o

Rizorremediacion

¢ Contaminante /Rizodegradacion

Figura 2.8 Mecanismos de fitorremediacion*

*Adaptado de Shahsavari et al (2015)
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Fitovolatilizacion

En la fitovolatilizacion, el tejido vegetal absorbe ciertos contaminantes y luego los libera en
forma volatil al aire, puede usarse para la eliminacion del suelo de compuestos organicos
volatiles (Shahsavari et al., 2015). Algunos hidrocarburos bajo peso molecular pueden
liberarse a la atmdsfera a través de procesos de transpiracion por fitovolatilizacion (Yavari
et al., 2015).

Para la eliminacion de compuestos de bajo peso molecular del suelo, se utiliza la
fitovolatilizacion, una técnica en la que las plantas volatilizan contaminantes que se
convierten biolégicamente en gases y las liberan a través de las hojas en un proceso de
evapotranspiracion (Oliveira, et al., 2014).

Los compuestos no volatiles pueden ser secuestrados en los tejidos de la raiz mediante
modificacion enzimdtica o almacenados en la vacuola o en las paredes celulares, este proceso

es llamado fitoacumulacion (Yavari et al., 2015).

Fitoextraccion
La fitoextraccion implica la introduccion de plantas hiperacumuladores en sitios
contaminados, este proceso involucra el cultivo repetido de plantas en suelo contaminado
hasta que la concentracion de contaminante disminuya a niveles aceptables (Oliveira, ef al.,
2014). En éste proceso, después de la cosecha, la biomasa contaminada es tratada antes de su
eliminacion en vertederos, incineracion o procesos de conversion termoquimica (Srujana &

Khan, 2011).

Fitodegradacion
La fitodegradacion se refiere al uso de enzimas degradativas producidas por el tejido vegetal
que permite transformar los contaminantes organicos en compuestos no toxicos que pueden
moverse dentro de las plantas (Shahsavari et al., 2015). Algunos compuestos orgéanicos
pueden ser directamente degradados y completamente mineralizados por enzimas vegetales

a través de la fitodegradacion (Glick, 2010).
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Fitoestabilizacion
La fitoestabiliazacion es la capacidad de las plantas para producir enzimas que transformen
los contaminantes orgdnicos y reduzcan su biodisponibilidad (Yavari ef al., 2015). Este
proceso reduce la movilidad y el potencial de migracién de contaminantes en el suelo
(Srujana & Khan, 2011).
Se trata de la capacidad de las plantas para reducir la biodisponibilidad de los contaminantes
inmovilizandolos en el suelo y reduciendo y evitando la migracion al agua o al aire (Oliveira,

etal., 2014).

Rizodegradacion/Rizorremediacion

La rizofiltracion es una técnica de remediacion que implica la absorcion de contaminantes
por las raices de las plantas (Srujana & Khan, 2011; Bramley et al., 2014), puede ocurrir
naturalmente, o puede lograrse deliberadamente mediante la introduccion de microbios
especificos, estos microbios pueden ser degradantes de contaminantes y/o pueden promover
el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés (Magbool et al., 2012).

El uso de plantas y la microbiota de su rizosfera para la eliminacion de contaminantes del
medio ambiente se basa en el aumento del nimero de poblacion microbiana en la rizosfera y
la estimulacion de su actividad metabdlica (Oliveira, ef al., 2014). Las plantas proporcionan
exudados radicales ricos en fuentes de carbono, nutrientes, enzimas y oxigeno, creando un
ambiente favorable en el que se estimula la actividad microbiana, estas interacciones no se
limitan a la rizosfera; mas bien, se extienden al interior de la planta (Bramley et al., 2014).
Los exudados de las raices de las plantas son azicares, acidos organicos y compuestos
aromaticos, ricos en carbono y energia para el crecimiento de microorganismos, estos
exudados pueden iniciar la respuesta quimiotactica de los microbios para la colonizacion de
la raiz, lo que estimula la degradacion de los contaminantes orgénicos (Yavari et al., 2015).
Son pocos los procesos de degradacion que ocurren directamente en los tejidos vegetales, la
mayoria son el resultado de la asociacion de raices, exudados de raices, rizosfera y
microbiota, este proceso es denominado como rizorremediacion (Megharaj et al., 2010). La
fisiologia especifica y la bioquimica de las raices de las plantas junto con la actividad de los
microorganismos de la rizosfera hacen que los sistemas metabolicos de las plantas sean

capaces de remediar los xenobidticos como los hidrocarburos (Bramley et al., 2014).

34



Los contaminantes organicos como los hidrocarburos son degradados mediante el
mecanismo de fitodegradacion o rizodegradacion, actualmente, la técnica de rizoremediacion
es mas frecuente y afecta tanto a las plantas como a sus microbios rizosféricos asociados

(Magbool et al., 2012).

2.4.3.1 Mecanismos de fitorremediacion de hidrocarburos
Las plantas tienen diferentes mecanismos para la eliminacion o degradacion de los
hidrocarburos (Yavari et al., 2015), y realizan cualquiera de los mecanismos de

fitorremediacion descritos anteriormente, siguiendo tres etapas (Figura 2.8).

Las plantas realizan
cualquiera de los
mecanismos de 1. Adsorcion
fitorremediacion

siguiendo tres fases

A través de la
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Después de cruzar la Comola Ty el pH
Su cruce por la
membrana, los del suelo, el peso
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2. Excrecion contaminantes son molecular e depende de factores
distribuidos a través hidrofobicidad del P
. externos
de toda la planta. contaminante
*Los contaminantes
S Se lleva a cabo por
que se absorben por Sinergia con .
, . s . . . la via de la
las raices, se 3. Desintoxicacion microbiota autdctona . N
. . . e mineralizacion hasta
excretan via hojas (rizodegradacion)

(fitovolatilizacion). dioxido de carbono

Figura 2.9 Etapas en la fitorremediacion™

* Adaptado de Srujana & Khan (2011)

Después de la absorcion de la raiz, los hidrocarburos pueden experimentar diferentes destinos
(Glick, 2010). Los compuestos no volatiles pueden ser secuestrados en los tejidos de la raiz
mediante la modificacién enzimatica, también se almacenan en la vacuola o en las paredes
celulares de la planta (Yavari et al., 2015). Antes de que el contaminante sea translocado por
la corriente de transpiracion en el xilema a otros tejidos de la planta, éste ingresa al sistema
simple para superar las barreras de las tiras casparianas suberizadas en la endodermis de la

raiz donde se produce la desintoxicacion y el metabolismo (Srujana & Khan, 2011).
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Las plantas liberan enzimas de raices como la deshalogenasa, nitroreductasa, peroxidasa y
lacasa, que juegan un papel importante en la reduccion de contaminantes organicos (Magbool
et al., 2012). Los productos finales de la degradacion de hidrocarburos incluyen alcohol,
acidos, didxido de carbono y agua primarios (Glick, 2010).
Segun Srujana & Khan (2011), el proceso de fitorremediacion consta de principalmente
cuatro etapas. La primera etapa, la absorciéon de compuestos organicos del suelo y el agua.
La segunda etapa de trata de la acumulacion o procesamiento de estos productos quimicos
mediante lignificacion, volatilizacidn, metabolizacion, mineralizacion. La tercera etapa, el
uso de enzimas para descomponer moléculas organicas complejas en moléculas mas simples
hasta llegar a dioxido de carbono y agua. La cuarta etapa consta en aumentar el contenido de
carbono y oxigeno del suelo alrededor de las raices para promover la actividad microbiotica
y la descomposicion de los tejidos de la raiz.
Bramley y colaboradores (2014), describieron la descomposicion de los hidrocarburos a
través de la rizodegradacion como un proceso de dos partes. En primer lugar, la planta
proporciona exudados de las raices como enzimas, azicares simples, aminoacidos, alifaticos
y aromaticos que estimulan el crecimiento de microorganismos asociados a las raices,
mientras que el crecimiento de la raiz también puede extenderse a un suelo més profundo,
permitiendo el acceso al aire y al agua, cambiando asi la concentracion de didxido de
carbono, el pH, el potencial redox, el potencial osmotico, el contenido de humedad y la
concentraciéon de oxigeno del suelo, lo que conduce a un entorno mejor capacitado para
soportar alta biomasa microbiana.
Lopez-Martinez et al. (2005), detallaron el proceso de fitorremediacion en las siguientes
etapas:
e FEtapa 1 Mecanismos. Ocurren reacciones de oxidacion, reduccion e hidrélisis, donde los
contaminantes organicos pierden parte de su estructura dando lugar a metabolitos polares
e hidrosolubles. Estos procesos son posibles gracias a que las células vegetales poseen
sistemas enzimaticos localizados en el reticulo endoplasmico que; 1) introducen en la
molécula xenobidtica un &tomo de oxigeno por accién de oxigenasas, y 2) Los citocromos
P450 (CYTP450) que catalizan reacciones de hidroxilacion, desaminacion,

desulfuracion, epoxidacion, peroxigenacion y reduccion (Figura 2.9).
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e FEtapa 2 Fases que participan en la fitorremediacion. Carbohodratos, aminodacidos,
péptidos y proteinas son unidos al contaminante por reacciones catalizadas por
transferasas, los contaminantes conjugados son acumulados en las vacuolas de la célula
vegetal donde son facilmente sometidos a oxidaciones posteriores.

e [Etapa 3 Interacciones planta-microorganismo. Los xenobidticos organicos atrapados en
las vacuolas son atacados por enzimas como alcohol deshidrogenasas, aldehido
deshidrogenasas, carbonil reductasas, quinona reductasa, fenoloxidasa, preroxidasas,
lacasas, monoxigenasas dependiente de CYTP450 amino Nmetiltransferasa, alcohol
sulfotransferasa, entre otras, convierten los contaminantes en aldehidos y por ultimo en

acidos (Figura 2.10).

Etapa I Etapa II ‘ 0 ‘
—_—
CYTP 450 0 ;
Epéxido . .
= Hidroxi
J— H,0 hidrolasa
G Epéxido \ "

Aromitico Epéxido ‘
OH

OH

CYTP 450
RC=CR —>» RC-CR+ H0 Dihidrodiol
H H Y
o]
Alifético Epéxido

Figura 2.10 Reacciones microsomicas en la fitorremediacion de hidrocarburos™

*Adaptado de Lopez-Martinez et al. (2015)

Alcohol 0] Aldehido

Il
RCH,OH + NAD* R-C-H+ NADH + H*

o) o)
Il Il

R-C-H+ NAD* R-C-OH+ NADH + H*
Aldehido Acido

Figura 2.11 Reacciones citosolicas en la fitorremediacion de hidrocarburos™

*Adaptado de Lopez-Martinez et al. (2015).
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CAPITULO 3
Materiales y Métodos
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3. Metodologia

Este trabajo de investigacion fue realizado en los laboratorios de Manejo de suelo y agua y
Hongos y Patologia vegetal del Centro de Agroecologia de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (CENAGRO BUAP), ubicado en el Edificio VAL 1 del Ecocampus
Valsequillo BUAP, asi como en el invernadero de Investigacion del Centro de Innovacion
Tecnologica en Agricultura Protegida de la Universidad Popular Autonoma del Estado de
Puebla (CITAP UPAEP) . La estrategia general del trabajo se llevo a cabo en 3 etapas que
se describen en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Estrategia general del trabajo
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3.1 Etapa 1 Suelo

3.1.1 Muestreo
Aproximadamente 100 kg de suelo no contaminado (blanco) fueron recolectados en el

municipio de San Martin Texmelucan perteneciente al Estado de Puebla, México.

3.1.2 Preparacion de muestra

La contaminacion del suelo se llevdo a cabo conforme a lo citado por Dias Martinez y
colaboradores (2013); el suelo se dejo secar a temperatura ambiente durante 7 dias,
posteriormente se contamind a 30 000 ppm de diésel, utilizando 30 ml de diésel disueltos en
10 ml de acetona por cada kilogramo de suelo. Dicho suelo fue dejado a proceso de

impregnacion e intemperizacion por 3 meses para su posterior uso.

3.1.3 Caracterizacion fisica y quimica del suelo inicial

Tanto el suelo blanco como el contaminado fueron analizados en el Laboratorio de Suelos
del Departamento de Investigaciones de Ciencias Agricolas (DICA) de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla. La caracterizacion fue basada en la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (DOF, 2000) y las variables que se tomaron en cuenta se muestran en la
Tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Parametros fisico-quimicos del suelo*

PARAMETRO METODO
pH AS-02%*
Materia organica AS-07*
Nitrégeno Total AS-25%*
Textura AS-09*
Calcio AS-12%*
Magnesio AS-12%*
Sodio AS-12%*
Potasio AS-12%*
Capacidad de intercambio cationico AS-12%*
Fosforo Bray-1
Densidad aparente Probeta
Conductividad eléctrica AS-18*

* NOM-021-SEMARNAT-2000 (DOF, 2000)

3.2 Etapa 2 Propagacion de Plantulas y hongos

3.2.1 Germinacion

Las semillas de Gypsophila paniculata fueron donadas por el Jardin Botanico Universitario
BUAP.

La germinacion de las semillas se llevo a cabo en el Invernadero de Investigacion del CITAP
UPAEDP; se utilizaron 2 charolas de germinacion de 200 cavidades con turba como sustrato.
Con el fin de apresurar la germinacion, las charolas fueron cubiertas con un plastico negro
durante los primeros 7 dias. Inmediatamente después de la germinacion el pléstico fue

retirado y el riego de las charolas fue cada tercer dia por 3 semanas mas, hasta el trasplante.

3.2.2 Evaluacion de la calidad de la plantula

3.2.2.1 Medicién de Indice de calidad de Dickson (ICD)
Para tener informacion sobre la calidad de la especie vegetal al momento del trasplante (30
dias después de la siembra), se eligieron 10 individuos al azar a los que se les realizaron
mediciones de largo aéreo, largo de raiz, nimero de hojas verdaderas, peso himedo y peso

seco para posteriormente obtener el indice de calidad de Dickson.
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El ICD se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion:

PST

A PSA
D PSR

Indice de calidad de Dickson (IDC) =

Donde:

PST: peso seco total de la planta (g)

PSA: peso seco de la parte aérea de la planta (g)
PSR: peso seco de la parte radical de la planta (g)
A: altura de la planta (cm)

D: diametro de la planta (mm)

3.2.2.2 Cuantificacion de clorofila

La determinacién de clorofila fue a partir de una modificacion del protocolo de Hipkins y

Baker (1986); 50 mg de tejido vegetal fue puesto en un mortero de porcelana, colocando 10

ml de etanol al 80% la muestra fue triturada y puesta en un frasco para centrifuga de 15 ml,

se inici6 la centrifugacion a 2000 rpm por 5 minutos. Esta metodologia se siguid para cada

una de las 10 muestras. Posteriormente, en un espectrofotometro se termind la absorbancia a

650 y 665 nm, realizando los siguientes calculos:

ClorofilaTotal = 25.8 x A650 + 84.0 * A665

Donde:

A650= absorbancia a 650 nm
A665= absorbancia a 665 nm
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3.2.3 Cultivo de hongos

La cepa de Talaromyces helicus (GenBank MF286531) fue otorgada por el cepario de hongos
del Laboratorio de Investigacion Biotecnoambiental de 1a Universidad Popular Autonoma de
Puebla, mientras que la cepa de Trichoderma harzianum. fue conferida por el laboratorio de
Hongos y Patologia vegetal del CENAGRO BUAP.

Ambos hongos fueron crecidos en cajas Petri de 60x15 mm con agar Papa Dextrosa BD
Bioxon® (Anexo 2). Se utilizé el método de picadura en la siembra de los hongos y las cajas
Petri fueron puestas en incubadora 7 dias a 28°C para lograr un crecimiento dptimo.

A partir de dichos cultivos, se realizaron caldos en 250 ml de Extracto de malta DIBICO®
(Anexo 3) y con ayuda de un sacabocados, se coloco una rodaja del cultivo en caja, se agitd

por 15 minutos y se puso a crecer en la incubadora a 28°C por 7 dias.

3.2.4 Conteo de esporas

A partir de los caldos de cultivo (soluciéon madre), se realizaron 10 diluciones decimales,
posteriormente, las diluciones de homogenizaron con ayuda de un vortex y se tomd una
muestra que se coloco en una camara de Neubauer. Por ultimo, se hizo el conteo de esporas
en el microscopio a 40x y se obtuvo el promedio de conidios por campo (Ibarra et al., 2005).

Esta metodologia se llevo a cabo tinicamente con las diluciones 1, 5 y 10.

3.2.5 Inoculacion

A partir del conteo de esporas, se determind la alicuota de la solucion madre que permitiera
afiadir 1x10° de esporas/ml de ambas especies fungicas a cada unidad experimental. Las
unidades experimentales fueron preparadas conforme al disefio experimental (Tabla 3.2); el
suelo de cada maceta se inoculd con ambos hongos y se dejo interactuar por 7 dias antes de

hacer el trasplante.

3.2.6 Diserio experimental

Para observar los efectos de las diferentes tecnologias de biorremediacion empleadas en este
trabajo, asi como los resultados de sus interacciones, se realizd un disefio de experimentos
completamente aleatorizado con 4 tratamientos y sus respectivos blancos (suelo sin
contaminar), asi como un tratamiento para identificar efectos de la microbiota autdoctona

como control negativo (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2 Diseiio experimental

Tratamiento*  Suelo-SAP  Inoculacion Gypsophila  Repeticiones

fungica paniculata
TO 100-0 3
T1 90-10 X X 5
TB1 90-10 X X 5
T2 100-0 X X 5
TB2 100-0 X X 5
T3 90-10 X 5
TB3 90-10 X 5
T4 90-10 X 5
TB4 90-10 X 5

8

* TO= Microbiota autoctona
Tl=suelo contaminado + SAP+ complejo fungico + flor
TB1=suelo sin contaminar +SAP + complejo fungico+ flor
T2=suelo contaminado + complejo fungico + flor

TB2= suelo sin contaminar + complejo fungico + flor
T3=suelo contaminado + SAP + flor

TB3=suelo sin contaminar + SAP + flor

T4= suelo contaminado + SAP + complejo fungico

TB4= suelo sin contaminar + SAP + complejo fiingico

Los efectos de la bioestimulacion en el sistema se observan en los tratamientos con SAP,
utilizando una proporcion de 10%. Los tratamientos a los que se les aplico el complejo
fingico, conformado por Talaromyces helicus y Trichoderma sp. (1x10° conidias/ml de cada
especie) permitieron analizar los efectos de la bioaumentacidon, mientras que el producto del
proceso de fitorremediacion fue observado en los tratamientos donde se empled una plantula
de Gypsophila paniculata.

Los tratamientos con Gypsophila paniculata permitieron, a su vez, evaluar la posibilidad de
producir flores de ornato en suelo afectado por hidrocarburos utilizando las tecnologias de
biorremediacion y sus interacciones como enmiendas agroecoldgicas.

Las unidades experimentales fueron macetas de plastico de 1 kg de capacidad, se realizaron
5 repeticiones por tratamiento mas las repeticiones con suelo blanco y 3 repeticiones del
control negativo para observar efectos de la microbiota autdctona en la remocion de
hidrocarburos; teniendo un total de 43 unidades experimentales.

Para obtener porcentajes de remocion al final de la Etapa 3 del proceso experimental,
muestras de 100 g de suelo de cada tratamiento, fueron guardadas en bolsas plasticas de cierre
hermético y refrigeradas a 4°C para frenar la actividad microbiana y posteriormente realizar

la extraccion de diésel con base al inciso 3.3.2.

3.2.7 Trasplante

El trasplante de la plantula de Gypsophila paniculata a las unidades experimentales, se
realizé 30 dias después de la siembra, en cuanto la plantula mostré una raiz resistente que
permitiera extraerla de la cavidad de la charola de germinacion sin romperla. Se
seleccionaron 40 plantulas homogéneas; 10 para la evaluacion de calidad descrita en el punto

3.2.2, y 30 para los tratamientos puntualizados en la Tabla 3.2.

45



3.3 Etapa 3 Biorremediacion

3.3.1 Ensayo de biorremediacion

Este experimento se llevo a cabo en el Invernadero de investigacion del CITAP UPAEP, las
43 unidades experimentales fueron colocadas en mesas de madera, donde el riego se efectud
cada tercer dia y con ayuda de un termohigrometro digital se monitore6 diariamente la

temperatura (°C) y la humedad relativa del ambiente.

3.3.2  Parametros fisiologicos de la planta

3.3.2.1 Medicion de indice de calidad de Dickson
Para evaluar la calidad de las plantulas después del ensayo de biorremediacion y las
diferencias que pudieran existir entre las crecidas en un ambiente contaminado y las
desarrolladas en suelo blanco; se realizé una estimacion del Indice de Calidad de Dickson

(ICD) como se explica en el inciso 3.2.2.1.

3.3.2.2 Cuantificacion de clorofila
Para observar danos y diferencias en el proceso fotosintético de las plantulas crecidas en
ambientes contaminados y las que no; se cuantifico la clorofila Total de cada plantula, esto,
con base en el protocolo de Hipkins y Baker (1986), tal y como se describe en el inciso

3.2.2.2.

3.3.3 Remocion de diésel

Con la finalidad de obtener las concentraciones de diésel al inicio del Ensayo de
biorremediacion, se sutilizaron las muestras de suelo inicial, puntualizadas en el ultimo
parrafo del inciso 3.2.6.

De igual forma, transcurridos los 50 dias del Ensayo de biorremediacion, se realizé una
muestra compuesta de cada tratamiento, las cuales fueron guardadas en bolsas plasticas con
cierre hermético y refrigeradas 4°C hasta su utilizacion en los incisos 3.3.3.1 y 3.3.3.2.

Se obtuvieron 7 muestras como se ejemplifica en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.3 Muestras para obtener Remocion de diésel

MUESTRA* DESCRIPCION

TO y T2 Inicial 100% suelo contaminado al iniciar el Ensayo de biorremediacion

T1, T3 y T4 Inicial  90% suelo contaminado al iniciar el Ensayo de biorremediacion +10% SAP

TO Final Muestra compuesta del TO al finalizar el Ensayo de biorremediacion
T1 Final Muestra compuesta del T1 al finalizar el Ensayo de biorremediacion
T2 Final Muestra compuesta del T2 al finalizar el Ensayo de biorremediacion
T3 Final Muestra compuesta del T3 al finalizar el Ensayo de biorremediacion
T4 Final Muestra compuesta del T4 al finalizar el Ensayo de biorremediacion

* TO= Microbiota autéctona

T1= SAP+ complejo fungico + flor
T2= complejo fungico + flor
73=SAP + flor

T4= SAP + complejo fungico

3.3.3.1 Cuantificacion de Hidrocarburos Totales del petroleo con HPLC
Por triplicado, se procedio a la extraccion del hidrocarburo de cada muestra, se realizd por
bafio ultrasénico, con una metodologia adaptada de los procedimientos utilizados por
Buddhadasa, ef al. (2001), Bolotnik ef al. (2018) y Ahmed et al. (2018). Se pesé y mezcld 2
g de suelo con sulfato de sodio anhidro hasta secar la muestra, a esto se le adicion6 10 ml de
una solucion diclorometano-acetona 1:1 (v/v) y se sometid a bafio ultrasonico por 45 min con
intervalos de 10 min de ultrasonicacién y 5 min de reposo. Transcurrido este tiempo, las
muestras se transfirieron a tubos falcon de 15 ml para centrifugarse por 10 min a 2000 rpm.
Por tultimo, se recupero el sobrenadante en tubos Eppendorf de microcentrifuga, filtrandolo
con ayuda de un embudo de cristal y papel filtro. Se obtuvieron 3 tubos por muestra (por
tratamiento), dando lugar a un total de 15 muestras.
Las muestras fueron inyectadas en el Cromatdgrafo de Gases Agilen Technologies® modelo
7890A acoplado a espectroscopia de masas 5975C. Se utilizé el método de Hidrocarburos de
alta temperatura con la columna Agilent 19091S-413HP-5MS®, siguiendo las
especificaciones descritas en el Anexo 4.
Se inyectaron 3uL al equipo, dentro de ¢€l, estos uL se vaporizaron y divieron en 10 partes, 9
se desecharon y 1 se inyectd a la columna. La columna trabajo 25 minutos para disociar los
compuestos de la mezcla por medio de cambios de temperatura, separando dichos
compuestos de bajo hacia alto peso molecular. Una vez separados, los compuestos puros se
mandaron al detector de masas, rompiendo los enlaces moleculares y formando aniones y
cationes. Estos iones se clasificaron con base a su carga y peso melecular para después ser
comparados con la base de datos NIST 2.0®, arrojando los nombres de los compuestos mas
probables a los iones recolectados.
Se utilizaron los resultados del Carbono 1 hasta el Carbono 40 (C1 al C20), organizdndolos
nuevamente por tiempo de retencion y verificando su aparicion en las 3 muestras. Por Gltimo,
se realiz0 una sumatoria y de obtuvieron los datos HTPs iniciales y finales de cada
tratamiento.
El porcentaje de remocion de HTPs fue calculado con la siguiente formula:

HTPs Inicial — HTPs Final

% remocion HTPs = HTPs Inicial x 100
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Donde:
HTPs Inicial= Sumatoria de HTPs al inicio del Ensayo de biorremediacion

HTPs Final= Sumatoria de HTPs al final del Ensayo de biorremediacion

3.3.3.2 Cuantificacion de mg kg™ de Diésel residual por gravimetria

La extraccion del diésel contenido en las muestras se realizé de acuerdo al método de Linares
(2006). Antes de iniciar el protocolo, tubos de ensaye de 15ml y Sulfato de sodio anhidro
(Na2SO4) necesarios fueron puestos a peso constante, colocandolos en la estufa a 105°C por
24 horas.

Se pesaron aproximadamente 3 gramos de suelo y 3 gramos Na2SO4 mezclandolos en tubos
para centrifuga de 15 ml con ayuda de un vortex por 60 segundos. Después, se adicionaron
5 ml de diclorometano, agitando nuevamente en vortex durante 60 segundos logrando
homogenizar la muestra. Posteriormente, cada tubo fue puesto en la centrifuga a 5000
revoluciones por minuto durante 10 minutos, retirando el sobrenadante de solvente que fue
puesto en los tubos previamente tarados. Estos lavados se realizaron 3 veces en cada muestra,
hasta obtener un aproximado de 15ml de diclorometano que se dejo evaporar durante 7 dias
en la campana de extraccion. Este proceso se realizo por triplicado a cada muestra.

El diésel residual quedd contenido en los tubos de ensayo, estos fueron utilizados para los
analisis gravimétricos en la determinacion de partes por millon (ppm) de diésel residual,

tomando en cuenta los siguientes calculos:

RB — RA

mg/kg de Diésel residual = 2

Donde:
RA= peso (mg) del tubo vacio a peso constante

RB= peso (mg) del tubo con el extracto de hidrocarburos

P = cantidad de suelo utilizado (g)

Por tltimo, el porcentaje de remocion de ppm de diésel residual fue calculado con la siguiente

formula:

L ) mg/kg diésel Inicial — mg/kgdiésel Final
% remocion Diésel residual = — — x 100
mg/kg diésel Inicial
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Donde:
ppm diésel Inicial= partes por millon de diésel al inicio del Ensayo de biorremediacion

ppm diésel Final= partes por millon de diésel al final del Ensayo de biorremediacion

3.3.4 Caracterizacion fisica y quimica de suelo biorremediado
Con el proposito de analizar los cambios de la calidad fisica y quimica del suelo después del
ensayo de biorremediacion, se realizaron muestras compuestas de cada tratamiento y se

repitieron todos los andlisis del inciso 3.1.3.

3.3.5 Analisis estadistico de resultados

Para obtener las diferencias significativas entre los tratamientos, los resultados obtenidos en
el inciso 3.3.2, 3.3.3 y 3.3.4 fueron analizados estadisticamente a partir de una prueba de T-
Pareada. Y posteriormente, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un factor y prueba
de Tukey con un nivel de confianza del 95%. Se utiliz6 el programa estadistico Minitab

18.1® con licencia para UPAEP.
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CAPITULO 4
Resultados y Discusion
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4.1 Resultados

4.1.1 Suelo inicial
4.1.1.1 Muestreo
Las coordenadas e imagenes satelitales de los sitios de muestreo pueden observase en la

Figura 4.1.

Figura 4.1 Imdgenes satelitales y coordenadas del lugar de muestreo
a) Suelo contaminado 19.290600, -98.425064, b) Suelo Blanco 19.300044, -98.4221877

4.1.1.2 Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (contaminado).
Las muestras iniciales se enviaron a analisis de suelo al Departamento de Investigacion de
Ciencias Agricolas (DICA) BUAP. Los resultados obtenidos correspondientes a los analisis
fisicos y quimicos sobre la fertilidad del suelo tanto contaminado como blanco y sus
proporciones con SAP, antes del Ensayo de biorremediacién se muestran en la Tabla 4.1

(Anexo 3).

Tabla 4.1 Analisis fisicos y quimicos del suelo inicial

Parametro/Muestra Blanco Contaminado Blanco Contaminado Método

+ SAP + SAP
pH 7.51 7.76 7.2 7.67 AS-02*
Materia organica (%) 2.37 2.90 7.21 9.50 AS-07*
N total (%) 0.14 0. 084 0.223 0.189 AS-25%
C/N 9.819 20.025 18.753 27.928
Textura Franco Franco Franco Franco Franco
arenosa arenosa arenosa arenosa arenosa
Ca (cmolc/Kg) 3.55 6.62 6.2 21.94 AS-12%*
Mg (cmolc/Kg) 0.5 1.233 4.9 1.966 AS-12%*
Na (cmolc/Kg) 0.313 0.582 0.6 0.379 AS-12%*
K (cmolc/Kg) 0.6 0.8 0.9 0.9 AS-12*
P (mg/kg) 10.36 11.41 8.26 23.45 Bray-1
DA (g/mL) 1.337 1.325 1.22 1.183 Probeta
CE (dS/m) 166 131 470 141 AS-18%*

*NOM-021-SEMARNAT-2000
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De acuerdo con Casierra-Posada y colaboradores (2010) los valores de todas las variables
anteriores se encuentran dentro de los rangos para un crecimiento optimo de Gypsophila
paniculata, por lo que no fue necesario usar alguna herramienta agroecologica. De este modo,

se concluyo utilizar el suelo sin modificaciones en las siguientes etapas de la investigacion.

4.1.2 Proceso de biorremediacion
4.1.2.1 Germinacion
Como se observa en la Figura 4.2, las semillas de Gypsophila paniculata comenzaron su
germinacion 7 dias después de su siembra. A los 25 dias, pudieron observarse brotes de 2 a
4 ramificaciones, lo que indicé crecimiento uniforme y a tiempo para el trasplante (Avila y

Pereyra, 2015).

Figura 4.2 Germinacion y crecimiento de Gypsophila paniculata

a) Dia 0, b) Dia 7, ¢) Dia 25 después de la siembra.

4.1.2.2 Evaluacion de la calidad de la plantula al momento del trasplante
Los resultados de las mediciones de distintas variables de crecimiento y desarrollo de las
plantulas antes del trasplante de Gypshophila paniculata a las unidades experimentales, se

muestran en la Tabla 4.2 (Anexo 5).
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Tabla 4.2 Condiciones iniciales de la especie vegetal

VARIABLE MEDIA
Peso hiimedo (g) 4.8545+1.8435
Peso seco (g) 0.3513+0.1725
Largo aéreo (cm) 3.3666+0.5577
Largo de raiz (cm) 3.8555+1.1262
Diametro (mm) 0.9333+0.1316
ICD* 0.0957+0.0389
Clorofila total (ng) 5.0117+0.6873

IDC= Indice de Calidad de Dickson

4.1.2.3 Hongos
Los cultivos en placa de Talaromyces helicus crecieron de forma radial llenando la placa en

10 dias, mientras que los de Trichoderma harzianum tardaron 7 dias (Figura 4.3).

Figura 4.3 Cultivo de hongos en PDA 5 dias después de su siembra
a) Trichoderma harzianum, b) Talaromyces helicus

El caldo de cultivo hecho en extracto de malta, a partir de los cultivos en placa, se muestran
en la Figura 4.4. La esporulacion completa en ambas especies ocurrié 10 dias después de la

siembra por rodaja.

Figura 4.4 Cultivo de hongos en PDA 5 dias después de su siembra
a) Trichoderma harzianum, b) Talaromyces helicus
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Los resultados del conteo de esporas pueden observarse en el Anexo 6. Se realizaron inoculos

de 1x10° esporas/ml.

4.1.2.4 Parametros fisiologicos de la planta

En las Figuras 4.5 y 4.6 pueden observarse fotografias de las plantas de cada tratamiento

después del ensayo de biorremediacion.

Figura 4.5 Fotografias plantas despuies del Ensayo de fitorremediacion. Humedas

a)T1, b) TB1, ¢) T2, d) TB2, e) T3, f) TB3
T1=SAP+Complejo fingico+Flor, T2= Complejo fungico+Flor, T3= SAP+Flor, TB1= suelo son
contaminar+ SAP+Complejo fungico+Flor, TB2= suelo sin contaminar+ Complejo fungico+Flor,
TB3=suelo sin contaminar+= SAP+Flor

Figura 4.6 Fotografias plantas despues del Ensayo de fitorremediacion. Secas

a)Tl, b) TB1, ¢) T2, d) TB2, e) T3, f) TB3
T1=SAP+Complejo fiingico+Flor, T2= Complejo fungico+Flor, T3= SAP+Flor, TB1= suelo son
contaminar+ SAP+Complejo fiingico+Flor, TB2= suelo sin contaminar+ Complejo fiingico+Flor,
TB3=suelo sin contaminar+= SAP+Flor

Los resultados fueron analizados en el programa Minitab 18.1® correspondientes a las
variables de crecimiento y desarrollo de las plantas después del tratamiento de

biorremediacioén (Anexo 7), se pueden observar en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3 Resultados de Andlisis de varianza y comparaciones Variables Biologicas

PH (g) PS (g) PSR (g) PSA (g) ICD Clorofila A (cm) D Hojas Flores Botones
Total (mm)
(pg/ml)
T1 2.01+£1.02 0.37+£0.22 0.12+0.061  0.25+0.18 0.021£0.015 1.23+0.72 21.1842.55 1.24+0.26  13.60+£2.61 0.00+0.00 1.20+1.30
b b b b b b b b b a a
T2 3.22+4096 0.65+0.20  0.37+0.21 0.27+0.02 0.036+0.016 2.82+1.03 24.70+1.68 1.38£0.26  15.20+1.78 0.60+0.89 1.40+1.34
ab b ab b b b ab b b a a
T3 1.60£1.56  0.25+.22 0.08+0.08 0.17+£0.20 0.0147+0.0141 1.89+1.74 12.524+9.78 0.92+0.55 13.20£7.75 0.600+1.34  0.80£1.095
b b b b b b b b b a a
TB1 2.48+1.45 0.53x0.34  0.06%0.01 0.46+0.33  0.0199+0.0096 10.80+6.01 27.16+7.57 1.484+0.33 22.00+8.0 3.4043.85 1.40+2.61
b b b ab b ab ab b ab a a
TB2 6.86+:2.84 1.83+0.77 0.49+0.31 1.3440.99  0.0920+0.0255 20.19+4.81 37.46£12.46  2.52+0.63 28.80+6.57 0.40+0.89 6.20+9.34
a a a a a a a a a a a
TB3 2.60+2.85 0.50+0.41 0.11£0.13 0.394+0.28 0.0287+0.0328  9.08+1.56 22.06+5.48 1.36+£0.80 19.20+9.86 2.2043.49 1.80+2.68
b b b b b ab b b ab a a
P- 0.004 0.000 0.000 0.010 0.035 0.000 0.001 0.002 0.010 0.172 0.360
value

T1= SAP+Complejo fungico+Flor

T2=Complejo fungico+Flor
T73= SAP+Flor
TB1=Suelo sin contaminar+ S4P+Complejo fingico+ Flor
TB2= Suelo sin contaminar+ Complejo fiingico+Flor

TB3= Suelo sin contaminar + SAP + Flor

PH= Peso humedo, PS=Peso seco, PSR= Peso seco radical,
PSA= Peso seco parte aérea, ICD= Indice de calidad de Dickson, A= Altura, D= Didmetro

*Los valores acompaniados por letras iguales no presentaron diferencia significativa por columna (0= 0.05).
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4.1.2.5 Remocion de diésel
En las figuras 4.7 y 4.8 se ilustran las unidades experimentalales de todos los tratamientos

antes y después del Ensayo de Biorremediacion, respectivamente.

Figura 4.7 Ensayo de Biorremediacion dia 1

a) T1=SAP+Conplejo Fungico+Flor, b) T2=Complejo Fungico+Flor c) T3=SAP+Flor
d) T4=SAP+Complejo Fungico e) TO=Microbiota autoctona

Figura 4.8 Ensayo de Biorremediacion dia 50

a) TI=SAP+Conplejo Fungico+Flor, b) T2=Complejo Fungico+Flor c) T3=SAP+Flor
d) T4=SAP+Complejo Fungico e)T0= Microbiota autoctona
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Cuantificacion de Hidrocarburos Totales del petroleo con HPLC

Los resultados del HPLC (Anexo 8), asi como sus diferencias significativas en la Prueba T-

Pareada (Anexo 9) se muestran en la Tabla 4.4 y la Figura 4.9. Los estadisticos resultantes

del ANOVA vy los porcentajes de remocion (Anexo 10) se pueden observar en la Tabla 4.5.

Tabla 4.4 T-Student Pareada para HTPs iniciales y finales

TRATAMIENTO HTPs P-value

TO Inicial 766298470+£19157462 0.000
TO Final 380611981+12727654

T1 Inicial 766298470+19157462 0.002
T1 Final 148740190+30260356

T2 Inicial 766298470+19157462 0.000
T2 Final 300729460+£12570363

T3 Inicial 766298470+19157462 0.002
T3 Final 117476621+29196983

T4 Inicial 766298470+19157462 0.000
T4 Final 285034441+17806769
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T0= Microbiota autoctona

T1= SAP+Complejo fungico+Flor
T2=Complejo fungico+Flor

T3= SAP+Flor
T4=SAP+Complejo fungico
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Figura 4.9 Grdfica de T-Student Pareada para HTPs iniciales y finales
Tabla 4.5 ANOVA y Tukey de HTPs iniciales y finales

Tratamiento HTPs Finales (cm?) % de Remocion
TO 380611981+12727654 50.331
T1 148740190ci30260356 80.589
T2 300729460112570363 60.755
T3 11747662 1129196983 84.669
T4 28503444 I:il 7806769 62.802

*Los valores acompainiados por letras iguales NO presentaron diferencia significativa (P=0.000, o= 0.05)
T0= Microbiota autéctona

T2=Complejo fungico+Flor

T1= SAP+Complejo fungico+Flor

T3= SAP+Flor

T4=SAP+Complejo fungico

Las figuras 4.10 y 4.11, muestran las curvas resultantes del analisis en HPLC.
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Figura 4.10 Remocion de diésel T0 y T2
T0= Microbiota autoctona, T2= Complejo fungico+Flor

59



: - ACION INICIAL (100%) -
T4 FINAL (50.96%) -
-T3 FINAL (48.62%) -
-T4 FINAL (30.27%) -

Lee07

356407

Jes07

250407

26407

150407

107 M u h m ‘\\ #Mv\ %\'}& ‘

Y o
0 »_.)'-.;___-.;ba: ‘M
wes 1000 mbo | 4200 " 130 | e | 1se0 . 1880 4700, | qabo. 190 | 2000 | 200 | 2m 20

Figura 4.11 Remocion de diésel T1, T3 y T4
T1= T1= SAP+Complejo fungico+Flor, T3= SAP+Flor, T4=SAP+Complejo fungico
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Cuantificacion de mg kg'! de Diésel residual por gravimetria
Los resultados de la extraccion de hidrocarburos (Anexo 11), asi como sus diferencias
significativas en la Prueba T-Pareada (Anexo 12) se muestran en la Tabla 4.6 y la Figura
4.12. Los estadisticos resultantes del ANOVA (Anexo 13) y los porcentajes de remocion se

pueden observar en la Tabla 4.7.

Tabla 4.6 T-Student Pareada para mg kg de diésel residual iniciales y finales

TRATAMIENTO mg kg de Diésel residual P-value
TO Inicial 4289.7 +171.6 0.001
TO Final 3385.5£126.4
T1 Inicial 4289.7 +171.6 0.001
T1 Final 2658.0 £107.5
T2 Inicial 4289.7 £171.6 0.001
T2 Final 2493.7+87.2
T3 Inicial 4289.7 £171.6 0.001
T3 Final 2588.7+£97.2
T4 Inicial 4289.7 £171.6 0.001
T4 Final 2671.8£108.1

*Los valores acompaniados por letras iguales NO presentaron diferencia significativa (o= 0.05)
T0= Microbiota autoctona

T1= SAP+Complejo fungico+ Flor

T2=Complejo fungico+Flor

T3= SAP+Flor

T4=SAP+Complejo fungico
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Figura 4.12 Grdfica de T-Student Pareada para Diésel residual (mg kg™')

Tabla 4.7 ANOVA y Tukey de mg kg’ de Diésel Residual

TRATAMIENTO mg kg de diésel residual % de Remocion

TO 3385.5 +126.4 21.078
b

T1 2658.0 £107.5 38.037
a

T2 2493.7+87.2 41.867
a

T3 2588.7+97.2 39.653
a

T4 2671.8 £ 108.1 37.715
a

*Los valores acompanados por letras iguales NO presentaron diferencia significativa (P=0.000, o= 0.05)
T0= Microbiota autoctona

T2=Complejo fungico+Flor

T1= SAP+Complejo fungico+Flor

T3= SAP+Flor

T4=SAP+Complejo fungico
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4.1.2.6 Caracterizacion quimica del suelo biorremediado.

Los resultados de los analisis fisicos y quimicos del suelo antes y después del ensayo de

biorremediacion (Anexo 14) se muestran en la Tablas 4.9.

Tabla 4.8 Caracterizacion quimica del suelo contaminado y biorremediado*

pH Materia Nitrogeno Relacion C/N
organica (%) total (%)

Tratamiento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
TO 7.76 8.2 2.9 223 0.084 0.102 0.02897 0.04574
T1 7.67 8.1 9.1 396  0.189 0.177 0.02077 0.0447
T2 7.76 7.9 2.9 2.39  0.084 0.122 0.02897 0.05105
T3 7.67 8.1 9.5 3 0.189  0.129 0.01989 0.043
T4 7.67 8.2 9.5 4.57 0.189 0.232 0.01989 0.05077

TB1 7.2 8.1 7.21 1.93  0.223  0.085 0.03093 0.04404
TB2 7.51 8 2.37 1.37 0.14  0.085 0.05907 0.06204
TB3 7.2 8.1 7.21 2.67 0.223 0.124 0.03093 0.04644
TB4 7.2 8.2 7.21 2.18 0.223  0.11 0.03093 0.05046
SAP 8.23 NA 98.5 NA  0.021 NA 272096 NA

*T0= Microbiota autoctona

TBO= Suelo sin contaminar+ Microbiota autoctona
T1= SAP+Complejo fungico+Flor

TB1= Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico+Flor
T2=Complejo fiingico+Flor

TB2=Suelo sin contaminar + Complejo fungico+Flor
T3= SAP+Flor

TB3= Suelo sin contaminar SAP+Flor
T4=SAP+Complejo fungico

TB4=Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico
SAP= Sustrato Agotado de Peurotus spp

NA= No aplica
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Continuacion Tabla 4.8 Caracterizacion fisica y quimica del suelo contaminado y biorremediado*

Calcio Magnesio Sodio Potasio
(cmolc/Kg) (cmolc/Kg) (cmolc/Kg) (cmolc/Kg)

Tratamiento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
TO 6.62 8.2 1.233 0.3 0.582 0.7 0.8 1
T1 21.94  37.1 1.966 3 0.379 0.7 0.9 1.2
T2 6.62 8.6 1.233 4.8 0.582 0.7 0.8 1
T3 21.94  36.6 1.966 4.7 0.379 0.9 0.9 1.3
T4 2194 332  1.966 0.9 0.379 0.7 0.9 1

TB1 6.2 37.5 4.9 2.8 0.6 0.8 0.9 0.7
TB2 3.55 6.9 0.5 4.3 0.313 0.8 0.6 0.4
TB3 6.2 28.7 4.9 4.3 0.6 0.8 0.9 0.9
TB4 6.2 28.2 4.9 0.6 0.6 0.8 0.9 0.9
SAP 0.016 NA 0.03 NA 0.01 NA 0.03 NA
Capacidad de Fosforo Densidad Conductividad
Intercambio (mg/mk) aparente Eléctrica (dS/m)
Cationico (g/ml)
(cmolc/Kg)

Tratamiento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
TO 11.5 10.2 11.41 0 1.325 1.26 0.05 0.35
T1 19.2 16.3  23.25 0 1.183 1.22 0.95 0.47
T2 11.5 11.6  11.41 146  1.325 1.28 0.08 0.36
T3 19.2 13.9  23.45 6 1.183 1.29 0.95 5.56
T4 19.2 14.7  23.45 16 1.183 1.26 0.95 4.41

TB1 16.3 10.9 0 0 1.22 1.26 0.47 5.31
TB2 12.7 8.9 1036 103 1.337 1.26 0.69 0.33
TB3 16.3 14.7 0 16 1.22 1.26 0.47 4.41
TB4 16.3 12.1 0 0.9 1.22 1.25 0.47 5.55
SAP NA 23.6 NA NA 0.32 NA

* SAP= Sustrato Agotado de_Peurotus spp Sl i _ T 2+:C()mpj go / f{”gl_ﬁ’()ifi 50/’
NA=No dplica TB2=Suelo sin contaminar + Complejo fungico+Floi

T3= SAP+Flor

TB3= Suelo sin contaminar SAP+ Flor
T4=SAP+Complejo fungico

TB4=Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico

T0= Microbiota autoctona
TBO= Suelo sin contaminar~+ Microbiota autoctona
T'1= SAP+Complejo fungico+Flor
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4.2 Discusion

4.2.1 Parametros fisiologicos de la planta

Como puede obsevarse en la Tabla 4.3, no existen diferencias significativas entre los
tratamientos T1(SAP+Complejo fungico+Flor), T2 (Complejo fungico+Flor) y T3
(SAP+Flor) y sus grupos testigo en las variables de respuesta peso himedo, peso seco, peso
seco radicular, ICD, altura, didmetro, hojas, flores y botones. Estos resultados siguieren que
Gypsophila paniculata es una especie vegetal con capacidad de tolerar y crecer Optimamente
en ambientes contaminados con hidrocarburos. Gypsophila paniculata ya ha sido utilizada
como especie fitorremediadora, y bioacumuladora de contaminantes inorganicos. Zhang y
Gui-Jian (2019), concluyeron que Gypsophila paniculata era capaz de crecer Optimamente
en medios con Cesio, mientras que Muszynska y colaboradores (2018), probaron lo mismo
para Cadmio. La incidencia que podria tener en la biorremediaciéon de contaminantes
organicos como los hidrocarburos, atin no ha sido estudiada, sin embargo, gran variedad de
especies vegetales ornamentales han sido utilizadas para la degradacion de hidrocarburos,
Xiao y colaboradores (2015), realizaron un experimento de 150 dias utilizando 5 especies
diferentes de plantas ornamentales para la remocién de hidrocarburos policiclicos
aromaticos, teniendo tasas de remocion mayores al 95%. Liu y colaboradores (2012),
investigaron el potencial de remocion de crudo con 14 especies ornamentales, los resultados

después de 30 dias mostraron porcentajes de remocion de 37 a 49%.

Adicionalmente, la Tabla 4.3, muestra que la sintesis de clorofila es afectada negativamente
por la presencia de hidrocarburos en todos los tratamientos (T1= 1.23 pg + 0.72 pg, TB1=
10.80 ug £ 6.01 pg, T2=2.82 ug + 1.03 pg, TB2=20.19 ng+4.81 pg, T3=1.89 ng + 1.74
pg, TB3= 9.08 pg £ 1.56 ng), indicando que los hidrocarburos ocasionan cambios en la
sintesis de energia de la planta. Kreslavsk y colaboradores (2014), realizaron un trabajo
donde estudiaron los efectos de naftaleno, fenantreno y fluoranteno sobre la actividad
fotoquimica del fotosistema II (PSII) en hojas de chicharo, concluyendo que dichos
compuestos recalcitrantes, dafian el PSII ya que logran acumularse en los tilacoides, los

hinchan produciendo estrés oxidativo.
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A partir de los resultados descritos, la determinacion de clorfila podria utilizarse como
bioindicador de la presencia de hidrocarburos policiclicos aromaticos en suelos.

Por otro lado, el grupo control TB2 (Suelo sin contaminar+Complejo fungico+Flor) mostro
diferencias significativas respecto a los demas tratamientos en las variables de peso seco
(T2=10.65 g+ 0.20 g, TB2=1.83 g+ 0.77 g), peso seco aéreo (T2=0.27 g+ 0.02 g, TB2=
1.34 g+ 0.99 g), indice de calidad de Dickson (T2=0.036 + 0.016, TB2= 0.0920 + 0.0255),
didmetro (T2= 1.38 mm =+ 0.26 mm, TB2=2.52 + 0.63 mm), y hojas (T2=15.20 = 1.78, TB2=
28.80 + 6.57). Las variables de peso seco indican la produccion de biomasa de la planta
mientras que el indice de calidad de Dickson permite observar los atributos fisiologicos de
las plantas, por su parte, la produccion de hojas indica un 6ptimo desarrollo de la misma, lo
que permite concluir que el crecimiento de Gipsophila paniculata se ve positivamente
influenciada por la presencia del complejo fingico en un ambiente libre de hidrocarburos.
Los efectos de Trichoderma harzianum como hongo promotor del crecimiento vegetal ya ha
sido estudiado en distintas especies vegetales (Tabla 4.9), esta cualidad se debe a la facilidad
de colonizar la raiz de la planta, protegiéndola de patogenos, y produciendo fitohormonas
(Candelero et al., 2015). Sin embargo, Talaromyces helicus aun no ha sido estudiado como

promotor de crecimiento vegetal.

Tabla 4.10 Trichoderma harzianum utilizado como especies propomotas del crecimiento vegetal

Especie vegetal Nombre comin Autor
Lollium perenne 'y Trifolium Cesped inglés y trébol Acurio y Espana, 2017
repens
Helliantus annuus Girasol y papaya Gonzélez y Fuentes, 2017
y Carica papaya
Capsicum chinense Chile Candelero et al., 2015
Pisum sativum Chicharo Camargo y Avila, 2013
Triticum aestivum L Trigo Sharma et al., 2012
Solanum lycopersicum Jitomate Lietal., 2015
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4.2.2 Remocion de diésel

La Tabla 4.4 muestra diferencias significativas en los valores de areas bajo la curva de los
cromatogramas (cm?) obtenidos por HPLC de HTPs iniciales y finales, concluyendo que
existido remocion de hidrocarburos en todos los tratamientos. En la Tabla 4.5 se observa que
los tratamientos con mayor porcentaje de remocion y significativamente diferentes fueron T1
(SAP+Complejo fangico+Flor) y T3 (SAP+Flor), pudiendo concluir que el SAP mostro
mejores efectos en la remocioén de hidrocarburos. El SAP y el género Pleurotus han sido
ampliamente estudiados para la biorremediacion de xenobioticos. Su efecto biorremediador
se debe a las caracteristicas enzimaticas que contienen, asi como el efecto de bioestimulacion
que permitid proveer de nutrientes a la microbiota encargada del proceso de mineralizacion
y la remocion de los hidrocarburos. Garcia-Delgado (2015), concluy6 que los residuos post
cultivo de setas, tienen la capacidad de degradar HAPs por accion de lacasas y peroxidasas
contenidas en el SAP, asi mismo, Pozdnyakova y colaboradores (2017), publicaron datos que
sugieren que las lacasas pueden catalizar el ataque inicial a las moléculas de HAP, formar
quinonas, para que enseguida la peroxidasa la oxide y la conduzca a la mineralizacion.

De acuerdo al método gravimetrico utilizado en la cuantificacion de diésel, en la Tabla 4.6
se observa diferencia significativa entre las concentraciones iniciales y finales de diésel,
mostrando remocion en todos los tratamientos. La Tabla 4.7 muestra que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos de enmiendas agroecologicas (T1, T2, T3 y T4), pero si
con el tratamiento control negativo de microbiota autoctona (T0), mostrando este tltimo el
porcentaje de remocidon mas bajo (21.07%), mientras que los demas tratamientos oscilan

entre 38-03% y 41.86%.

El potencial de biorremediacion de Talaromyces helicus y Trichoderma harzianum se ha
estudiado ampliamente. Trichoderma harzianum fue investigado por Zafra y Cortés-
Espinoza (2015), ellos realizaron una revision bibliografica sobre las aplicaciones
biotecnologicas de Tricoderma spp., encontrando datos sobre degradacion de HPAs, de igual
forma, concluyeron que Trichoderma harzianum estd asociado con la capacidad de
metabolizar HAPs de alto y bajo peso molecular, como naftaleno, fenantreno, criseno, pireno
y benzo[a]pireno, por su capacidad de degradar material lignocelulésico (Da Silva et al.,
2003; Delira et al., 2012; Pernia et al. 2012). El género Trichoderma cuenta con diversas

caracteristicas de importancia agricola e industrial, sin embargo, también se ha descrito como
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tolerante a contaminantes recalcitrantes que incluyen metales pesados, pesticidas e
hidrocarburos (Tripathi et al., 2013). En el caso de Talaromyces helicus, en 2014, Reyes-
César et al. (2014), trabajaron con nueve cepas fungicas que recuperaron de suelos
contaminados con HAP’s donde aislaron y caracterizaron distintas especies de Talaromyces
spp. que presentaron la mayor tolerancia al contaminante. Feyuelle ez al. (2019), publicaron
un estudio donde aislaron cincuenta hongos de campos de cultivos contaminados con HPAs,
treinta de estos aislamientos se seleccionaron en un medio mineral por su capacidad para
degradar el benzo[a]pireno, destacando la capacidad de Talaromyces helicus para degradar
mas del 30% de este contaminente en su medio de crecimiento, tanto in vitro como en suelos
no estériles. Dichos resultados indican las potencialidades de bioaumentacion utilizando esta
especie y subrayan la necesidad de estrategias para aplicar este tipo de técnica en sitios
contaminados.

A pesar de que todos los tratamientos presentaron remocion de di€sel, ninguno de ellos
cumplié con los requisitos de la NOM-138 SEMARNAT 2012, para suelos de uso agricola
(Tabla 4.12), esto puediera deberse al tiempo del ensayo de biorremediacidén. Sin embargo,
los limites maximos permisibles presentados en la NOM-138-SEMARNAT, hacen alucion a
la ecotoxicidad de los hidrocarburos hacia cualquier especie vegetal, pero no a la toxicidad
que podria respresentar consumir un cultivo crecido en estos suelos; por lo que si podria

producirse una especie ornamental tolerante a hidrocarburos como Gypsofila paniculata.

Tabla 4.12 Limites maximos permisibles de Hidrocarburos por uso de suelo*

USO DE SUELO (mg/kg)
] Agricola, forestal, Residencial y Industrial y
FRACCION DE pecuario y de recreativo comercial
HIDROCARBUROS conservacion
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 5000
Pesada 3000 3000 6000

- *NOM- 138 SEMARNAT-2012 (DOF, 2012).
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4.2.3. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo biorremediado.

Por otro lado, la Tabla 4.8 muestra los resultados sobre los parametros fisicos y quimicos del
suelo que fueron modificados durante el ensayo de biorremediacion. Los pardmetros mas
importantes para el proceso de biorremediacién como el pH, materia orgénica, nitrégeno y
relacion carbono nitrégeno (Arroyo y Quesada, 2002; Pucci et al., 2011; Naseri et al., 2014),
los resultados de estos pardmetros se muestran en las Figuras 4.14, 4.17, 4.18 y 4.19,
respectivamente.

Como se observa en la Figura 4.14, los valores de pH iniciales oscilan entre 7.2 y 7.7, rangos
Optimos para el crecimiento de Gypsophila paniculata (Casierra-Posada et al., 2010). Sin
embargo, el pH aument6 al final del tratamiento de biorremedaicon hasta 8.3, pudiendo
bloquear la biodisponibilidad de los nutrientes que son transportados por difusion activa a la
planta, como el nitrogeno y el fosforo (Muii6z y Niell, 2009), ocasionando necrosis de hojas
basales (Figura 4.4), éste fendbmeno visual puede interpretarse como deficiencia de nitrogeno
(Figura 4.13) (Vargas et al., 2009; Xu et al., 2011; Sepulveda et al., 2014). Igualmente, la
presencia de hicrocarburos pudo haber bloqueado la biodisponibilidad de nutrientes
asimilados por difusion pasiva debido a la pelicula hidréfobica que puede formar entre las
particulas de suelo por las caracteristicas hidrofobicas de los HAP (Ki-Hyun et al., 2013;
Yakovleva et al., 2013).
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Claves visuales de deficiencia de
nutrientes en plantas superiores

|
| | | |
Hojas basales Hojas jovenes HOJ?,S basales y Yemas y brotes
jovenes
Manchas Sin manchas Nervaduras l Nervaduras
necroéticas necroéticas verdes amarillas 7n CayB
KyMo N,PyMg FyMn Sy Cu

|_ |_ Aberracion en
Clorosis Clorosis brotes y

Deformidad de

frutos
Nervaduras l Nervaduras
verdes amarillas
Mg N
Figura 4.13 Claves visuales de deficiencias nutrimentales en plantas superiores
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Figura 4.14 Grdfica pH antes y después del Ensayo de Biorremediacion *
*T0= Microbiota autoctona T3= SAP+Flor
TBO= Suelo sin contaminar+ Microbiota TB3= Suelo sin contaminar SAP+Flor
autoctona T4=SAP+Complejo fungico
T1= SAP+Complejo fungico+ Flor TB4=Suelo sin contaminar + SAP+Complejo
TB1= Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico
fungico+Flor SAP= Sustrato Agotado de_Pleurotus
T2=Complejo fungico+Flor Spp.
TB2=Suelo sin contaminar + Complejo
fungico+Flor
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Figura 4.15 Biodisponibilidad de nutrientes por efecto del pH*.

De manera general, la Figura 4.15 muestra la disponibilidad de nutrientes por efecto del pH
en el suelo, donde se observan las afectaciones del pH con valores de 8-8.5 causan en la
biodisponibilidad del Zinc, Cobre, Boro, Manganeso, Magnesio, Potasio y Fosforo (Taiz &
Zeiger, 2010). La importancia de éstos nutrientes y las consecuancias que su deficiencia

provoca, se pueden leer en la Tabla 4.15.
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Tabla 4.15 Importancia de nutrientes y consecuencias de su deficiencia en plantas superiores*.

Nutriente Importancia Consecuencia por deficiencia

Nitrogeno  Esencial para formar compuestos Hojas de pequefio tamafo, clororis,
organicos estructurales (proteinas) y necrosis de hojas basales, tallos
funcionales (enzimas), asi como el purpuras.
grupo amino de la moélecula de ADN.

Fosforo Grupo fosfato de acidos nucléicos, Absicion de las  hojas vy
parte de fosfolipidos y la molécula de pigmentaciones rojizas y purpureas.
ATP. Escaso  desarrollo en  tejidos

vasculares.

Potasio Forma asociaciones con proteinas y Afecta procesos fotosintéticos y
enzimas. Activa enzimas y participa sintesis de clorofila. Hojas necroticas
en el transporte de membrana (bomba en apices y bordes.

Na, K).

Azufre Forman el puente S-S en cisteina, Clorosis en hojas nuevas.
cistina y metionina, centros activos
de diversas enzimas y coenzimas y es
parte estructural de las cadenas
peptidicas

Calcio Escencial como componente de Afecta regiones meristematicas de
pared celular y estructuras lipidicas. tallo, hojas y raiz, presentan
Es un activador enzimatico malformaciones, detiene mitosis y

mueren.

Magnesio  Nucleo de molécula de clorofila, Clorosis y necrosis en hojas basales
parte de enzimas y coenzimas en para pasar a hojas jovenes. Inhibe
sintesis de acidos nucléicos. floracion.

Hierro Reacciones redox, grupo prostético Clorosis en hojas con nervaduras

de citocromos, catalasas, peroxidasas
y deshidrogenasas.

verdes, impide elongacion de raiz y
aumento de didmetro.

*( Marschner, 2012; Taiz & Zeigner, 2010, Hopkins & Hiiner, 2009).
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Continuacion Tabla 4.15 Importancia de nutrientes y consecuencias de su deficiencia en plantas superiores*.

Nutriente Importancia Consecuencia por deficiencia

Manganeso Esencial para la respiracion, es un Clorosis en hojas jovenes y necrosis
activador enzimatico que regula en zonas interneurales.
descarboxilasas y deshidrogenasas.

Parte importante del metabolismo
nitrogenado, activador de la

nitrorreductasa.

Boro Activador especifico de enzimas. Muerte de &pice, brote y raices.
Regulador  del  proceso  de
lignificacion.

Cobre Componente de proteinas azules y no No hay necrosis, las hojas jovenes se
azules, asi como  proteinas blanquean.
multicapricas. Donar y ceder
electrones.

Zinc Activador de anhidrasa carbonica Descenso en niveles de auxinas,

mayor cantidad de
indolaceticooxidasa que degrada el
acido indolacético existente.
Molibdeno Participacion en reacciones redox, Manchas -cloroticas intervenales y
implicado en la fijacion de nitrégeno enrrollamiento de hojas basales,
y la reduccion de nitratos. inhibe floracion.

*( Marschner, 2012; Taiz & Zeigner, 2010, Hopkins & Hiiner, 2009).

Por otro lado, diversos autores mencionan que el pH alto logra inhibir la actividad
microbiana. El género Trichoderma puede desarrollarse en suelos con pH desde 5.5 a 8.5,
aunque los valores 6ptimos de crecimiento se encuentran entre 4.5-6.5 (Romero-Arenas et
al., 2008; Martinez et al., 2013). Sin embargo, los valores de pH obtenidos se encuentran
dentro del rango para un dptimo porceso de bioremediacion, este rango comprende de 6 a 8.5
(Goémez et al., 2008).

Por ultimo, Romaniuk y colaboradores, explican que el diésel hasta en una concentracion de
15 000 ppm no produce efectos significativos sobre el pH, por lo que el cambio de valores
en el mismo, no se debid al contaminante sino a la adiciéon de SAP, que presenta un pH de
8.23 causado por el 6xido de calcio que se agrega al sustrato antes de producir Pleurotus spp.
y que alcaliniza el medio.

Por otra parte, la Figura 4.16, muestra los porcentajes de materia organica contenida en cada

tratamiento, antes y después del proceso de biorremediacion. Como puede observarse, los
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tratamientos contaminados (TO, T1, T2, T3 y T4) muestran un aumento en materia organica
inicial en comparacion con sus blancos, esto se debe a que el carbono en el suelo aumenta en
forma proporcional a la concentracion de hidrocarburos contenidos en él (Martinez et al.,
2001), sin embargo, este material es petrogénico y no biogénico, representando un riesgo

ecotoxico (Moreno et al., 2004).

Materia orgénica (%)

—_ N
wm O

(9]

[ 7' lm [0 Om [0 [N 7' |

TO T1 TB1 T2 TB2 T3 TB3 T4 TB4 SAP
Tratamientos

o

Materia organica (%)
>

Olnicial ™ Final

Figura 4.17 Grdfica Materia Organica antes y después del Ensayo de Biorremediacion *
*T0= Microbiota autoctona
TBO= Suelo sin contaminar+ Microbiota autoctona
T1= SAP+Complejo fungico+ Flor
TB1= Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico+Flor
T2=Complejo fungico+Flor
TB2=Suelo sin contaminar + Complejo fungico+ Flor
T3= SAP+Flor
TB3= Suelo sin contaminar SAP+Flor
T4=SAP+Complejo fungico
TB4=Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico
SAP= Sustrato Agotado de_Pleurotus spp.

La informacion contenida en la Figura 4.18, también arroja que la cantidad de materia
organica disminuy6 en todos los tratamientos, lo que permite inferir que la actividad
microbiana aument6 degradando la materia orgéanica (Pardo et al., 2004).

Por otro lado, la Figura 4.22 nos muestra los bajos niveles de nitroégeno encontrados en el
suelo de todos los tratamientos, ocasionando no solo necrosis de hojas viejas, sino que

también limito el efecto biorremediador del medio (Garcia et al., 2011).
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Figura 4.18 Grafica Materia Organica antes y después del Ensayo de Biorremediacion *
*T0= Microbiota autdctona

TBO= Suelo sin contaminar+ Microbiota autoctona

T1= SAP+Complejo fungico+Flor

TB1= Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fiingico+Flor
T2=Complejo fungico+Flor

TB2=Suelo sin contaminar + Complejo fungico+Flor

T3= SAP+Flor

TB3= Suelo sin contaminar SAP+Flor

T4=SAP+Complejo fungico

TB4=Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico

SAP= Sustrato Agotado de_Pleurotus spp.

La relacion C:N se muestra en la Figura 4.23, donse se puede observar que al inicio del
ensayo, el carbono se mostraba en menor proporcion que el nitrégeno, mientras que al final
del ensayo, estas proporciones se invirtiero, lo que resulta contraproducente para la etapa
adulta de la planta, ya que la floracion se ve activamente influenciada por éstas proporciones
(Marscher, 2012). Igualmente, la biorremediacion de hidrocarburos muestra mejores
resultados con relaciones C:N entre 100:10 — 100:1 (Van Hamme et al., 2003), valores de
C:N deficientes bajan 20% la remocion de hidrocarburos (Acufia et al., 2008). Por lo tanto,
los porcentajes tanto de Carbono como de nitrogeno pudieron limitar el fecto de

biorremediacion en los sistemas.
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Figura 4.19 Grdfica Relacion Carbono/Nitrogeno antes y después del Ensayo de Biorremediacion
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*TO= Microbiota autoctona
TBO= Suelo sin contaminar+ Microbiota autoctona
T1= SAP+Complejo fungico+Flor

TB1= Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fiingico+Flor

76

T2=Complejo fungico+Flor

TB2=Suelo sin contaminar + Complejo fungico+Flor

T73= SAP+Flor

TB3= Suelo sin contaminar SAP+Flor
T4=SAP+Complejo fungico

TB4=Suelo sin contaminar + SAP+Complejo fungico
SAP= Sustrato Agotado de_Pleurotus spp.



CAPITULO 5
Conclusiones
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5.1 Conclusiones

La presencia de hidrocarburos no afecta el crecimiento de Gypsophyla paniculata
pero si la sintesis de clorofila.

La cuantificacion de clorofila podria utilizarse como indicador biologico de HAP en
suelos.

Trichoderma harzianum puede actuar como promotor del crecimiento vegetal de
Gypsophyla paniculata para practicas sustentables agricolas.

El efecto del SAP en la biorremediacion de hidrocarburos fue significativamente
positivo.

Los factores quimicos del suelo influyen de manera importante en la biorremediacion
de un suelo contaminado con hidrocarburos y en la produccion de Gypsophyla
paniculata.

Las caracteristicas recalcitrantes de las moleculas del diésel no permiten una
biodegradacion rapida, lo que impididé cumplir con los limites establecidos por la
NOM-138-SEMARNAT-2012.

La biorremediacion como tecnologia agroecoldgica, permite utilizar suelos
contaminados con hidrocarburos en la produccién de Gypsophila paniculata bajo

condiciones de invernadero.
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ANEXOS

Anexo 1

Preparacion de agar Papa Dextrosa BD Bioxon®

Pesar 39 g Agar papa dextrosa BD Bioxon®
Disolver en 1 L de agua destilada
Autoclavear durante 45 minutos

Vertirla en cajas petri estériles

Esperar a que gelifique
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Anexo 2

Preparacion de caldo de Extracto de Malta DIBICO®

Pesar 19 g caldo de extracto de malta DIBICO®
Disolver en 1 L de agua destilada
Autoclavear durante 45 minutos

Vertirlo en matracez estériles
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Anexo 3

Resultados de analisis fisico-quimicos y de fertilidad del suelo inicial

Parametro/Muestra | Blanco | Contaminado | Blanco | Contaminado+ | Método
+ SAP SAP
pH 7.51 7.76 7.2 7.67 AS-02*
Materia organica (%) 2.37 2.90 7.21 9.50 AS-07*
N total (%) 0.14 0. 084 0.223 0.189 AS-25%
C/N 9.819 20.025 18.753 27.928
Textura Franco Franco Franco Franco Franco
arenosa arenosa arenosa arenosa arenosa
Ca (cmolc/Kg) 3.55 6.62 6.2 21.94 AS-12%*
Mg (cmolc/Kg) 0.5 1.233 4.9 1.966 AS-12%*
Na (cmolc/Kg) 0.313 0.582 0.6 0.379 AS-12*
K (cmolc/Kg) 0.6 0.8 0.9 0.9 AS-12*
P (mg/kg) 10.36 11.41 8.26 23.45 Bray-1
DA (g/mL) 1.337 1.325 1.22 1.183 Probeta
CE (dS/m) 166 131 470 141 AS-18*
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Anexo 4
Especificaciones HPLC

INSTRUMENT CONTROL PARAMETERS: GCMS

D:\MSDCHEM\I\METHODS\HIDROCARBUROSALTATEMP.M
Sat Mar 02 03:32:51 2019

Control Information

Sample Inlet : GC
Injection Source : GC ALS
Mass Spectrometer : Enabled

No Sample Prep method has been assigned to this method.

Oven
Equilibration Time 2 min
Max Temperature 350 degrees C
Slow Fan Disabled
Oven Program On
50 «oC for 4 min
then 15 0oC/min to 350 coC for 1 min
Run Time 25 min
0.5 min (Post Run) 350 ooC
Cryo Off
Front Injector
Syringe Size 100 puLL
Injection Volume 3uL
Solvent A Washes (Prelnj) 2
Solvent A Washes (PostInj) 2
Solvent A Volume 20 pLL
Solvent B Washes (Prelnj) 2
Solvent B Washes (Postlnj) 2
Solvent B Volume 20 uLL
Sample Washes 1
Sample Wash Volume 20 uL
Sample Pumps 1
Dwell Time (Prelnj) 0 min
Dwell Time (Postlnj) 0 min
Solvent Wash Draw Speed 3000 puL/min
Solvent Wash Dispense Speed 60000 pL/min
Sample Wash Draw Speed 3000 pL/min
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Sample Wash Dispense Speed 60000 pL/min

Injection Dispense Speed 60000 pL/min
Viscosity Delay 0 sec

Sample Depth Disabled
Injection Type Standard

L1 Airgap 1 uL

Sample Overlap

Sample overlap is not enabled

Front SS Inlet He

Mode Split
Heater On 300 «oC
Pressure On 0.23311 psi
Total Flow On 16.2 mL/min
Septum Purge Flow On 3 mL/min
Gas Saver Off
Split Ratio 10 :1
Split Flow 12 mL/min
Thermal Aux 1 (G3520 Transfer Line)
Heater Off
Temperature Program Off

30 oC for 0 min
Run Time 25 min

Thermal Aux 2 (MSD Transfer Line)

Heater On

Temperature Program On
300 ooC for 0 min

Run Time 25 min

Column #1

Agilent 19091S-413HP-5MS 5% Phenyl Methyl Silox
350 coC: 30 m x 320 um x 0.25 pm

In: Front SS Inlet He

Out: Vacuum

(Initial) 50 oC
Pressure 0.23311 psi
Flow 1.2 mL/min
Average Velocity 39.923 cm/sec
Holdup Time 1.2524 min
Flow Program On

1.2 mL/min for 0 min
Run Time 25 min
0.5 min (Post Run) I mL/min
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Front Detector FID
***Excluded from Affecting GC's Readiness State™**

Heater Off
H2 Flow Off
Air Flow Off
Makeup Flow Off
Const Col + Makeup Off
Flame Off
Electrometer On
Back Detector TCD
***Excluded from Affecting GC's Readiness State™**
Heater Off
Reference Flow Off
Makeup Flow Off
Const Col + Makeup Off
Negative Polarity Off
Filament Off
Aux EPC 1 N2
***Excluded from Affecting GC's Readiness State™**
Pressure Program Off
10 psi for 0 min
Run Time 25 min
Aux EPC 2 He
***Excluded from Affecting GC's Readiness State™**
Pressure Program Off
10 psi for 0 min
Run Time 25 min
Aux EPC 3 He
***Excluded from Affecting GC's Readiness State™**
Pressure Program Off
10 psi for 0 min
Run Time 25 min
Signals
Signal #1: Front Signal Save Off
50Hz
Signal #2: Test Plot Save Off
50Hz
Signal #3: Test Plot Save Off
50Hz
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Signal #4: Test Plot Save Off
50Hz

MS ACQUISITION PARAMETERS

General Information

Tune File : atune.u
Acquistion Mode : Scan

MS Information

Solvent Delay : 0.00 min
EMYV Mode : Gain Factor
Gain Factor : 1.00

Resulting EM Voltage :2129

[Scan Parameters]

Low Mass :30.0

High Mass :450.0

Threshold : 150

Sample # :2  A/DSamples 4
[MSZones]

MS Source :230 C maximum 250 C
MS Quad : 150 C maximum 200 C

END OF MS ACQUISITION PARAMETERS

TUNE PARAMETERS for SN: US11077601

Trace lon Detection is OFF.

EMISSION : 34.610
ENERGY : 69.922
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REPELLER : 32301
IONFOCUS :  90.157
ENTRANCE_LE:  19.000
EMVOLTS : 1870.588
Actual EMV : 2129.41
GAIN FACTOR :  1.00
AMUGAIN : 1021.000
AMUOFFSET : 121.938
FILAMENT :  1.000
DCPOLARITY :  0.000
ENTLENSOFFS :  19.075
MASSGAIN : -1151.000
MASSOFFSET :  -36.000

END OF TUNE PARAMETERS

END OF INSTRUMENT CONTROL PARAMETERS
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Anexo 5
Condiciones iniciales de la especie vegetal

Muestra | Peso seco total Peso l}ﬁmedo Peso hiimedo Peso humedo TOTAL
/Variable () RAIZ (g) TALLO (g) (g
1 0.554 5.703 0.554 6.257
2 0.208 9.037 0.431 9.468
3 0.515 11.849 0.597 12.446
4 0.534 11.811 0.415 12.226
5 0.307 11.216 0.495 11.711
6 0.521 12.347 0.415 12.762
7 0.337 9.765 0.386 10.151
8 0.308 10.33 0.368 10.698
9 0.139 8.352 0.404 8.756
10 0.09 7.142 0.263 7.405
Muestra Hojas Peso seco RAIZ Peso seco TALLO Largo RAIZ
/Variable verdaderas (2) (2) (cm)
1 7 0.479 0.075 4
2 7 1.731 0.064 2.5
3 10 2.017 0.085 4.2
4 8 2.074 0.047 3.6
5 10 1.828 0.066 2.5
6 9 2.06 0.048 33
7 8 1.87 0.054 4.6
8 8 1.849 0.046 59
9 8 1.668 0.058 4.1
10 7 1.641 0.036 55
Muestra | Largo TALLO Diametro IDC Clorofila Total
/Variable (cm) (mm) (ng)
1 3.9 0.8 0.110104663 4.9784
2 2.4 1 0.073125 4.6488
3 4.2 0.9 0.10587251 5.2434
4 3.1 0.7 0.118008946 5.1344
5 3.6 0.9 0.071832039 4.5224
6 3.7 1.1 0.150355705 4.2414
7 33 0.9 0.087362748 3.9398
8 2.9 1.1 0.10953307 6.0492
9 32 1 0.035494956 5.456
10 2.7 0.8 0.022268041 5.9034
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Talaromyces helicus

Dilucién 1

Anexo 6

Conteo de esporas

Esporas

Camara de
neubauer

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3
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Dilucién 5 Esporas
Camara de
neubauer Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 PROMEDIO
Interna a 1 0 1 1 0.66666667
2 1 1 1 1
3 1 2 2 1.66666667
4 2 2 1 1.66666667
5 0 1 1 0.66666667
6 2 0 0 0.66666667
7 1 0 2 1
8 2 1 1 1.33333333
9 1 1 1 1
10 0 2 0 0.66666667
11 1 1 1 1
12 1 1 1 1
b 24 24 22 23.3333333
c 15 21 29 21.6666667
d 29 19 22 23.3333333
Externa e 9 14 8 10.3333333
Diluciéon10 Esporas
Camara de
neubauer Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 PROMEDIO
Interna a 1 0 1 1 0.66666667
2 1 2 1 1.33333333
3 1 0 0 0.33333333
4 0 2 0 0.66666667
5 0 1 1 0.66666667
6 1 1 0 0.66666667
7 0 1 1 0.66666667
8 1 0 0 0.33333333
9 0 1 0 0.33333333
10 1 1 0 0.66666667
11 1 1 1 1
12 0 1 1 0.66666667
b 4 5 4 4.33333333
c 7 5 3 5
d 6 4 7 5.66666667
Externa e 4 4 6 4.66666667
27 30 26 27.6666667
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Trichoderma harzianum
Dilucién 1
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Dilucion 10
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Anexo 7

ANOVA y Tukey Variables biologicas

Método

Hipotesis nula
Hipotesis alterna

Factor

4+ ANOVA de un solo factor: Peso Humedo (g) vs. Tratamientos

Todas las medias son iguales
Mo todas las medias son iguales

Informacion del factor

Mivel de significancia o= 0.05

Niveles Valores

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Tratamientos

6 T1,T2 T3, TB1, TB2, TB3

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F - Valorp
Tratamientos 5 91.10 18.220 4.80 0.004
Error 24 91,14 3.797
Total 29 182.24
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
R-cuad. (ajustado) (pred)
1.94870 49.99% 39.57% 21.86%
Medias
Tratamientos N Media Desv.Est. IC de 95%
T 5 2010 1.026 (0.211, 3.809)
T2 5 3229 0.967 (1.430, 5.028)
T3 3 1.602 1366 (-0.197, 3.401)
TE1 5 2488 1458 (0.689, 4.287)
TB2 5 5.86 2.84 (5.06, 8.66)
TE3 3 2.60 2.85 (0.80, 4.40)

Dresv.Est, agrupada = 1.54870

Comparaciones en parejas de Tukey

| Meni -

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media  Agrupacion
TB2 5 6.86 A

T2 5 3229 A B
TE2 5 2.60 B
TB1 5 2488 B

Ti 5 2010 B

T3 5 l.e02 B

Las medias que ne comparten unag letra son significativamente diferentes,

|Cs simultaneos de 95% de Tukey
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Gréficas de residuos para Peso Himedo (g)
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Peso Seco (g) vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significanciz o = 0,05

fe presupuso igualdad de varianzas para el analisis,

Informacion del factor

Factor Miveles  Valores
Tratamientos & T1,T2 T3 TB1, TB2, TB3

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamientos ] 8.333 1.6666 a.71 0.000
Error 24 4117 0716

Total 25 12.450

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) {prad)

0414190 66.93% 60.04% 48.33%

Medias

Tratamientos ™ Media Desv.Est. IC de 95%
T 5 0.378 0.226 (-0.004, 0.761)
T2 3 0.6344 02037 (0.2721, 1.0367)
T3 3 025338 0.2230 (-0.1285, 0.6361)
TE1 3 0532 0,342 (0,150, 0.974)
TB2 5 1.839 0.774 (1.457, 2.221)
TB3 5 0.507 0.413 (0,125, 0.890)

Desv.Est, agrupada = 0.4714730
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media Agrupacion

TB2 5 1.B3g A

T2 5 06544 B
TB1 5 0532 B
TB3 5 0507 B
T1 5 0378 B
T3 5 0.2538 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Grafica de intervalos de Peso Seco (g) vs. Tratamientos
95% IC para la media

2.5

2.0

un
1

Peso Seco (g)
°

=
n
I

0.0

T T2 T3 TB1 TB2 TB3
Tratamientos

La desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Graficas de residuos para Peso Seco (g)

Gréfica de probabilidad normal vs. ajustes.
99
. 10 .
90 % *
® 05 .
a8 S . .
5 =] O
g 50 g 00 : R
S o A .
10 05 .
-*
1 1.0
1.0 0.5 0.0 05 10 05 10 15 2.0
Residuo Valor ajustado
Histograma vs. orden

Frecuencia
Residuo

-0.75 -050 -025 000 025 050 075 100 "2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Residuo Orden de observacién

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Peso Seco (g)

T2-T1 |
T3 - T1 *
TB1-T14
TB2-T1
TB3 - T1-
T3-T2 : |
TB1-T2 -
TB2 -T2
TB3 -T2 *
TB1- T3
TB2-T3
TB3-T3
TB2 - TB1 |
TB3 - TB1-|
TB3 - TB2 | -

-2 -1

[ % U "SRR (SR AU AR SV (PN SEPUSY RS [

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Clorofila Total (ug) vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Mo tadas las medias son iguales

Mivel de significancia o =005

fe presupuso igualdad de varianzas para e andlisis,

Informacion del factor

Factor Miveles Valores
Tratamientos 6 T1,7T2 T3, TB1, TB2, TE3

Analisis de Varianza

Fuente GL  5C Ajust.  MC Ajust. ValorF Valorp
Tratamientos 5 13241 266.82 a.10 0.000
Error 24 7904 32.93

Total 29 21245

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

573886 62.80% 55.04% 41.87%

Medias

Tratamientos N Media Desv.Est IC cle 95%
T1 5 1.233 0726 (-4.084, 6.530)
T2 5 2825 1.038 (-2.472 8.122)
T2 I 1) 1747 [-2.299 7.193)
TB1 53 10.80 6.01 (5.50, 16.10)
TB2 5 2019 481 (1490 2549)
TB2 3 9.08 1156 (3.79, 14.38)

Dresv.Est agrupada = 573886
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media Agrupacion

TB2 5 2019 A

TB1 5 1080 A B
TE2 3 0.08 A B
T2 3 2825 B
T3 5 1.893 B
T 5 1.233 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes,
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Graficas de residuos para Clorofila Total (ug)

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Largo aéreo (cm) vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Mivel de significancia o« = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis,

Informacion del factor

Factor Miveles  Valores
Tratamientos 6 T1,T2 T3, TE1, TBZ, TB3

Analisis de Varianza

SC
Fuente GL  Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Tratamientos 5 1675 334.96 5.78 0.001
Error 24 1390 57.01
Total 29 3065

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S PR-cuad. (ajustado) (pred)

7.60995 34.65% 45.20% 29.14%

Medias

Tratamientos ™ Media Desv.Est. IC de 95%
T1 3 2118 2.55 (14,16, 28.20)
T2 3 24700 1.685 (17.676, 31.724)
T3 5 12.52 278 (5.50, 19.54)
TE1 5 27.16 757 (2014, 34.18)
TB2 3 3746 1246 (3044, 44.48)
TB2 3 22.06 348  (15.04, 29.08)

Desv.Est, agrupada = 7.60995
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media Agrupacion

TB2 5 3748 A

TEB1 3 27e A B
T2 5 24700 A B
TE2 5 2208 B
T1 5 218 B
T3 3 252 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Graficas de residuos para Largo aéreo (cm)
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Si un intervalo no contiene cero. las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Diametro (mm) vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para 1 analisis,

Informacion del factor

Factor Miveles Walores
Tratamientos 6 T1,T2 T3 TB1, TB2, TB3

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Tratamientos 5 7.386 14771 5.53 0.002
Error 24 6416 0.2673

Total 29 13.802

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
05317043 53.51% 43.83% 27.36%

Medias

Tratamientos N Media Desv.Est. IC de 95%
Ti 5 1.240 0.261 (0,763, 1.717)
T2 3 1.380 0.268 (0,903, 1.857)
T3 5 0820 0.5539 (0443, 1.397)
TB1 5 1480 0.335 (1.003, 1.957)
TB2 5 2520 0.030 (2.043, 2.997)
TB3 3 1.360 0.802 (0.883, 1.837)

Desv.Est. agrupada = 0.517043
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media  Agrupacion

TB2 3 2320 A

TEB1 5 1480 B
T2 5 1.380 B
TB2 5 1360 B
T1 5 l.240 B
T3 5 0920 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Graficas de residuos para Diametro (mm)

Gréfica de probabilidad normal vs. ajustes
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Hojas vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Mo todas las medias son iguales
Mivel de significancia | « = 0.03

Se presupuso igualdad de varianzas para el anaolisis,

Informacién del factor

Factor Miveles  WValores
Tratamientos 6 T1,T2 T3, TB1, TB2, TE3

Analisis de Varianza

Fuente GL  5C Ajust.  MC Ajust. Valor F WValor p
Tratamientos 3 o08.3 181.65 3.93 0.010
Error 24 11104 46.27

Total 29 20187

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

6.80196 44.99% 33.533% 14.05%

Medias

Tratamientos N Media Desv.Est IC de 95%
T1 3 13.60 2.61 (7.32, 19.88)
T2 3 15200 1.789 (8922, 21478)
T3 5 13.20 7.95 (692, 19.48)
TE1 3 22.00 8.00 (15.72, 28.28)
TB2 3 28.80 627 (22.52, 35.08)
TB3 5 19.20 Q.86 (1292 2548)

Desv.Est, agrupada = 6.807196
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media Agrupacion

TE2 5 2880 A

TE1 5 2200 A B
TE3 51820 A B
T2 5 15200 B
T 5 1380 B
T3 5 1320 B

Las medias que no comparten una lefra son significativamente diferentes.
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Graficas de residuos para Hojas

Gréfica de probabilidad normal vs. ajustes
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Flores vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todzs las medias son iguales
Hipdtesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significancia o« = 0.03

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis,

Informacian del factor

Factor Miveles  Valores
Tratamientos 6 T1,T2, T3, TE1, TEZ, TB3

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tratamientos 3 43.20 8.640 1.71 072
Error 24 121.60 5.067

Total 29 164.80

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S FR-cuad. (ajustado) (pred)

225093 26.21% 10.84%  0.00%

Medias

Tratamientos N Media Desv.Est IC e 95%

T1 5 0.000000 0000000 (-2.077612 2.077612)
T2 5 0.600 0.894 (-1.478, 2.678)

T3 3 0.600 1.342 (-1.478, 2.678)
TB1 5 3.40 3.85 (1.32, 5.48)

TB2 5 0.400 0.894 (-1.678, 2.478)
TB2 5 2.20 349 (0,12, 4.28)

Desv.Est, agrupada = 2250932
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media Agrupacian
TE1 5 340 A
TEZ 3 220 A
T3 5 0600 A
T2 5 0600 A
TB2 3 0400 A
T1 3 D.000000 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes,

ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Graficas de residuos para Flores
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Si un intervalo no contiene cero. las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Botones vs. Tratamientos

Método

Hipdtesis nula
Hipdtesis alterna
Mivel de significancia o = 0.05

Todas las medias son iguales
Mo todas las medias son iguales

Se presupuse igualdad de varianzas para 2! andlisis.

Informacién del factor

Factor

Miveles  Valores

Tratamientos

6 T1,T2 T3 TB1, TB2, TB3

Analisis de Varianza

Fuente

GL  SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp

Tratamientos

Error

Total

3
24
29

101.9 20,37 1.15 0.360
423.6 17.85
525.5

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S  R-cuad. (ajustado) {pred)
420119 19.39% 2.59% 0.00%
Medias
Tratamientos ®N  Media Desw.Est. IC de 95%
T 5  1.200 1.304 (-2.678 5.078)
T2 5 1.400 1.342 (-2.478 5.278)
T3 5  0.800 1.095 (-3.078 4.678)
TE1 5 1.40 2.61 {-2.48, 5.28)
TBZ 5 6.20 9.34 (2.32,10.08)
TE2 5 1.80 2.68 (-2.08 5.68)

Desv.Est. agrupada = 4.20113

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion

utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos M Media  Agrupacidn
TB2 5 5.20 A
TB3 5 1.80 A
TE1 5 140 A
T2 5 .400 A
T 5 .200 A
T3 5 0800 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
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Graficas de residuos para Botones
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Peso seco radical (g) vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para 2l analisis,

Informacion del factor

Factor Miveles  Valores
Tratamientos 6 T1,T2 T3, TB1, TB2, TB3

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Tratamientos 3 0.8154 0.16308 5.64 0.001
Error 24 0.6942 0.02892

Total 29 1.5096

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustada) (pred)

0170071 54.01% 44.43% 28.15%

Medias

Tratamientos N Media Desv.Est, IC de 95%

T 0.1280 0.0618 {-0.0290, 0.2850)
T2 0.3784 0.2121 (0.2214, 0.5354)
T2 0.0812 0.0811 {-0.0758, 0.2382)

TB2 0.494 0317 (0,337, 0.651)

5
5
5
TE1 5 006300 001728 (-0.09398, 0.21998)
5
TB3 5 01132 01325  (-0.0438, 0.2702)

Desv.E5t. agrupada = 0.170071

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% ~

Tratamientos N Media Agrupacion

TB2 5 0494 A

T2 5 03784 A B
T 5 0280 B
TB3 5 01132 B
T3 5 00812 B
TB1 5 0.08300 B

Las medias que ne comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey
Grafica de intervalos de Peso seco radical (g) vs. Tratamientos

Graficas de residuos para Peso seco radical (g)
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Graficas de residuos para Peso seco radical (g)
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Peso seco radical (g)

T2-T1
T3-T1 *

TB1-T1 | -

TB2-TI-
TB3-TI .
T3-T2 . i
B1-T2 .
TB2 - T2 | L
B3 -T2 . 3
TB1-T3 .

‘

TB2 - T3
TB3 - T3
TB2 - TB1-
TB3 - TB1 |

83 - TB2. .
08 06 0.4 02 0.0 02 0.4 056 08

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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ANOVA de un solo factor: Peso seco parte aérea (g) vs. Tratamientos

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significancia o =005

Se presupuso igualdad de varianzas parg el andlisis,

Informacion del factor

Factor Miveles  Valores
Tratamientos 6 T1,T2 13, TE1, TB2, TB3

Analisis de Varianza

Fuente GL  5C Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tratamientos ] 4724 0.9448 4.49 0.005
Error 24 5.047 0.2103

Tatal 29 9.770

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustada) (pred)

0.458561 48.35% 37.59% 19.29%

Medias

Tratamientos M Media Desv.Est, IC cle 95%

T1 5 0.2504 0.1880 (-0.1729, 0.6737)
T2 0.2760 0.0232 (-0.1473, 0.6993)

5
T3 5 01726 0.2074 (-0.2507, 0.5959)
TE1 5 04e9 0.330 (0,046, 0.892)
TB2 5 1345 0.997 (0,922, 1.768)
TE3 5 0384 0.282  (-0.029, 0.817)

Desv.Est. agrupada = 0.458561
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos W Media Agrupacion

TE2 5 1345 A

TE1 5 0489 A B
TE3 5 03594 B
T2 5 02780 B
T1 5 0.2504 B
T3 5 01726 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Gréficas de residuos para Peso seco parte aérea (g)

Grafica de intervalos de Peso seco parte aérea (g) vs. Tratamientos
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

TB2

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Peso seco parte aérea (g)

T2 - T1
T3 - T1
TB1-T1+
TB2 - T1
TB3 - T1
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B et Rt =

-2

:
0

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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ANOVA de un solo factor: ICD vs. Tratamientos

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significancia o = 0,05

Ze presupuso igualdad de varianzas para el analisis,

Informacion del factor

Factor Miveles Valores
Tratamientos &6 TI1,T2 T3, TE1, TB2, TB3

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor P Valorp
Tratamientes 5 0.02061 0004123 .82  0.000
Error 24 0.01007 0.000420

Total 29  0.030&9

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) {pred)

0.0204379 67.17% 60.33% 48.71%

Medias

Tratamientos N Media Desv.Est. IC de 95%

T1 5 002112 001511 (0.00221, 0.04003)
T2 5 003614 001629 (001723, 0.05503)
T3 5 001470 0.01478 ({-0.00427, 0.033617)
TE1 5 001994 000966 (0.00103, 0.03883)
TB2 5 0.0920 0.0255 (0.0731, 0.1109)
TEB2 3 0.0287 0.0328 (0.0098, 0.0476)

Desv.Est, agrupada = 0.0204879
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Meadia Agrupacion

TB2 5 00920 A

T2 5 0.03614 B
TB3 5  0.0287 B
Ti 5 Doznez B
TB1 5 0.01994 B
T3 5 0.01470 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Graficas de residuos para ICD

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para ICD
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
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TO0 Microbiota autéoctona

Anexo 8

HPLC (cm?)

Tiempo
COMPUESTO de .
retencion TO final
(min) Area 1 Area 2 Area 3

C5 1.032 25696871 | 26339292.78 | 25054449.23 | 34688313 | 35833027.3| 33543598.7

C6 1.172 0 0 0 0 0 0

C10 10.531 26994375 | 27669234.38| 26319515.63 7470270| 7716788.91| 7223751.09

C15 11.402 60001645 | 61501686.13 | 58501603.88 | 17639532 | 18221636.6| 17057427.4

C16 12.215 110593426 | 113358261.7 | 107828590.4 0 0 0

C15 cl/isébmeros (C18) | 12.576 41195185 | 42225064.63| 40165305.38 | 17080526 | 17644183.4| 16516868.6
C17 12.952 0 0 0 0 0 0

C18 13.67 68893096 70615423.4 67170768.6 | 29062598 | 30021663.7 | 28103532.3

C16 cl/isbmeros (C20) | 13.732 34543836 35407431.9 33680240.1 | 15246348 | 15749477.5| 14743218.5
C19 14.377 58128990 | 59582214.75| 56675765.25| 28671846 | 29618016.9| 27725675.1

C20 15.643 52743874 | 54062470.85| 51425277.15| 24181037 | 24979011.2| 23383062.8

c21 16.227 56393299 | 57803131.48 | 54983466.53 | 28255120 29187539 27322701

C22 16.432 0 0 0 5094970 | 5263104.01| 4926835.99

C23 16.797 0 0 0| 37990402 | 39244085.3| 36736718.7

C24 17.352 70048005 | 71799205.13 | 68296804.88 | 46218724 | 47743941.9| 44693506.1

C20 c/isbmeros 17.878 57189145 | 58618873.63 | 55759416.38 | 35947491 | 37133758.2| 34761223.8
C25 18.384 45625859 | 46766505.48 | 44485212.53 | 30032997 | 31024085.9| 29041908.1

C26 18.871 39971813 | 40971108.33| 38972517.68 | 17359588 | 17932454.4| 16786721.6

C29 19.805 18279051 | 18736027.28| 17822074.73 | 10746727 11101369 10392085

C30 20.249 0 0 0| 6771651 | 6995115.48| 6548186.52

123




T1 SAP+ Complejo fungico + Flor

COMPUESTO Tiempo | T1 inicial T1 final
de
retencion
(min) [Area 1 Area 2 Area 3 Areal [Area?2 Area 3

C5 1.032 14121764] 14700756.32| 13542771.68| 32905865 33794323.4| 32017406.6
C6 1172 | 133469952| 138942220 127997684 0 0 0
C10 10.531 18993710| 19772452.11| 18214967.89| 14195577| 14578857.6| 13812296.4
C15 11.402 41473239 43173641.8] 39772836.2| 26681846| 27402255.8| 25961436.2
C16 12.215 81641276| 84988568.32| 78293983.68| 53419168| 54861485.5| 51976850.5
C15 clisémeros (C18) | 12.576 30484490| 31734354.09| 29234625.91| 21705684| 22291737.5| 21119630.5
C17 12.952 65761150| 68457366.52| 63064951.48| 39086957| 40142304.8| 38031609.2
C18 13.67 56955066| 59290223.71| 54619908.29| 37477522| 38489415.1| 36465628.9
C16 clisémeros (C20) | 13.732 28022811 29171746.25| 26873875.75| 20888877| 21452876.7| 20324877.3
C19 14.377 52607179| 54857763.34| 50536594.66| 32608408 33488835| 31727981
C20 15.643 43370655| 45148851.86| 41592458.15| 25864578| 26562921.6| 25166234.4
c21 16.227 50608309| 52683249.67| 48533368.33| 25673244| 26366421.6] 24980066.4
c22 16.432 9910908| 10317348.92| 9504647.082| 7349618| 7548057.69| 7151178.31
C23 16.797 64067238| 66693004.76| 61440481.24| 28318240| 29082832.5| 275536475
C24 17.352 71847648| 74793401.57| 68901894.43| 31051034| 31889411.9| 30212656.1
C20 clisdmeros 17.878 61893615| 64431253.22| 59355976.79| 24308652| 24964985.6] 23652318.4
C25 18.384 52711247| 54872408.13| 50550085.87| 21131923| 21702484.9| 20561361.1
C26 18.871 32635686| 33973749.13| 31297622.87| 12116159| 12443295.3| 11789022.7
C29 19.805 28361591| 29524416.23| 27108765.77| 10785658| 11076870.8| 104944452
C30 20.249 10520332 10951665.61| 10088998.39 0 0 0
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T2 Complejo fingico + Flor

Tiempo
COMPUESTO de .
retencién T2 final
(min) Area 1 Area 2 Area 3
C5 1.032 25696871 | 26262202.16 | 25131539.84 | 33382325 | 35018058.9 | 31746591.1
C6 1.172 0 0 0 0 0 0
C10 10.531 26994375 | 27588251.25 | 26400498.75 | 25326922 | 26567941.2 | 24085902.8
C15 11.402 60001645 |61321681.19 | 58681608.81 | 47357862 | 49678397.2 | 45037326.8
C16 12.215 |110593426 |113026481.4 | 108160370.6 | 90028677 | 94440082.2 | 85617271.8
C15 c/isémeros
(C18) 12.576 41195185 |42101479.07 | 40288890.93 | 36465560 | 38252372.4 | 34678747.6
C17 12.952 0 0 0 0 0 0
C18 13.67 68893096 | 70408744.11 | 67377447.89 | 58743731 |61622173.8 | 55865288.2
C16 c/isémeros
(C20) 13.732 34543836 | 35303800.39 | 33783871.61 | 34065797 | 35735021.1 | 32396572.9
C19 14.377 58128990 | 59407827.78 | 56850152.22 | 53939233 | 56582255.4 | 51296210.6
C20 15.643 52743874 153904239.23 | 51583508.77 | 43131668 | 45245119.7 | 41018216.3
C21 16.227 56393299 | 57633951.58 | 55152646.42 | 44314811 | 46486236.7 | 42143385.3
C22 16.432 0 0 0| 9571355|10040351.4|9102358.61
Cc23 16.797 0 0 0 0 0 0
C24 17.352 70048005 | 71589061.11 | 68506948.89 | 49728710 | 52165416.8 | 47292003.2
C20 c/isbmeros 17.878 57189145 | 58447306.19 | 55930983.81 | 39746289 | 41693857.2 | 37798720.8
C25 18.384 45625859 | 46629627.9| 44622090.1| 33620767 | 35268184.6 | 31973349.4
C26 18.871 39971813 |40851192.89 | 39092433.11 | 18134573 | 19023167.1 | 17245978.9
C29 19.805 18279051 | 18681190.12 | 17876911.88 0 0 0
C30 20.249 0 0 0 0 0 0
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T3 SAP+ Flor

Tiempo
compuesTo| . %€ . _ -
retencion T3 inicial T3 final
(min) [Area 1 Area 2 Area 3 Area 1 Area 2 Area 3

C5 1.032 14121764 |14714878.09 | 13528649.91 | 16164887 | 16762987.8| 15566786.2
C6 1.172 | 133469952 139075690| 127864214 (116624039 | 120939128 | 112308950
C10 10.531 18993710 | 19791445.82 | 18195974.18 5620828 | 5828798.64 | 5412857.36
C15 11.402 41473239 |43215115.04 | 39731362.96| 12446610 |12907134.6| 11986085.4
C16 12.215 81641276 | 85070209.59| 78212342.41 | 18451880|19134599.6| 17769160.4
C15

clisébmeros
(C18) 12.576 30484490 | 31764838.58| 29204141.42 | 13430675 13927610 12933740
C17 12.952 65761159 | 68523127.68| 62999190.32 | 21632083 | 22432470.1| 20831695.9
C18 13.67 56955066 | 59347178.77 | 54562953.23 | 22838690 | 23683721.5| 21993658.5
Cl16

cl/isébmeros
(C20) 13.732 28022811 | 29199769.06 | 26845852.94 | 12005052 | 12449238.9| 11560865.1
C19 14.377 52697179 | 54910460.52 | 50483897.48 | 20336411 | 21088858.2 | 19583963.8
C20 15.643 43370655 | 45192222.51 | 41549087.49 | 19480915|20201708.9| 18760121.1
Cc21 16.227 50608309 | 52733857.98| 48482760.02 | 23723223 | 24600982.3 | 22845463.7
Cc22 16.432 9910998 | 10327259.92 | 9494736.084 0 0 0
C23 16.797 64067238 66758062 61376414 | 33437638 | 34674830.6 | 32200445.4
C24 17.352 71847648 | 74865249.22| 68830046.78 | 43402305 | 45008190.3| 41796419.7
C20

clisbmeros 17.878 61893615 | 64493146.83|59294083.17 | 35262494 | 36567206.3 | 33957781.7
C25 18.384 52711247 |54925119.37|50497374.63 | 30204704| 31322278| 29087130
C26 18.871 32635686 | 34006384.81 | 31264987.19 | 19249783 | 19962025| 18537541
C29 19.805 28361591 | 29552777.82| 27170404.18 | 16951812 17579029 16324595
C30 20.249 10520332 | 10962185.94 | 10078478.06 6522715 | 6764055.46 | 6281374.55
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T4 SAP+Complejo fungico

Tiempo
compuesTo |9 .
retencion T4 final
(min) Area 1 Area 2 Area 3
C5 1.032 14121764 | 14616025.74 | 13627502.26 | 38834931 | 40582502.9 | 37087359.1
C6 1.172 | 133469952 | 138141400.3|128798503.7 | 117326062 | 122605735 | 112046389
C10 10.531 18993710 | 19658489.85| 18328930.15 7750294 | 8099057.23 | 7401530.77
C15 11.402 41473239 | 42924802.37 | 40021675.64 | 17922349 |18728854.7 | 17115843.3
C16 12.215 81641276 | 84498720.66 | 78783831.34 | 27281062 | 28508709.8 | 26053414.2
C15 clisébmeros
(C18) 12.576 30484490 | 31551447.15| 29417532.85| 18644122 |19483107.5| 17805136.5
C17 12.952 65761159 | 68062799.57 | 63459518.44 | 31387443 |32799877.9 | 29975008.1
C18 13.67 56955066 | 58948493.31 | 54961638.69 | 32305391 | 33759133.6 | 30851648.4
C16 c/isébmeros
(C20) 13.732 28022811 | 29003609.39 | 27042012.62 | 18785863 | 19631226.8 | 17940499.2
C19 14.377 52697179 | 54541580.27 | 50852777.74 | 28593520 | 29880228.4 | 27306811.6
C20 15.643 43370655 | 44888627.93|41852682.08| 26414970 | 27603643.7 | 25226296.4
Cc21 16.227 50608309 | 52379599.82 | 48837018.19| 38946459 | 40699049.7 | 37193868.3
Cc22 16.432 9910998 | 10257882.93| 9564113.07 5774951 | 6034823.8|5515078.21
C23 16.797 64067238 | 66309591.33 | 61824884.67 | 44412670 |46411240.2 | 42414099.9
C24 17.352 71847648 | 74362315.68 | 69332980.32 | 57745980 | 60344549.1 | 55147410.9
C20 c/isébmeros 17.878 61893615 | 64059891.53|59727338.48 | 48386249 | 50563630.2 | 46208867.8
C25 18.384 52711247 | 54556140.65 | 50866353.36 | 42596681 | 44513531.6 | 40679830.4
C26 18.871 32635686 | 33777935.01 | 31493436.99 | 26097751 |27272149.8 | 24923352.2
C29 19.805 28361591 | 29354246.69 | 27368935.32 | 19615101 | 20497780.5| 18732421.5
C30 20.249 10520332 | 10888543.62 | 10152120.38| 8072093 | 8435337.19 | 7708848.82
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RESUMEN HTPs (cm?)

%

Tratamiento | HTPs Inicial HTPs Final Inicia-Final (HTPs) | REMOCION
TO 766298470 385686489 380611981 | 49.6688948
TO 785455931.8 398414143.1 387041788.6 | 49.2760667
TO 747141008.3 372958834.9 374182173.4| 50.081868
T1 766298470 465569010 300729460 | 50.4200948
T1 785455931.8 478139373.3 307316558.5 | 51.0868755
T1 747141008.3 452998646.7 294142361.5 | 49.6963006
T2 766298470 617558280 148740190 | 19.4102162
T2 785455931.8 647818635.7 137637296 | 17.5232359
T2 747141008.3 587297924.3 159843084 | 21.3939648
T3 766298470 481264029 285034441 | 48.748683
T3 785455931.8 499070798.1 286385133.7 | 48.9456141
T3 747141008.3 463457259.9 283683748.3 | 48.5349132
T4 766298470 648821849 117476621 | 30.9049248
T4 785455931.8 678018832.2 107437099.5 | 30.6394298
T4 747141008.3 619624865.8 127516142.5|31.1931212
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Anexo 9
T-Student Pareada para HTPs (cm?) iniciales y finales
T0

IC y Prueba T pareada: HTPs (cm2) Inicial, HTPs (cm2) Final

Estadisticas descriptivas

Error
estandar de
Muestra N Media Desv.Est. la media
HTPs (cm2) Inicial 3 766298470 19157462 11060566
HTPs (cm2) Final 3 385686489 12727654 7348315
Estimacion de la diferencia pareada
Error
estandar de IC de 95% para la
Media Desv.Est. la media diferencia_p
380611981 6429808 3712251 (364639453,
396584509)

diferencia_p: media de (HTPs (cm2) Inicial - HTPs (cm2) Final)

Prueba
Hipotesis nula Ho: diferencia_u = 0
Hipoétesis alterna  Hj: diferencia_p # 0

Valor T Valorp
102.53 0.000

T1
IC y Prueba T pareada: HTPs (cm2) Inicial, HTPs (cm2) Final

Estadisticas descriptivas

Error

estandar de

Muestra N Media Desv.Est. la media
HTPs (cm2) Inicial 3 766298470 19157462 11060566
HTPs (cm2) Final 3 617558280 30260356 17470825

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar de IC de 95% para la
Media Desv.Est. la media diferencia_p
148740190 11102894 6410259 (121159072,

176321308)

diferencia_p: media de (HTPs (cm2) Inicial - HTPs (cm2) Final)

Prueba

Hipdtesis nula  H,: diferencia_p = 0
Hipotesis altema  Hj: diferencia_p # 0
Valor T Valor p

© 2320 0002

T2
ICy Prueba T pareada: HTPs (cm2) Inicial, HTPs (cm2) Final

Estadisticas descriptivas

Error

estandar de

Muestra N Media Desv.Est. la media
HTPs (cm2) Inicial 3 766298470 19157462 11060566
HTPs (cm2) Final 3 465569010 12570363 7257503

Estimacion de la diferencia pareada
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Error
estandar de IC de 95% para la

Media Desv.Est. la media diferencia_p
300729460 6587098 3803063 (284366200,
317092720)

diferencia_p: media de (HTPs (cm2) Inicial - HTPs (cm2) Final)

Prueba
Hipotesis nula Ho: diferencia_u = 0
Hipotesis altera  Hj: diferencia_p # 0

Valor T Valor p
79.08 0.000

T3
IC y Prueba T pareada: HTPs (cm2) Inicial, HTPs (cm2) Final

Estadisticas descriptivas

Error

estandar de

Muestra N Media Desv.Est. la media
HTPs (cm?2) Inicial 3 766298470 19157462 11060566
HTPs (cm?2) Final 3 648821849 29196983 16856886

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar de IC de 95% para la
Media Desv.Est. la media diferencia_p
117476621 10039521 5796320 (92537067,

142416175)

diferencia_p: media de (HTPs (cm2) Inicial - HTPs (cm2) Final)

Prueba

Hipotesis nula H,: diferencia_u = 0

Hipotesis altema  Hj: diferencia_p # 0
Valor T Valor p
20.27 0.002

T4
IC y Prueba T pareada: HTPs (cm2) Inicial, HTPs (cm2) Final

Estadisticas descriptivas

Error

estandar de

Muestra N Media Desv.Est. la media
HTPs (cm2) Inicial 3 766298470 19157462 11060566
HTPs (cm2) Final 3 481264029 17806769 10280743

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar
dela ICde 95% parala
Media Desv.Est. media diferencia_p
285034441 1350693 779823 (281679134,

288389748)

diferencia_p: media de (HTPs (cm2) Inicial - HTPs (cm2) Final)

Prueba

Hipdtesis nula  H,: diferencia_p = 0

Hipotesis altema  Hj: diferencia_p # 0
Valor T Valor p
365.51 0.000
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Anexo 10
ANOVA y Tukey HTPs (cm?)

ANOVA de un solo factor: HTPs (cm2) vs. Tratamiento
Método

Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis altemna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia a = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Tratamiento 570, T1,T2, T3, T4

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Tratamiento 4 1.45847E+17 3.64618E+16  75.80 0.000
Error 10 4.81048E+15 4.81048E+14

Total 14 1.50658E+17

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
21932812 96.81% 95.53%  92.82%

Medias

Tratamiento N Media Desv.Est. IC de 95%

TO 3 380611981 12727654 (352397248,
408826714)

T1 3 148740190 30260356 (120525457,
176954923)

T2 3 300729460 12570363 (272514727,
328944193)

T3 3 117476621 29196983 (89261888, 145691354)

T4 3 285034441 17806769 (256819708,
313249174)

Desv.Est. agrupada = 21932812

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamient N Media Agrupacién
T0 3 380611981 A

T2 3 300729460 B

T4 3 285034441 B

T1 3 148740190 C
T3 3 117476621 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para HTPs (cm2)
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mg kg'! de Diésel Residual

Anexo 11

Tubo-
Tratamiento Tubo +| Tubo mg kg-1 Diésel
diésel | diésel | Suelo Diésel mg kg-1 Diésel Residual
Tubo (g) | seco (g) (g) (g) residual (g) Residual Ajustado

TOINICIAL 1 12.6913 | 12.7198 | 0.0285 | 2.9207 | 0.009757935 | 4461.251889 4461.251889
TO INICIAL 2 12.6871 | 127071 | 0.02|2.9311 | 0.006823377 4289.665278 4289.665278
TOINICIAL 3 12.7129 | 12.7499 | 0.037 | 2.9369 | 0.012598318 | 4118.078667 4118.078667
TOFINAL 1 12.6461 | 12.6595 | 0.0134 | 3.1823 | 0.004210791 949.3782686 949.3782686
TOFINAL 2 12.5123 | 12.5271 | 0.0148 | 3.0877 | 0.004793212 | 904.1702686 904.1702686
TOFINAL 3 12,6522 | 12.6611 | 0.0089 | 3.1374 | 0.002836744 | 858.9622686 858.9622686
TIINICIAL 1 12.6534 | 12.6655 | 0.0121 | 3.1214 | 0.003876466 | 2103.590798 4461.251889
T1 INICIAL 2 125897 | 12.6097 | 0.02 | 3.0648 | 0.006525711 2209.654198 4289.665278
TIINICIAL 3 12.7146 | 12.7354 | 0.0208 | 3.0681 | 0.00677944 |  2315.717598 4118.078667
TIFINAL 1 12.6415 | 12.6531 | 0.0116 | 3.1056 | 0.003735188 1249.626703 1249.626703
TIFINAL 2 10.9133 | 10.9266 | 0.0133 | 3.0641 | 0.004340589 1202.726703 1202.726703
TIFINAL 3 12.688 | 12.7033 | 0.0153 | 3.0598 | 0.005000327 1155.826103 1155.826103
T2 INICIAL 1 12.6913 | 12.7198 | 0.0285 | 2.9207 | 0.009757935 | 4461.251889 4461.251889
T2 INICIAL 2 12,6871 | 12,7071 | 0.02|2.9311 | 0.006823377 | 4289.665278 4289.665278
T2 INICIAL 3 12.7129 | 12.7499 | 0.037 | 2.9369 | 0.012598318 4118.078667 4118.078667
T2FINAL 1 13.2424 | 13.2584 | 0.016 | 2.9855 | 0.005359236 1780.727557 1780.727557
T2 FINAL 2 13.4913 | 13.5051 | 0.0138 [ 2.9607 | 0.00466106|  1695.931007 1695.931007
T2 FINAL 3 12.7973 | 12.8136 | 0.0163 | 3.1002 | 0.005257725 1611.931007 1611.931007
T3 INICIAL 1 12.6534 | 12.6655 | 0.0121 | 3.1214 | 0.003876466 | 2103.590798 4461.251889
T3 INICIAL 2 12.5897 | 12.6097 | 0.02 | 3.0648 | 0.006525711 2209.654198 4289.665278
T3 INICIAL 3 12.7146 | 12.7354 | 0.0208 | 3.0681 | 0.00677944 |  2315.717598 4118.078667
T3FINAL 12,6912 | 12.7024 | 0.0112 | 2.9673 | 0.003774475 1329.263426 1329.263426
T3 FINAL 2 12.7282 | 12.7388 | 0.0106 | 3.0978 | 0.003421783 1272.023426 1272.023426
T3 FINAL 3 12.4314 | 12.4426 | 0.0112 | 2.9376 | 0.003812636 1214.783426 1214.783426
T4 INICIAL 1 12.6534 | 12.6655 | 0.0121 | 3.1214 | 0.003876466 |  2103.590798 4461.251889
T4 INICIAL 2 12.5897 | 12.6097 | 0.02 | 3.0648 | 0.006525711 2209.654198 4289.665278
T4 INICIAL 3 12.7146 | 12.7354 | 0.0208 | 3.0681 | 0.00677944 |  2315.717598 4118.078667
T4 FINAL 1 12.4444 | 12.4555 | 0.0111 | 3.1149 | 0.003563517 1235.315796 1235.315796
T4 FINAL 2 13.2986 | 13.3137 | 0.0151 | 3.1409 | 0.004807539 1188.935796 1188.935796
T4 FINAL 3 12.4195 | 12.4306 | 0.0111 | 3.0555 | 0.003632793 1142.565796 1142.565796
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Resumen mg kg Diésel residual

%

Tratamiento | mg kg! Inicial | mg kg™! Final | Inicial-Final mg kg! | Remocién
TO 4461.251889 949.3782686 3511.87362| 78.719465
TO 4289.665278 904.1702686 3385.495009 | 78.9221254
T0 4118.078667 858.9622686 3259.116398 | 79.1416741
T1 4461.251889 1249.626703 3211.625186|40.5955424
T1 4289.665278 1202.726703 3086.938575|45.5694604
T1 4118.078667 1155.826103 2962.252564 | 50.0877782
T2 4461.251889 1780.727557 2680.524332| 60.0845771
T2 4289.665278 1695.931007 2593.734271| 60.464724
T2 4118.078667 1611.931007 2506.14766| 60.857207
T3 4461.251889 1329.263426 3131.988463 | 36.8097908
T3 4289.665278 1272.023426 3017.641852|42.4333714
T3 4118.078667 1214.783426 2903.295241|47.5418148
T4 4461.251889 1235.315796 3225.936093|41.2758509
T4 4289.665278 1188.935796 3100.729482 | 46.193581
T4 4118.078667 1142.565796 2975.512871| 50.6604002
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Anexo 12
T-Student Pareada mg kg’ de Diésel residual iniciales y finales

T0
IC y Prueba T pareada: mg kg-1 Diésel, mg kg-1 Diésel Residual

Estadisticas descriptivas

Error

estandar

dela

Muestra N Media Desv.Est. media
mg kg-1 Diésel 3 42897 171.6 99.1
mg kg-1 Diésel Residual 3 33855 126.4 73.0

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95%
de la para la
Media Desv.Est. media diferencia_p
904.2 452 26.1 (791.9, 1016.5)

diferencia_u: media de (mg kg-1 Diésel - mg kg-1 Diésel Residual)

Prueba

Hipotesis nula H,: diferencia_u = 0

Hipoétesis alterna  Hj: diferencia_p # 0
Valor T Valor p
34.64 0.001

T1
IC y Prueba T pareada: mg kg-1 Diésel, mg kg-1 Diésel Residual

Estadisticas descriptivas

Error

estandar

dela

Muestra N Media Desv.Est. media
mg kg-1 Diésel 3 42897 171.6 99.1
mg kg-1 Diésel Residual 3 3086.9 1247 72.0

Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95% para
de la la
Media Desv.Est. media diferencia_p
1202.7 46.9 27.1 (1086.2, 1319.2)

diferencia_u: media de (mg kg-1 Diésel - mg kg-1 Diésel Residual)

Prueba

Hipotesis nula H,: diferencia_u = 0

Hipotesis altema H;: diferencia_p # 0
Valor T Valor p
44.42 0.001

T2
IC y Prueba T pareada: mg kg-1 Diésel, mg kg-1 Diésel Residual

Estadisticas descriptivas

Error

estandar

dela

Muestra N Media Desv.Est. media
mg kg-1 Diésel 3 4289.7 171.6 99.1
mg kg-1 Diésel Residual 3 2593.5 87.2 50.3
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Estimacion de la diferencia pareada

Error
estandar IC de 95% para
de la la
Media Desv.Est. media diferencia_p
1696.2 84.4 48.7 (1486.5, 1905.9)

diferencia_pi: media de (mg kg-1 Diésel - mg kg-1 Diésel Residual)

Prueba

Hipdtesis nula  Ho: diferencia_p = 0

Hipotesis altema  H;: diferencia_p # 0
Valor T Valorp
34.81 0.001

T3
ICy Prueba T pareada: mg kg-1 Diésel, mg kg-1 Diésel Residual

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
dela
Muestra N Media Desv.Est. media
mg kg-1 Diésel 3 4289.7 171.6 99.1
mg kg-1 Diésel Residual 3 3017.6 1143 66.0
Estimacion de la diferencia pareada
Error
estandar IC de 95% para
de la la
Media Desv.Est. media diferencia_p
1272.0 57.2 33.0 (1129.8, 1414.2)

diferencia_pi: media de (mg kg-1 Diésel - mg kg-1 Diésel Residual)

Prueba

Hipdtesis nula  Ho: diferencia_p = 0

Hipdtesis altema H,: diferencia_p # 0
Valor T Valorp
38.49 0.001

T4
ICy Prueba T pareada: mg kg-1 Diésel, mg kg-1 Diésel Residual

Estadisticas descriptivas

Error
estandar
dela
Muestra N Media Desv.Est. media
mg kg-1 Diésel 3 4289.7 171.6 99.1
mg kg-1 Diésel Residual 3 3100.7 125.2 723
Estimacion de la diferencia pareada
Error
estandar IC de 95% para
de la la
Media Desv.Est. media diferencia_p
1188.9 46.4 26.8 (1073.7, 1304.1)

diferencia_pi: media de (mg kg-1 Diésel - mg kg-1 Diésel Residual)

Prueba
Hipotesis nula Ho: diferencia_u = 0
Hipotesis altera  Hj: diferencia_p # 0

Valor T Valor p
44.41 0.001
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Anexo 13

ANOVA y Tukey mg kg de Diésel residual
ANOVA de un solo factor: mg kg-1 vs. Tratamiento

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis altemna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Tratamiento 570, T1,T2, T3, T4
Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valor p
Tratamiento 4 1393886 348471 30.97 0.000
Error 10 112513 11251

Total 14 1506399

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
106.072  92.53% 89.54%  83.19%

Medias
Tratamiento N Media Desv.Est. ICde 95%
TO 3 33855 126.4 (3249.0, 3521.9)
T1 3 2658.0 107.5 (2521.5, 2794.4)
T2 3 25935 87.2 (2457.0, 2729.9)
T3 3 2588.7 97.2 (24522, 2725.1)
T4 3 26718 108.1 (2535.3, 2808.2)

Desv.Est. agrupada = 106.072

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratami N Media Agrupacién
T0 3 33855A

T4 3 26718 B

T1 3 2658.0 B

T2 3 25935 B

T3 3 25887 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para mg kg-1
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Anexo 14

Andalisis fisicoquimicos del suelo antes y después del ensayo de biorremediacion

pH

Materia

organica (%)

Nitrogeno

total (%)

Relacion C/N

Tratamiento | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial Final
TO 7.76 8.2 2.9 2.23 | 0.084 | 0.102 | 0.02897 | 0.04574
T1 7.67 8.1 9.1 396 | 0.189 | 0.177 | 0.02077 | 0.0447
T2 7.76 7.9 2.9 2.39 | 0.084 | 0.122 | 0.02897 | 0.05105
T3 7.67 8.1 9.5 3 0.189 | 0.129 | 0.01989 | 0.043
T4 7.67 8.2 9.5 4.57 | 0.189 | 0.232 | 0.01989 | 0.05077

TB1 7.2 8.1 7.21 1.93 | 0.223 | 0.085 | 0.03093 | 0.04404
TB2 7.51 8 2.37 1.37 0.14 | 0.085 | 0.05907 | 0.06204
TB3 7.2 8.1 7.21 2.67 | 0.223 | 0.124 | 0.03093 | 0.04644
TB4 7.2 8.2 7.21 2.18 | 0.223 | 0.11 |0.03093 | 0.05046
SAP 5.06 NA 98.5 NA | 0.021 NA | 0.00021 NA
Calcio Magnesio Sodio Potasio
(cmolc/Kg) (cmolc/Kg) (cmolc/Kg) (cmolc/Kg)

Tratamiento | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial Final
TO 6.62 8.2 1.233 0.3 0.582 0.7 0.8 1
T1 21.94 37.1 1.966 3 0.379 0.7 0.9 1.2
T2 6.62 8.6 1.233 4.8 0.582 0.7 0.8 1
T3 21.94 36.6 | 1.966 4.7 0.379 0.9 0.9 1.3
T4 21.94 33.2 | 1.966 0.9 0.379 0.7 0.9 1

TB1 6.2 37.5 4.9 2.8 0.6 0.8 0.9 0.7
TB2 3.55 6.9 0.5 4.3 0.313 0.8 0.6 0.4
TB3 6.2 28.7 4.9 4.3 0.6 0.8 0.9 0.9
TB4 6.2 28.2 4.9 0.6 0.6 0.8 0.9 0.9
SAP 0.016 NA 0.03 NA 0.01 NA 0.03 NA
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Capacidad de Fésforo Densidad Conductividad
Intercambio (mg/mk) aparente Eléctrica (dS/m)
Cationico (g/ml)
(cmolc/Kg)

Tratamiento | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial Final
TO 11.5 10.2 | 11.41 0 1.325 | 1.26 0.05 0.35
T1 19.2 16.3 | 23.25 0 1.183 | 1.22 0.95 0.47
T2 11.5 11.6 | 11.41 146 | 1.325 | 1.28 0.08 0.36
T3 19.2 13.9 | 2345 6 1.183 | 1.29 0.95 5.56
T4 19.2 14.7 | 23.45 16 1.183 | 1.26 0.95 4.41

TB1 16.3 10.9 0 0 1.22 1.26 0.47 5.31
TB2 12.7 8.9 1036 | 103 | 1.337 | 1.26 0.69 0.33
TB3 16.3 14.7 0 16 1.22 1.26 0.47 4.41
TB4 16.3 12.1 0 0.9 1.22 1.25 0.47 5.55
SAP NA 23.6 NA NA 0.32 NA
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