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RESUMEN

La fitorremediacion es una tecnologia de saneamiento que aprovecha la presencia de
plantas para mejorar la remocién de contaminantes en suelos. Una variacion corresponde a
fitorremediacion asistida, la cual emplea bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV) para promover la remocion de contaminantes. La promocion del crecimiento
mediado por BPCV es una consecuencia de la produccion de fitohormonas, entre ellas el
acido indol-3-acético (AlA).
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El proposito de este estudio se enfocd al seguimiento en la produccion de AIA previa
inoculacion de Azospirillum lipoferum en un proceso de fitorremediacion asistida en suelo
artificial contaminado con diesel. Para tal efecto, se realiz6 la evaluacién experimental,
durante 60 dias, empleando la cepa bacteriana AZm1 de A. lipoferum y la especie vegetal
rye grass anual (Lolium multiflorum) en un suelo contaminado con 18 706 mg Kg™ de diesel.

El disefio experimental fue de tipo unifactorial con cuatro niveles del factor: fitorremediacion
asistida, fitorremediacion convencional, bioestimulacién y atenuacion natural. La
bioestimulacion consistio en la adicion controlada de fuentes enriquecedoras de urea y

fosfato diamoénico (5:10).

Los resultados revelaron que la presencia de A. lipoferum en el proceso de fitorremediacion
asistida incrementd la concentracion de AlA, lo que se tradujo en una remocién mas eficiente
(71.88%) con respecto al control. Sin embargo, la produccion mayor de AIA correspondi6 a la
tecnologia de bioestimulacion, obteniendo una remocién equivalente a 75.33%; el andlisis
estadistico (ANOVA) revel6 diferencias significativas relacionadas con las remociones de
diesel de los diferentes blogues. Mediante la bioestimulacion es posible alcanzar 56.97% de

remocion al dia 20, el cual es superior al resto de las tecnologias.

La inoculacién previa de A. lipoferum no mejoré el porcentaje de sobrevivencia en rye grass
anual, pero tuvo un efecto positivo relacionado con el porcentaje de remocién del diesel. Las

mayores longitudes aéreas y radicales promovieron mejores remociones de hidrocarburo.

El testigo S+P obtuvo la mayor longitud aérea durante 60 dias de tratamiento, mientras que
la fitorremediacién convencional mostr6 una disminucion relacionada con la longitud aérea
como consecuencia de la adicién de diesel y la carencia de A. lipoferum. A pesar de la
adicién de diesel en la fitorremediacién asistida y bioestimulacién, los desarrollos aéreos
fueron mayores comparando con sus respectivos controles (S+B+P+F y S+B+P) y con la
fitorremediacion convencional, lo que demostré que la presencia de A. lipoferum ejercié un

efecto positivo concerniente al desarrollo aéreo de Lolium multiflorum.
La cuantificacion de nitrégeno mostré6 una tendencia de incremento durante la etapa

experimental. No obstante, el andlisis estadistico (ANOVA) indic6 la no existencia de

diferencias significativas.
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Los resultados mostraron que los principales mecanismos promotores del desarrollo vegetal

mediados por A. lipoferum contribuyeron al progreso durante el proceso de fitorremediacion.

La tecnologia de saneamiento con mejor rendimiento correspondié a bioestimulacion
(75.33%) seguida por fitorremediacion asistida (71.88%) y fitorremediacién convencional

(66.56%), respectivamente.
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CAPITULO 1

“¢Acaso comprendemos el engafio sutil de las flores,
o el firme tono de un paisaje de verano;
apreciamos acaso del cielo sus colores?
¢Buscamos, entonces el rescate del ser humano?
Y es que al mirar atonitos el perfil de la montafia,
el ambito infinito de la comba azul,

nos sobrecoge una sensacién extrafia,

nos envuelve el manto, ese manto de tul.

Oigo el tenue rumor de los seres pequefios,

el trino del ave en su vuelo,

el choque del viento, plegarias, ensuefos,

ansiosas notas que suben al cielo...”

Hesse Herman, 2002, “El lobo estepario”.

13
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1. Introduccioén

El cuidado del ambiente exige la busqueda de soluciones a los problemas
ecologicos. Los cambios que ocurren en el ambiente, cualquiera que sea su origen,
afectan la salud y la calidad de vida del ser humano, asi como el entorno social y el
equilibrio de los ecosistemas. La calidad de vida puede mejorarse con labores
preventivas y prospectivas que promuevan una reciprocidad satisfactoria entre

ambiente y desarrollo.

La industria petrolera y sus derivados (petroleo refinado, combustibles destilados,
desechos de perforacion y residuos de destilacién), en el ambito mundial, estan
considerados como de alto riesgo ambiental. Lo anterior debido a que las
actividades de exploracion, extraccion y transporte de los hidrocarburos tienen
intrinsecamente un riesgo latente de fugas eventuales que conllevan a la
contaminacion de importantes superficies de suelo o cuerpos de agua (Garcia,
2000; Juarez, 2007; Nie et al., 2011).

La industria petroquimica en México se ha desarrollado aceleradamente, generando
diversos satisfactores econdémicos. Sin embargo, su expansion y desarrollo también
ha dado origen a graves problemas ambientales, derivados de emergencias
ambientales, con graves repercusiones a la salud de la poblacion y al equilibrio
ecologico de los ecosistemas. Entre las causas que han generado este deterioro
ambiental por la contaminacién de cuerpos de agua y suelos a lo largo de todo el
pais, se encuentran las siguientes: (i) manejo inadecuado y abandono de materiales
y residuos peligrosos; (ii) mantenimiento inadecuado o falta de éste en instalaciones
petroleras; (iii) explosiones en instalaciones de alto riesgo; (iv) fugas en lineas de
conduccion y (v) derrames de hidrocarburos (CENAPRED, 2009; PROFEPA, 2010).

Con respecto a los derrames y fugas de hidrocarburos, PEMEX reporta que durante
el aflo 2009 hubo un total de 7 033 toneladas de hidrocarburos (crudo, diesel y
gasolina) derramados en su mayoria en tierra, en los cuatro sectores de ductos del
pais. Esta ultima cifra es importante, ya que de esta manera puede estimarse la

magnitud de la contaminacién en los sitios cercanos a los derrames. Uno de los

14
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estados con mayor incidencia de sitios contaminados por actividades petroleras es
Veracruz. De acuerdo con informacion de PEMEX, dos de los lugares mas
contaminados por hidrocarburos a nivel nacional son la refineria "Lazaro Cardenas"

y el pantano de “Santa Alejandrina”, ambos ubicados en el sureste de México.

Entre los contaminantes organicos se encuentra el diesel, el cual es un destilado
formado por compuestos de hidrocarburos entre 10-20 carbonos teniendo una mayor
concentracion de cicloalcanos e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). La
exposicién a concentraciones elevadas de vapores causan irritacion a los 0jos, nariz,
garganta, bronquios y pulmones; dolor de cabeza y mareos; puede ser anestésico y
también causar efectos al sistema nervioso central. Los HAP afectan a los
organismos a través de acciones tbxicas sistémicas 0 carcinogénicas, éstas
acciones pueden interferir con las funciones de los sistemas enzimaticos de las

membranas celulares (Hoffman et al., 2003).

Dicho tipo de contaminacion ocasiona un deterioro progresivo de la calidad del
ambiente y a su vez genera una amenaza a la salud publica asi como un
desequilibrio ecologico. Es por esto que se ha establecido un marco regulador para
la eliminacién de residuos peligrosos (NOM-138, SEMARNAT, 2008) y limpieza de
lugares contaminados, asi como para la prevencion del deterioro ambiental. (Atlas y
Bartha, 2002; Tang et al., 2010).

Hace mas de una década, en paises avanzados la atencion se enfocé al desarrollo y
comercializaciébn de tecnologias para el saneamiento de suelos y acuiferos
contaminados, las cuales en su conjunto se denominan tecnologias de remediacion.

De acuerdo con su funcionamiento, las tecnologias de remediacion se clasifican en:

biolégicas, fisicoquimicas y térmicas.
Las tecnologias de tipo bioldgico representan una alternativa muy atractiva, debido a

gue se basan en procesos naturales donde los contaminantes pueden ser realmente

transformados y algunos completamente mineralizados, ademas son

15
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ambientalmente amigables y econdmicamente asequibles. Esta categorizacion esta
representada por biorremediacion y fitorremediacion, ambas estan intrinsecamente
relacionadas con la actividad microbiana que puede desarrollarse en el
microambiente del suelo y subsuelo (Stephan, 2003). En la biorremediacion se
recurre a microorganismos degradadores autoctonos o exdgenos, la cantidad del
in6culo a emplear depende del tamafio de la zona contaminada, dispersién del
contaminante y velocidad de crecimiento de los microorganismos degradadores, sin
embargo, es deseable mejorar la disponibilidad y viabilidad de los microorganismos
autéctonos antes que usar microorganismos exoégenos. En tanto que la
fitorremediacion asistida se refiere al uso de plantas y la contribucion de
microorganismos asociados a su raiz, tal es el caso de Azospirillum lipoferum.
(Compant et al., 2010).

Azospirillum lipoferum se encuentra dentro de la clasificacion de Bacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV), estas bacterias son aptas para
promover el crecimiento de las plantas mediante la colonizacion radicular (Bashan,
2005). Aunque las BPCV fueron inicialmente aprovechadas para optimizar el
rendimiento en campos de produccidon agricola, una progresiva atenciéon ha sido

dirigida a su aplicacion en procesos de fitorremediacion.

De acuerdo con Huang et al., (2004), en un proceso de fitorremediacion, la adicién
de BPCV incrementa la remocion de compuestos organicos contaminantes como

consecuencia de la acumulacién de biomasa radical.

Durante los procesos de fitorremediacion asistida, Azospirillum lipoferum expresa
capacidad para asociarse a las raices y favorece a la planta mediante promocion del
crecimiento, fijacion de nitrogeno y solubilizacion de fosforo, ademas se tienen
informes relacionados con la produccién de fitohormonas (auxinas, giberelinas,
citocininas) la cuales modifican el desarrollo, morfologia y funcion de las raices por

un mecanismo aun no completamente establecido, mejorando la absorcion de
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nutrimentos y agua, por lo que se produce un incremento de biomasa y una mejor

nutricion del vegetal . (Bashan y Holguin, 1997; Lépez et al., 2005).

El representante auxinico méas estudiado corresponde al acido indol-3- acético (AlA),

del cual se tiene un especial seguimiento en este proyecto.

La inoculacion con Azospirillum puede afectar el metabolismo de fitohormonas
enddgenas de las plantas; sin embargo, no se sabe si este fendmeno es debido al
AlA producido por la bacteria, o por el incremento en la sintesis de hormonas en el

tejido de la raiz (Aguilar et al., 2008).
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CAPITULO 2

“Cuanto méas comprensible parece el universo,

mas parece también carecer de sentido”

Weinberg Steven en Next, 2007. Crichton Michael
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2. Objetivos y estrategia de trabajo

2.1 Objetivos

-Objetivo general
Evaluar el proceso de fitorremediacion asistida por Azospirillum lipoferum, mediante
determinacion indirecta de &cido indol-3-acético (AlIA) en un suelo artificial

contaminado con diesel.

-Objetivos particulares

-Definir el tipo de semilla con la cual Azospirillum lipoferum tendra mejor
compatibilidad.

-Cuantificar el efecto sobre el crecimiento vegetal provocado por la contaminacion de
diesel en el suelo artificial.

-Determinar las actividades de solubilizacién de fésforo y fijacion de nitrdgeno
asociadas a Azospirillum lipoferum.

-Determinar si existe una correlacion entre aumento en el tamafio vegetal y la
eficiencia en la remocion de diesel.

-Evaluar el efecto bioestimulante de urea y fosfato diaménico en el suelo conformado
artificialmente mediante la estimacion de la remocion de hidrocarburos.

-Evaluar diferentes procesos de fitorremediacion (asistida, convencional vy

bioestimulacion) a efecto de determinar el mejor en cuanto a remocién de diesel.

2.2 Hipotesis

Si en el proceso de fitorremediacion asistida se identifica una relacion directa entre la
produccion de AIA y disipacion de diesel, entonces se podrd proponer que la
produccion de AIA mediada por Azospirillum lipoferum y Lolium multiflorum conduce

a un progreso en la remocién de diesel.
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2.3 Estrategia de trabajo
SUELO

I Azospirillum lipoferum I

-Muestreo y caracterizacion del -Verificacion de pureza de cepas
suelo natural
-Seleccién de cepa (AZml, AZm2 y
-Conformacioén y caracterizacién del AZm3)

suelo artificial
-Estandarizacion del indculo
-Contaminacién del suelo artificial
con diesel a 18 000 mg Kg™ -Seleccion de  especie  vegetal
(Medicago sativa, Lolium multiflorum
y Lolium perenne)

Montaje de unidades experimentales

-Fitorremediacion asistida
-Fitorremediaciéon convencional
-Bioestimulacion

-Atenuacidn natural

-Controles
I : TRATAMIENTO I
| |

Analisis al suelo Anadlisis al vegetal:
Determinaciones analiticas: -Porcentaje de viabilidad
-Cuantificacién de fésforo -Longitudes aéreas
-Determinacién de nitrégeno total -Longitudes radicales
Kjendahl -Cuantificacion de acido indol-3-
-Cuantificacion de hidrocarburos acético

ANALISIS

ESTADISTICO

Figura 2.1. Disefio experimental desarrollado para el montaje y ejecucién del proyecto.
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CAPITULO 3

“Si preguntamos por ejemplo si la posicién del electron
permanece siendo la misma, hemos de decir que no;

si preguntamos si la posicion del electrén varié con el tiempo,
tenemos que decir que no;

si peguntamos si el electrén esta en reposo,

debemos decir que no;

Si preguntamos si esta en movimiento,

hemos de decir que no...”

Oppenheimer Robert en Péalpito de una estatua sensible, Icaza José, 1997.
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3. Marco conceptual
3.1 Diesel

3.1.1 Composicion del crudo de petroleo

La formacion del petrdleo esta asociada a los procesos de descomposicion de
organismos de origen animal y vegetal, que fueron comprimidos por altas presiones
y calor, dando origen al petréleo y al gas natural, que resultaron incorporados en
depasitos (IMP, 2009; Juéarez, 2007).

El crudo de petréleo se caracteriza por ser un liquido viscoso, negro y con una
composicién quimica compleja. Los hidrocarburos componen la familia predominante
de compuestos (un 50-98% de la composicién). Principalmente son alcanos de
cadena lineal (n-alcanos o n-parafinas), alcanos ramificados (en menor cantidad),
cicloalcanos (o naftenos) y cantidades variables de hidrocarburos aromaticos.
(Fernandez et al., 1992; Vifas, 2005). La composicion esencial de un crudo esta
condicionada por la predominancia de los compuestos tipo hidrocarburo: 84-87% de
carbono, 11-14% de hidrégeno, de 0-8% de azufre, 0-4% de oxigeno y nitrégeno y
metales como el niquel y el vanadio (Howe-Grant, 1996; Vifas, 2005).
Los principales componentes se subdividen y purifican en distintas fracciones:
e Fraccion saturada - n-alcanos, alcanos ramificados con cadenas alquilicas,
cicloparafinas y hopanos;
e Fraccibn aromatica - monoaromaticos, diaromaticos e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP);
e Fraccion de resinas - agregados de piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos,
sulfoxidos y amidas;
e Fraccién de asfaltenos - son menos abundantes y consisten en compuestos
mas polares, entre ellos: hidrocarburos heterociclicos, hidrocarburos

oxigenados, fenoles polihidratados y acidos nafténicos (Vifias, 2005).

El crudo de petréleo contiene una mezcla muy compleja de hidrocarburos

aromaticos. Esta fraccion la componen moléculas que contienen uno o varios anillos
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bencénicos en su estructura. Entre ellos se encuentran los hidrocarburos
monoaromaticos (un anillo bencénico), diaromaticos (2 anillos bencénicos) y

poliarométicos (con mas de dos anillos bencénicos).

Entre los hidrocarburos monoaromaticos se encuentran: el benceno y sus alquilados
(monoalquilados como el tolueno y dialquilados como los xilenos), formando la
familia de los BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) de gran importancia

ambiental debido a su volatilidad y toxicidad (Vifias, 2005).

Figura 3.1. Estructuras quimicas de diferentes componentes mayoritarios de un crudo de
petréleo, (Vifias, 2005).

Entre los hidrocarburos polimaromaticos se encuentran: los hidrocarburos
diarométicos, entre ellos encontramos el naftaleno y sus alquilados que constituyen
la familia mayoritaria de hidrocarburos aromaticos presentes en un crudo (Figura
3.1.).
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Entre los hidrocarburos poliaromaticos de tres anillos se encuentran: el fenantreno,
antraceno, fluoreno, y sus derivados alquilados. El fenantreno y los metilfenantrenos,
representan los componentes mayoritarios de los triaromaticos.

Entre los hidrocarburos poliarométicos de méas de tres anillos, se encuentran el
fluoranteno (3 anillos bencénicos y uno no bencenico), pireno y criseno (4 anillos
aromaticos), pireno y benzo (a) pireno (5 anillos aromaticos), (Figura 3.1.). También
se pueden incluir compuestos muy relacionados con los hidrocaburos aromaticos
que contienen anillos aromaticos heterociclicos con azufre (tiofenos,

dibenzotiofenos) o nitrégeno (carbazoles), (Vifias, 2005).

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (en adelante HAP) se definen por ser
estructuras formadas por 2 o mas moléculas de benceno fusionadas (Figura 3.2.). La
estructura atémica del anillo bencénico les confiere una gran estabilidad
termodinamica debido a la elevada energia de resonancia negativa que proporciona
contener seis orbitales moleculares T por solapamiento ciclico. Todos los

compuestos con sistemas electrdnicos Tr-ciclicos son catalogados como aromaticos.

Figura 3.2. Estructura quimica de hidrocarburos aromaticos policiclicos representativos,
(Vinas, 2005).
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El anillo bencénico es una de las estructuras mas ampliamente distribuida en la
naturaleza, se encuentra formando parte de compuestos mono y policiclicos, asi
como de otras sustancias mas complejas como la lignina (Vifias, 2005). Los HAP se
forman por la exposicion de moléculas organicas a elevadas temperaturas (pir6lisis),
asi como también por exposiciones a menor temperatura (100-150 °C) y a elevadas
presiones durante millones de afios en sedimentos, durante la formacién del petréleo
(origen petrogénico). Las mezclas de HAP de origen petrogénico se distinguen de
las piroliticas por ser més ricas en HAP alquilados debido a la diferente temperatura

de formacion.

Las caracteristicas mas importantes que condicionan el comportamiento de los HAP
en el ambiente van ligadas a las caracteristicas fisicoquimicas propias de la
estructura de cada HAP (Tabla 3.1.). Son de gran importancia la hidrofobicidad y la
volatiidad de los HAP de menor peso molecular. Debido a las propiedades
hidrofébicas, los HAP muestran una fuerte tendencia a adsorberse a las superficies,
lo que dificulta su biodegradacion, asi como a acumularse en la cadena trofica
(Clements et al., 1994; Benavides et al., 2006).

Los HAP existentes en el ambiente pueden proceder tanto de la naturaleza como de
la actividad humana (Tabla 3.2.). Basicamente las fuentes de HAP se resumen en
tres: el petrdleo u origen petrogénico, la combustion u origen pirolitico (a partir de
combustibles fosiles, madera y erupciones) y la sintesis por seres vivos, cuya
aportacion es minoritaria (Vifias, 2005; Juarez, 2007).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, 2010) ha
incluido los HAP entre sus contaminantes prioritarios. Esto fundamentalmente se
debe a la peligrosidad intrinseca de los HAP, debido a la toxicidad aguda y a la
toxicidad de tipo teratogénico, mutagénico y carcinogénico que presentan (Atlas y
Bartha, 2002). También se bioacumulan y su biodegradacion en general es mucho
mas lenta, especialmente los de elevado peso molecular (Kanaly y Harayama, 2000;
Benavides et al., 2006).
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Tabla 3.1. Propiedades fisicoquimicas de los 15 HAP prioritarios de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA), 2010.

Compuesto PM @ Punto fusién Punto ebullicién Solubilidad agua
(°0) (°C) (mgLh”®

Naftaleno 128 80 218 30.0

Acenaftileno 152 92 265 16.1

Acenafteno 154 96 279 3.47

Fluoreno 166 116 298 1.8

Fenantreno 178 101 340 1.29

Antraceno 178 218 342 0.073
Fluoranteno 202 110 375 0.260
Pireno 202 150 404 0.135
Benz(a)antraceno 228 159 435 0.014
Benzo(b)fluoranteno 252 168 ND 0.0012
Benzo(k)fluoranteno 252 217 480 0.0005
Benzo(a)pireno 252 179 495 0.0038
Dibenzo(a,h)antraceno 278 267 524 0.0005
Benzo(g,h,i)perileno 276 278 ND 0.0002
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276 162 ND 0.062

2 PM: Peso molecular; ° 20 °C; ND: No determinado. Datos de la tabla segun (USEPA, 2010).

En México la Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SA1-2008 que
establece los limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos y lineamientos
para el muestreo y la remediacion publicada el 23 de agosto del 2010, establece seis
HAP como los mas persistentes y perjudiciales para la salud humana; éstos son:
benzo[a,]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[alantraceno, benzo[b]fluranteno,

benzo[k]fluoranteno, e indeno (1,2,3-cd) pireno.
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Tabla 3.2. Fuentes de origen de los HAP.

Naturales:

Fuegos forestales
Filtraciones naturales de petréleo
Erupciones volcéanicas

Antropogénicas:

Combustién de madera y combustibles fésiles
Emisiones de vehiculos y aviones
Industria del petréleo

Accidentes de transporte
Almacenamiento

Refinado

Residuos

Creosota

Utilizacion de petréleo y derivados
Procesos industriales

Aguas residuales urbanas e industriales
Humo de tabaco

Incineracion de residuos

3.1.2 Refinado del crudo de petrdleo

Para comprender la naturaleza quimica de los diferentes derivados del petroleo
que potencialmente pueden ser contaminantes del ambiente, hay que entender el
proceso de refinado del crudo utilizado para la obtencion de estos productos
petroliferos. El refinado pasa por un proceso de destilacion, con la finalidad de
eliminar el color y olor, asi como también, los compuestos del azufre. Se destila a
temperaturas crecientes obteniendo 4 fracciones principales: gasolina, queroseno,
destilados medios (querosenos, gasoil, aceites lubricantes) y un residuo. Este
residuo se destila al vacio obteniéndose otros aceites lubricantes (Tabla 3.3.). Asi
pues, la composicidn quimica de la gasolina es diferente a la del gasoil debido a que
se han obtenido como productos de destilacion del petréleo a partir de diferentes
intervalos de temperatura (Tabla 3.3.). La obtencién de gasolina es menos directa
qgue la de los gasoleos, ya que en una primera fase se obtiene por destilacion del
crudo entre 20-180 °C. Esto implica una composicion de n-alcanos mas ligera (C6-
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C11) que los gasoleos (C10-C25). En la gasolina encontramos como componentes
mas abundantes: butano, isopentano, pentano, mono y dimetilpentanos, hexano,
BTEX, mono y dimetilhexanos, trimetilbencenos, metiletilbencenos, y en menor

cantidad, los naftalenos.

Tabla 3.3. Fracciones que se pueden obtener durante el refinado por destilaciéon de un crudo

de petroleo.

Fraccion Temperatura de Composicién Usos

ebullicion (°C) aproximada
Gasolina ligera 20-100 C5H12-C7H16 Disolvente
Bencina 70-90 C6-C7 Limpieza en seco
Ligroina 80-120 C6-C8 Disolvente
Gasolina 20-180 C6-C11 Carburante de motores
Queroseno, Jet fuel 200-300 Cl1l2-C16 Alumbrado y carburante
Gasoil, Diesel 200-350 C13-C18 Carburante de motores
Aceite lubricante 200-350 C16-C20 Lubricantes
Grasas, vaselinas 250-400 C18-C22 Farmacéutica
Cera de parafina 245-540 C20-C45 Velas
Betum asfaltico (35% > 540 C30-C45 Alquitrdn asféltico

peso)

Datos segun Vifias, 2005.

Los combustibles ligeros y el gasoil forman parte de la fraccion intermedia de
destilacion en el proceso de refinado, o que implica un rango de puntos de ebullicion
entre 185- 345 °C, encontrando compuestos de 10 a 25 &tomos de carbono, siendo
los més abundantes los C15-C17. Su composicion es de un 30% en parafinas (n-
alcanos e isoprenoides), 45% de naftenos (cicloalcanos) y un 25% de aromaticos
(Vifas, 2005).
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3.1.3 Caracteristicas generales del diesel
El diesel se produce a partir de fracciones destiladas del petréleo crudo, los

componentes mayoritarios del diesel son n-alcanos (40%), iso y cicloalcanos (40%)
e hidrocarburos aromaticos (20%). El punto de ebullicibn de los compuestos que
forman el diesel oscila entre 250 °C y 400 °C (C13 a C25). En la Tabla 3.4 se

indican las principales propiedades del diesel.

El diesel es un producto altamente demandado por su alta eficiencia en la
combustidén y por su buena carburacion en todos los rangos de la flama. Se emplea
principalmente en calderas, qguemadores, hornos, trascabos y tractores (Carranza,
2010).

Tabla 3.4. Principales propiedades del combustible diesel.

PROPIEDADES UNIDADES DIESEL
Densidad a 25 °C KgL™ 0.83-0.845
Viscosidad a 38.8 °C SUS 30-34
Temperatura de inflamacioén °C 68-74
Poder calorifico Kcal Kg™ 10 500-10 680
Azufre %vv' <0.05
Composicién aproximada | = - C13-Cig

Datos segun Carranza, 2010.

3.1.4 Impacto ambiental y contaminacion por el uso de diesel
En el caso del suelo, el diesel impide el intercambio gaseoso con la atmdsfera,

iniciando una serie de procesos fisicoquimicos simultaneos como evaporaciéon y
penetracion, que dependiendo de la humedad, temperatura, textura del suelo y
cantidad vertida pueden ser procesos mas o menos lentos, lo que ocasiona una

mayor toxicidad.
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Diferentes estudios han determinado el efecto de la contaminacion con
hidrocarburos en la germinacién y crecimiento vegetal de diferentes especies de
plantas en donde se demostré una disminucion en su desarrollo y germinacion,

provocando ademas necrosis foliar (Lopez et al., 2005).

En el agua, al llegar a ésta, la mancha generada por los hidrocarburos vertidos flota
por diferencia de densidades impidiendo el intercambio gaseoso, dando comienzo a
la solubilizacion de compuestos hidrosolubles y a la afecciébn de diferentes
poblaciones: la primera poblacion afectada por un derrame es el plancton, en
segundo lugar los macroinvertebrados y la ultima poblacion afectada son los bentos
qgue viven en el fondo de rios y ciénagas (Fatima et al., 2003; Benavides et al.,
2006).

3.2 Fitorremediacién

3.2.1 Tecnologias de remediacion de suelos

Las tecnologias de remediacion pueden clasificarse de diferentes maneras,
con base en los siguientes principios: (a) estrategia de remediacion y (b) lugar en
gue se realiza el proceso de remediacion. A continuacion se describen con mas
detalle las clasificaciones anteriores. La estrategia de remediacion comprende tres
tecnologias basicas que pueden usarse separadas 0 en conjunto para remediar los
sitios contaminados: (i) degradacion o modificacion de los contaminantes, este tipo
de tecnologia busca alterar la estructura quimica del contaminante; (ii) extraccion o
separacion, los contaminantes se extraen y/o separan del medio contaminado
aprovechando sus propiedades fisicas o quimicas vy (iii) aislamiento o inmovilizacion

del contaminante, los contaminantes son estabilizados, solidificados o contenidos.

El lugar de realizacion del proceso de remediacion corresponde a dos

clasificaciones:
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(1) in situ, son las aplicaciones en las que el suelo contaminado es tratado sin
necesidad de excavar el sitio. Es decir, se realizan en el mismo sitio en donde se
encuentra la contaminacion e incluye bioventeo, el cual consiste en la ventilacion
natural o forzada del suelo mediante la inyeccién a presion de aire en la zona no
saturada del suelo a través de pozos de inyeccion; bioaumentacion, es la inoculacion
de una concentracion determinada de microorganismos en el suelo contaminado;
bioestimulacion, consiste en estimular a los microorganismos del suelo adicionando
nutrientes como nitrégeno o fésforo y fitorremediacién, es el uso de plantas para

remover, contener o transformar un contaminante.

(2) ex situ, la realizacion de este tipo de tecnologias requiere la excavacion, dragado
0 cualquier otro proceso para remover el suelo contaminado antes de su tratamiento,
incluyen la biolabranza, el suelo superficial es excavado y colocado sobre una capa
impermeable para ser tratado por la adicién de nutrientes y agua; biopilas, la técnica
consiste en la formaciéon de pilas de material biodegradable, formadas por suelo
contaminado y materia organica, se necesita una temperatura de trabajo de 40°C y
una baja proporcién de arcillas; bioreactores, el suelo es colocado en contenedores
con microorganismos externos o autdctonos capaces de degradar hidrocarburos
bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y nutrientes, y desorcion
térmica, el suelo es calentado para provocar la volatilizacion de los contaminantes
organicos los cuales posteriormente son confinados en contenedores (Benavides et
al., 2006).

3.2.2 Fitorremediacion asistida

El término fitorremediacion (phyto = planta y remediacion = corregir) fue
acufiado en 1991 (EPA 2000; Juarez, 2007). Se fundamenta en el uso de plantas
para remediar la contaminacion de compuestos organicos e inorganicos. Es una
tecnologia emergente que usa varias especies de plantas para degradar, extraer,
contener o inmovilizar contaminantes de suelo y agua. Ha sido considerada como

una innovacion, ademas los costos y beneficios aventajan a tratamientos
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comunmente empleados. En la Tabla 3.5 se presentan algunas ventajas y

desventajas de la fitorremediacion segun Mcintyre (2000).
El éxito de la fitorremediacibn depende del tipo y edad de la planta, de las
caracteristicas de suelo, concentracion de nutrientes asi como del tipo y

concentracion de contaminante.

Tabla 3.5. Ventajas y desventajas de la fitorremediacion.

Ventajas Desventajas

Bajo costo Los contaminantes pueden pasar a
cadenas troficas

Incrementa la mineralizacion de los El contaminante puede ser téxico para

contaminantes las plantas

Minimiza desequilibrio en los Proceso lento

ecosistemas

Evita la erosion La introduccion de plantas no nativas

puede ser dafiina para el ecosistema

Puede abarcar grandes extensiones de Util a bajas concentraciones de
suelos contaminados contaminante

Conserva las propiedades naturales del
suelo

Requiere una fuente de energia
meramente solar
Datos de la tabla segin Mclintyre (2000).

Algunas plantas que han sido identificadas como fitorremediadoras no pueden
sobrevivir en todas las partes del mundo, algunas son incapaces de tolerar las
condiciones climaticas y de suelo de algunos paises. Es por esto que cada pais
necesita identificar plantas nativas para usarse en la fitorremediacion (Bizecki et al.,
2003).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, 2000)
existen diferentes mecanismos de fitorremediacion. A continuacién se enlistan y

detallan:
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Vi.

Fitoextraccion: es la extraccion de metales pesados de suelos contaminados,
como zinc, cobre y niquel por las raices de las plantas y su traslado al interior
de la planta, los cuales son generalmente removidos al cosecharse las plantas,

evitando asi la excavacion del suelo.

Rizofiltracion: es la absorcidbn de metales pesados disueltos en agua por
medio de la raiz la planta. La absorcion del contaminante, su concentracion y
su traslacion en la planta ocurre dependiendo del tipo de contaminante. La
rizofiltracion resulta en la absorcidon de los contaminantes los cuales son
inmovilizados o acumulados sobre o en el interior de la planta y posteriormente

son removidos por remocion fisica de la planta.

Fitoestabilizacion: es la inmovilizacibn de un contaminante en el suelo a
través de la absorcion y acumulacion o precipitacion en la zona de las raices de
las plantas, ademas previene la dispersion de contaminantes por el viento,
evita la erosion por agua, la lixiviacién hacia los mantos freaticos y dispersion

en el suelo.

Rizodegradacion: es la transformacion de algunos compuestos organicos del
suelo a través de la estimulaciéon de la actividad microbiana en la raiz, es decir,

la estimulacion de la degradacién por microorganismos de la rizosfera.

Fitodegradacion: es la transformacion del contaminante por accion de las
plantas, a través de procesos metabdlicos enzimaticos en su interior. El

principal mecanismo es la absorcién por la planta y su metabolismo.

Fitovolatilizacion: es la absorcion de un contaminante por las raices de la

planta y su liberacién a la atmdsfera a través de la transpiracion en sus hojas.

Actualmente el uso de la fitorremediacién en combinacién con Bacterias Promotoras

del Crecimiento Vegetal se denomina fitorremediacion asistida (Lopez et al., 2005),

la cual es una tecnologia de remocién biolodgica que tiene como objetivo degradar,

asimilar, metabolizar o desintoxicar metales pesados, compuestos organicos e
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inorganicos por medio de la accion combinada de plantas y microorganismos con
capacidad fisioldgica y bioquimica para absorber, retener, degradar o transformar

sustancias contaminantes a formas menos toxicas (Harvey et al., 2002).

Una planta fitorremediadora absorbe, excreta y se desintoxica de los contaminantes.
Un factor importante que incide en la penetracion del hidrocarburo en la planta son
su peso molecular y su hidrofobicidad. La absorcién de contaminantes se realiza a
través de la rizodermis y la cuticula de la epidermis, las cuales absorben los
compuestos por 6smosis dependiendo de factores como la temperatura y el pH del
suelo. Después de cruzar la membrana, los contaminantes son distribuidos a través
de toda la planta; los méas volatiles se excretan via hojas (fitovolatilizacion), mientras
gue la desintoxicacion se lleva a cabo por la via de la mineralizacion hasta di6xido
de carbono (CO,) (L6pez et al., 2005).

La comunidad de la rizosfera esta constituida por microbiota (bacterias, hongos y
algas) y por la micro y mesofauna (protozoos e insectos). La rizosfera provee un
microambiente complejo y dindmico, donde las bacterias en asociacién con las
raices, forman comunidades Unicas que responden a los exudados radicales. Estas
asociaciones pueden causar beneficio a la planta y considerable potencial para la
desintoxicacion. Entre las interacciones benéficas destacan las que sostienen las
plantas con bacterias que sintetizan factores de crecimiento vegetal, como las

hormonas, y las simbiosis con fijadoras de nitrogeno (Lopez, et al., 2005).

3.3 El suelo

3.3.1 Componentes y estructura del suelo

El suelo se forma a partir de las rocas mediante un proceso complejo en el que
intervienen fuerzas quimicas, fisicas y biolégicas, que primero reducen la roca madre
a regolito (fragmentos de roca) y después a suelo. Se trata de un sistema formado
por componentes minerales (meteorizacién de las rocas), componentes organicos,

gas (aire en el espacio existente en los poros) y agua envolviendo particulas.
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Los cinco principales factores que participan en la formacion de suelo son: el
material original, el clima, la topografia, la actividad bioldgica y el tiempo. El suelo
contiene comunidades microbianas de gran diversidad y que soportan el crecimiento
de las plantas. Los microorganismos contribuyen en gran manera a la fertilidad del
suelo, es decir, a su capacidad para sostener el crecimiento vegetal (Metting, 1993;
Lépez et al., 2005).

A su vez, las plantas ejercen una notable influencia sobre las comunidades
microbianas de los suelos. La cubierta vegetal del suelo es un factor importante
para la determinacion del tipo y la cantidad de microorganismos presentes. Los
exudados de las raices son una fuente esencial de nutrimentos para los

microorganismos del suelo.

Cuando los suelos se forman a partir de regolito, se desarrolla tipicamente una serie
de capas u horizontes que son el resultado de diversos procesos de meteorizacion
(Atlas y Bartha, 2002). Los grupos O, u horizontes orgénicos, se desarrollan sobre el
suelo mineral y contienen la materia organica conocida como humus; estos
horizontes se forman a partir de los residuos de animales y vegetales depositados en
la superficie. El horizonte O se divide en el horizonte O; donde las formas animales
y vegetales originales todavia son reconocibles, y un horizonte O,, donde la

degradacion de los restos impide ya su identificacion.

El horizonte A, o eluvial es la capa mineral que se extiende cerca de la superficie del
suelo. Se caracteriza por ser la zona de lixiviacion maxima; se divide en una capa
A1, donde el suelo mineral se mezcla con el humus, una capa A,, con una lixiviacion
maxima de arcillas de silicato, 6xidos de hierro y aluminio, y una capa As, que es una

transicion hacia el horizonte B que se extiende por debajo.
El horizonte B, o iluvial, es donde tiene lugar la deposicion y la maxima acumulaciéon

de materiales, como 6xidos de hierro, 6xidos de aluminio y arcillas de silicato. La

combinacion de los horizontes A y B se conoce como solum. La actividad biologica
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no afecta demasiado al horizonte C, situado por debajo del solum, que contiene las
acumulaciones de calcio y carbonato magnésico. Por debajo del horizonte C se

encuentran el regolito y el lecho de roca (Figura 3.3).

Figura 3.3. Esquema de los horizontes de un suelo. Fuente: Brack y Mendiola, 2000.

Independientemente de los horizontes, los suelos contienen proporciones variables
de arcillas, limo y particulas de arena (Tabla 3.6). La proporcién de estas particulas
constituye la textura del suelo, la cual es una propiedad importante para los
microorganismos, ya que determina el &rea de la superficie disponible para su

crecimiento.
Las propiedades quimicas del suelo son un factor esencial para los
microorganismos. La materia organica del suelo procede de los restos de plantas,

animales y microorganismos (Atlas y Bartha, 2002).

Tabla 3.6. Comparacion del tamafio y nimero de particulas de arena, limo y arcilla.

Componente Diametro Numero de
del suelo (mm) particulas g™
Arena 2.00-0.05 90

Limo 0.05-0.002 5.78x10°
Arcilla < 0.002 9.03x10"

Datos segun Atlas y Bartha, 2002.
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Las sustancias humicas son la porcion de la materia organica del suelo que ha
estado sometida a una transformacién suficiente como para que el material
resultante sea irreconocible. Los compuestos humicos son polimeros de
composicién no especifica que suponen un nucleo constituido por anillos aromaticos
individuales, que son heterociclicos y estan condensados y otros anillos quinoidales
unidos transversalmente por enlaces tipo carbono-carbono, éter o amino. Los anillos
aportan una gran variedad de grupos funcionales, entre los cuales destacan los
grupos carbonilo, carboxilo e hidroxil fendlico. Adheridos a este nucleo se
encuentran aminoacidos, péptidos, azlcares y fenoles. El resultado es una
estructura esponjosa tridimensional que absorbe facilmente el agua, los iones y las

moléculas organicas de manera intercambiable.

Tabla 3.7. Cantidad de nutrimentos en la superficie de suelos mineralizados en zonas

templadas.
Nutriente Porcentaje por peso seco del
suelo
Materia organica 0.40-10.0
Nitrégeno 0.02-0.5
Fosforo 0.01-0.2
Potasio 0.17-3.3
Calcio 0.07-3.6
Magnesio 0.12-1.5
Azufre 0.01-0.2

Fuente: Atlas y Bartha, 2002

En el suelo se encuentran, en concentraciones y formas quimicas muy variables,
carbono organico e inorganico, asi como fosforo inorganico disponible (Tabla 3.7.).

El contenido de oxigeno en la atmdsfera del suelo determina en gran parte los tipos
de metabolismo que pueden tener lugar y las transformaciones quimicas que

pueden llevar a cabo los microorganismos autoctonos.
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3.3.2 Larizosfera

Las interacciones entre los microorganismos del suelo y las raices de las
plantas satisfacen requerimientos nutritivos para la planta y para las comunidades
microbianas asociadas a ellas (Bashan, 2005). La rizosfera es definida como el
volumen de suelo que esta adyacente e influenciado por la raiz de la planta. El
término viene de la palabra griega rhizo o rhiza que se refiere al area de influencia y

localizacion fisica alrededor de la raiz sphere. (Metting, 1993; Juarez, 2007).

El tamafio de la rizosfera depende de la estructura particular del sistema de raices,
la mayoria de los microorganismos asociados a las raices se encuentran en los

alrededores de la rizosfera.

Las interacciones entre las raices y los microorganismos de la rizosfera se basan
principalmente en la modificacion interactiva del ambiente del suelo por procesos
como: captacién de agua por la planta, liberacion de compuestos organicos al suelo
por las raices, produccién microbiana de factores de crecimiento vegetal y captura
de nutrimentos minerales por parte de los microorganismos. En la rizosfera, las
raices de las plantas tienen una influencia directa en la composicién y en la densidad
de la microbiota del suelo; es lo que se conoce como efecto rizosférico. El efecto
rizosférico es una estimulacion del crecimiento microbiano alrededor de la raiz por la

liberacién de compuestos organicos.

Una amplia variedad de compuestos organicos de origen vegetal han sido
encontrados en la rizosfera. La materia organica emitida por las raices de las plantas

puede ser clasificada de la siguiente manera (Juarez, 2007):

I. Exudados: compuestos de bajo peso molecular como azlcares vy
aminoacidos, asi como vitaminas y fosfolipidos.
Il. Mucilago de plantas: son heterosacaridos de alto peso molecular, muy

ramificados, de consistencia gelatinosa, originados en varias partes de la raiz.
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La influencia de los materiales liberados por las plantas al suelo se pone de
manifiesto porque las poblaciones bacterianas de la rizosfera presentan propiedades

nutritivas muy distintas a las poblaciones que crecen en el suelo sin raices.

Azospirillum es considerado como un género perteneciente al grupo de las Bacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV), es una bacteria del suelo fijadora de
nitrogeno asociada a la rizosfera de algunas plantas, esta bacteria utiliza los
exudados de las raices como fuente de energia para fijar gran cantidad de nitrégeno.
Las poblaciones microbianas de la rizosfera benefician a las plantas, ya que:
aumentan el reciclado y la solubilizacion de los nutrimentos minerales; sintetizan
vitaminas, aminoacidos, auxinas, citoquininas y giberelinas, que estimulan el
crecimiento; y muestran antagonismo hacia patdgenos potenciales de la planta
mediante la competencia y el desarrollo de relaciones amensales basadas en la
produccion de antibiéticos (Zhuang, et al., 2007; Kaimi et al., 2006).

En la ultima década se han encontrado evidencias cientificas relacionadas con las
raices de las plantas asociadas a comunidades microbianas, las cuales ofrecen un
potencial importante para la estrategia de remediacion bioldgica de suelos
contaminados por sustancias organicas (Glick, 2001; Lopez et al., 2005; Glick,
2010).

3.3.3 Destino ambiental de los contaminantes organicos en un suelo

Como resultado de actividades antrOpicas cada afio se liberan grandes
cantidades de compuestos quimicos organicos e inorganicos en el ambiente. La
contaminacion de suelos, es una consecuencia bastante comun de la actividad
industrial (Ulrici, 2000).

La existencia de tres fases en el suelo (sdlida, liquida y gaseosa), asi como la gran
diversidad de materiales que pueden constituirlo, lo convierten en un compartimento
ambiental muy complejo. La distribucion de los contaminantes organicos se

encuentra condicionada por estas caracteristicas, pudiéndose encontrar adsorbidos
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sobre la materia organica (principalmente aquellos compuestos de elevada
hidrofobicidad como los HAP), en disolucién o en fase de vapor. Al igual que en los
medios acuaticos, los contaminantes organicos que se encuentran en la superficie
pueden sufrir evaporacion o fotooxidacion. De este modo en el suelo, los
contaminantes organicos susceptibles pueden ser transformados fisicoquimicamente

o sufrir biodegradacion (Vifias, 2005).

3.4 Azospirillum lipoferum

3.4.1 Caracteristicas generales

Azospirillum sp. es una bacteria con morfologia de vibrio que vive en forma
libre en el suelo o bien, en la rizosfera o en el espacio intracelular de las raices
(endofiticas) de una gran variedad de plantas (Bashan et al., 1997; Atlas y Bartha,
2002). Las caracteristicas utiles para la identificacion son la forma vibrioide, el

pleomorfismo y su movilidad en espiral.

Son bacterias gram negativas, contienen cantidades elevadas de poli-2-3-
hidroxibutirato (PHB) que se observa como granulos refringentes, son heterotréficas,
fijadoras de nitr6geno, pertenecientes a la subclase a de las proteobacterias. Se han
descrito 10 especies: A. brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferans,
A. irakense, A. largimobil, A. dobereinerae, A. orizae (Xie y Yakota, 2005), A. melinis
(Peng et al., 2006) y A. canadense (Aguilar et al., 2008). En medio liquido produce
un solo flagelo, mientras que en medio sélido, se inducen varios, siendo diferente la
cantidad y posicion de éstos para cada una de las especies del género. La presencia
de flagelos proporciona la movilidad necesaria para dirigirse a lugares donde la

presencia de nutrimentos sea mas favorable.

En regiones templadas y tropicales del mundo es considerada una bacteria
promotora del crecimiento vegetal (BPCV), por el beneficio obtenido posterior a la
inoculacion de la bacteria, en una amplia variedad de plantas: maiz, arroz, cafa de

azucar, sorgo y otras plantas de interés agrondmico (Dobbelaere et al., 2001).
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3.4.2 Distribucién

Esta bacteria muestra una amplia distribucién geogréfica alrededor del mundo.
Alun cuando son mas abundantes en las regiones tropicales, también se les

encuentra en las regiones templadas, frias y desérticas.

El pH del suelo juega un papel importante en la presencia de las especies del
género Azospirillum, las especies de A. brasilense y A. lipoferum se encuentran en
mayor abundancia en suelos con valores cercanos a la neutralidad, con un pH igual
a 5 se les encuentra en forma esporadica mientras que en suelos con un pH menor a

4.5 no se logra su aislamiento.

Los estudios iniciales estuvieron enfocados a su aislamiento a partir de raices de
gramineas (maiz, trigo, arroz, sorgos, pastos forrajeros), tiempo después se
descubri6 que esta bacteria es habitante natural de las raices de plantas no
gramineas tales como cactaceas, henequén, soya, alfalfa y frijol (Bashan y Holguin,
1997; Camarillo, 2006).

3.4.3 Asociacion Azospirillum sp. - planta

La adaptacion de Azospirillum sp. al ambiente rizosférico probablemente se
inicia con la germinacién de la semilla, la cual exuda infinidad de compuestos
organicos. Posteriormente, la exudacién de compuestos seré a través de las raices
durante el desarrollo de la planta. Aun cuando las especies de Azospirillum difieren
en su capacidad para utilizar diferentes compuestos como fuentes de carbono y
nitrdgeno, estas bacterias usan para su crecimiento mono y disacaridos asi como
alcoholes polihidroxilados, y principalmente diversos acidos organicos tales como

malico, succinico y algunos aminoacidos.
La rigueza en compuestos organicos en la rizosfera conduce a intensas actividades

e interacciones microbianas. Algunos estudios indican que la quimiotaxis a los

exudados de raiz es uno de los factores que influyen en la llegada de los
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microorganismos a la rizosfera. Tanto en A. lipoferum como en A. brasilense se
demostré una fuerte actividad quimiotactica hacia diversos azucares, &acidos
organicos y aminoacidos, asi como hacia compuestos aromaticos y exudados
radicales (Caballero, 2006).

Zonas de baja concentracién en oxigeno son las preferidas por Azospirillum para su
crecimiento y multiplicacion. La aerotaxia parece ser especialmente importante bajo
condiciones de fijacion de nitrégeno, permitiéndole a estas células alcanzar
concentraciones de oxigeno lo suficientemente bajas para que se exprese la
actividad de la nitrogenasa. Se sugiere que tanto la respuesta quimio y aerotactica
son caracteristicas que contribuyen en el proceso de colonizacion de las raices de
las plantas, ya que el consumo de oxigeno durante el crecimiento activo de las

raices enriquece el ambiente con sustratos organicos.

La asociacion con las raices solo puede tener éxito si las bacterias son capaces de
mantener una poblacion significativa en el entorno rizosférico. La union de A.
lipoferum a la planta hospedera es esencial para una asociacion eficiente. Mediante
ensayos in vitro se ha demostrado que la asociacion a la raiz consiste en un proceso
de dos etapas completamente independientes. En la primera etapa, grupos de
células se adsorben a la raiz en forma rapida y reversible, se ha comprobado que el
flagelo polar tiene un papel importante ya que la eliminacion de este por accion de
calor o por tratamiento acido, provoca una adsorcion deficiente en raices de trigo
(Caballero, 2006), esta etapa es dependiente de proteinas de la superficie
bacteriana del tipo de las adhesinas. La fase de adsorcion es seguida por una fase
de anclaje en la que los agregados bacterianos se fijan firmemente y de forma
irreversible a la raiz, al parecer esta etapa es dependiente de un polisacarido

extracelular de Azospirillum (Skvortsov, 1998; Camarillo, 2006).
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3.4.4 Promocion del crecimiento vegetal mediado por Azospirillum sp.

Los primeros mecanismos propuestos para la promocion bacteriana del
crecimiento vegetal han sido relacionados con el metabolismo del nitrogeno, a través
de la fijacion biolégica en condiciones de vida libre o por el incremento de la
actividad nitrato reductasa en condiciones endofiticas, pero han tenido una menor
significancia agrondmica respecto de lo que se esperaba inicialmente. También se
ha considerado la promocién del crecimiento de la planta mediante la absorcion de
minerales pero no existe evidencia de actividad enzimatica relacionada con la toma
de éstos (Atlas y Bartha, 2002).

En contrapartida, uno de los principales mecanismos propuestos en la actualidad
para explicar la promocion del crecimiento vegetal, esta relacionado con la
capacidad de este microorganismo para producir o metabolizar compuestos del tipo
fitohormonas, tales como &cido indol-3-acético, citocininas, giberelinas y etileno
(Strzelczyk et al., 1994; Caballero, 2006), asi como de otras moléculas reguladoras

del crecimiento vegetal, tales como el acido abscisico (ABA) (Perrig et al., 2007).

3.5 Acido indol-3-acético
3.5.1 Auxinas

El término auxina (del griego auxein, incrementar) designa cualquier hormona
perteneciente al grupo auxinico, pero a menudo se usa como sinénimo el acido
indol-3-acético que es la principal auxina natural (Camarillo, 2006). Para tener accion
auxinica, una molécula debera tener un radical &cido o ser facilmente convertible en

él, un anillo aroméatico y de 1 a 4 carbonos entre el carboxilo y el anillo.

Las fitohormonas son moléculas organicas sencillas que regulan la expresion de
genes determinados; son sintetizadas en diferentes partes de la planta y pueden ser
transportadas a otros sitios; actian como mensajeros quimicos; controlan el
crecimiento y desarrollo de la planta; responden a cambios ambientales y regulan la

expresion genética de la planta. Son capaces de desencadenar una respuesta
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bioquimica, fisiologica y morfoldgica. Ademas de la produccion endogena de
fitohormonas por la planta, esta la exdgena asociada a microorganismos del suelo.
Estos compuestos han sido vinculados a procesos de diferenciaciéon de tejidos
vasculares, dominancia apical, iniciacibn de las raices laterales y adventicias,
estimulacion de la division celular y elongacion de tallos y raices (Ross et al., 2000;
Leyser, 2006).

La produccion y metabolismo bacteriano de auxinas ha captado la atencion de los
investigadores desde dos puntos de vista: a nivel metabdlico, por la capacidad del
microorganismo para producir estos compuestos y regular su produccion en
diferentes condiciones ambientales (Costacurta y Vanderleyden, 1995; Caballero,
2006) y a nivel morfofisiologico por el efecto que ocasiona su produccidon en
asociacion con distintas especies vegetales (Cassan et al., 2002).

Varias auxinas de ocurrencia natural han sido descritas en la literatura como
producto del metabolismo bacteriano. En cultivos puros de Azospirillum sp., ademas
de la auxina principal, el acido indol-3-acético (AlA), se han identificado otros
compuestos indolicos de interés, tales como el acido indol-butirico (IBA), indol
lactico, indol acetamida, indol acetaldehido, indol etanol e indol metanol, triptamina,
antranilato y otros compuestos indélicos no caracterizados aun (Cassan et al., 2002;
Camarillo, 2006).

3.5.2 Importancia fisioldgica de las auxinas producidas por Azospirillum

La fuente primaria de auxinas exdgenas en plantas superiores, proviene de la
flora microbiana rizosférica, donde casi 80% de los grupos de bacterias establecidos
son capaces de producir in vitro compuestos del tipo &cido indol-3-acético (IAA)
(Cheryl y Glick 1996; Camarillo, 2006). La respuesta de la planta al AIA exdgeno
puede variar de benéfica a dafiina, dependiendo de la concentracion incorporada en
los tejidos de la planta, en este sentido, Aguilar et al., (2008) consideran que el

aumento del contenido enddégeno de la hormona por la actividad microbiana de la
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rizosfera, podria suplementar transitoriamente los niveles sub-6ptimos del
hospedador y modificar parcialmente el metabolismo celular con la consecuente
promocion del crecimiento. Este es el caso de bacterias del género Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Rhizobium y Bradyrhizobium, para las que ha sido descrita la
produccion de auxinas como parte de la capacidad promotora del crecimiento,
fundamentalmente en el desarrollo del sistema radical y en la formacion de nédulos.
Un aumento excesivo del contenido de auxinas, pondra en marcha un mecanismo
homeostatico para reducir la concentracion enddgena de la hormona, éste

mecanismo involucra un rapido catabolismo de auxinas mediado por AIA oxidasas.

La presencia de exudados vegetales, es suficiente para que Azospirillum incremente
la expresion del gen ipdC, el cual codifica la enzima fenil piruvato descarboxilasa,
con el consecuente aumento de la sintesis de AlA, siempre que las cantidades de
precursores (como el tript6fano) sean suficientes (Vande Broek et al., 1999; Aguilar
et al., 2008). El resultado, se traducira en un incremento del contenido endégeno de
la hormona bacteriana que dara inicio a la respuesta celular por la interaccion de
ésta, con sus receptores en la membrana celular, mismos que desencadenaran una
cascada de sefiales que tendra como sitio primario de actividad la pared celular y el
nacleo (Camarillo, 2006). El acido indol-3-acético ingresa a las células vegetales
tanto en forma no disociada por difusiéon simple, asi como en su forma anidnica por
transporte activo, se tienen reportadas tres clases de proteinas transmembranales:
PIN’s (por sus siglas en inglés a plant specific transporter family); MDR’s (por sus
siglas en inglés multi-drug resistant-like transporters), y KUP’s (por sus siglas en
inglés potassium transporter like). Estos compuestos producidos en forma continua
proveen de una dosis hormonal constante que resulta suplementaria y beneficiosa

para el crecimiento vegetal (Leyser, 2006).
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3.5.3 Vias de sintesis de AIA en Azospirillum

La produccién de AIA depende de la especie, las cepas, las condiciones de
cultivo, concentracion de triptéfano (Trp), pH, oxigenacion y la fase de crecimiento.
La sintesis de AlA es estimulada por factores de estrés como: la limitacién de fuente
de carbono y condiciones de microaerofilia (Ona et al., 2005). Debido a que la
produccion se incrementa considerablemente cuando al medio de cultivo se adiciona

el Trp, éste es considerado como el precursor de la sintesis de AIA en Azospirillum.

Se han propuesto en Azospirillum tres vias de sintesis dependientes de triptofano
(Trp) anotadas de acuerdo al intermediario de la via (Figura 3.3). La ruta del &cido
indol-3-piravico (IPyA), considerada la mas importante, la via de la triptamina (TAM),
la ruta del indol-3-acetonitrilo (IAN) o indol-3-acetamida (IAM) y una via
independiente del Trp, que emplearia un precursor indolico del Trp; sin embargo,
ninguna de ellas estd completamente dilucidada. Estudios bioquimicos mostraron
actividad enzimética de aromético aminotransferasas (AATS) en A. brasilense y A.

lipoferum, las cuales podrian estar involucradas en la sintesis del IPyA.

La mayor parte de las bacterias promotoras del crecimiento, tales como Azospirillum
sp. o Bacillus sp. sintetizan AIA de manera inducible a través de la via del &cido

indol-3-piravico.

La magnitud de expresidon de cada via depende fundamentalmente de las
condiciones de crecimiento bacteriano y en general se considera que la sintesis
mayoritaria depende de la disponibilidad del Trp. En este sentido, la evidencia
establece que si el aminoacido se encuentra disponible, la via predominante es la
del &cido indol-3-piravico (IPyA) y de manera secundaria la via de la indol-3-
acetamida (IAM).

La via del acido indol-3-piravico parece tener gran homologia a la descrita en plantas

superiores (Cassan et al., 2002) y su secuencia comienza con la conversion del Trp

a acido indol-3-piravico por una amino transferasa de aminoacidos aromaticos,
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seguida por descarboxilacion del producto a indol-3-acetaldehido (lald) a cargo de
una indol piruvato decarboxilasa y posterior oxidacion a AIA por una aldehido

oxidasa (Costacurta et al., 1994; Cassan et al,. 2002).

COOH

Figura 3.4. Vias de produccion de AlA dependientes de triptéfano (Aguilar et al., 2008).

Por otra parte, la via de la indol-3-acetamida (IAM) ha sido una de las mas
estudiadas en bacterias fundamentalmente fitopatogénicas e involucra la accion
consecutiva de dos grupos de enzimas: Trp-monooxigenasas, responsables de la
oxidacion del Trp a indol 3-acetamida (IAM) e IAM-hidrolasas, responsables de la
subsecuente hidrolisis del precursor a AlA. La existencia de esta via en A. brasilense

fue sugerida en los trabajos de Prinsen et al., (1993).

Una tercera via de menor importancia ha sido descrita para este género, la via de la

triptamina (TAM), en la que los eventos bioguimicos involucran la conversion inicial
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del Trp a triptamina, catalizada por enzimas tipo Trp descarboxilasas dependientes
de piroxidal fosfato, seguida de la conversion a indolacetaldehido (lald) por amino-
oxidasas. Aunque esta via esta presente en plantas y hongos se ha puesto muy
poca atencion en bacterias y solo fue sugerida para dos especies en particular

Bacillus cereus y Azospirillum brasilense (Cassan et al., 2002).

Finalmente, se ha descrito una via independiente del Trp que emplearia un
precursor inddlico del triptéfano; sin embargo, esta via ha sido desestimada
recientemente para éste microorganismo y solo se consideran aquellas

dependientes del Trp (Aguilar et al., 2008).
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CAPITULO 4

“...Nadie mira alarosaque naci6 en el desierto;
mas ella, ufana, erguida, muestra el cdliz abierto,
cual si mandara un ésculo perenne a la extension.
Nadie sembré la espiga al borde del camino,

ni nadie la recoge; mas ella, con divino

silencio, dara granos al hambriento gorrién...”

Reyes Alfonso, 2001. “Antologia de Amado Nervo poesiay prosa”
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4. Disefio experimental y metodologia

A efecto de alcanzar los objetivos propuestos, a continuacién se describen los
materiales usados y las condiciones en que se mantuvieron las unidades
experimentales, asi como las variables de respuesta medidas. Se hace referencia

también a las técnicas analiticas empleadas.

4.1 Experimentacion relacionada con suelo

4.1.1 Obtenciodn y caracterizacién fisicoquimica del suelo natural

Las muestras de suelo natural fueron colectadas en Tierra Blanca, Veracruz;
el muestreo fue realizado por investigadores del Laboratorio de Microbiologia
Experimental de la Facultad de Quimica.

Debido a que el suelo natural contenia restos de plaguicidas se procedid a la
conformacion de suelo artificial.

La caracterizacion fisicoquimica incluyd las siguientes variables, determinacion de
carbono, fésforo, humedad, materia organica, nitrégeno total, pH y textura; éstas
determinaciones se apegaron a los procedimientos descritos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000 que establece especificaciones de fertilidad,

salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis.

4.1.2 Preparacion del suelo artificial y caracterizacion fisicoquimica

La preparacion del suelo artificial se incluye en Hernandez (2010). Las
caracteristicas del suelo artificial se igualaron a los resultados obtenidos en la
caracterizacion fisicoquimica del suelo natural de manera que ambos no tuvieran
diferencias considerables, lo que se corroboré al realizar la caracterizacion
fisicoquimica posterior a su conformacion de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-SEMARNAT-2000.
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4.1.3 Hidrocarburo contaminante

4.1.3.1 Obtenciéon de la muestra de diesel

El diesel empleado se obtuvo comercialmente en un lote Unico.

4.1.3.2 Contaminacién de suelo artificial

Experimentos preliminares mostraron que a concentraciones de diesel
mayores de 20 000 mg Kg™ el crecimiento de rye grass anual (Lolium multiflorum) se
inhibia (Carranza, 2010), asi que la concentracidn experimental se estableci6 en
18,000 mg Kg™.

Para permitir la pérdida de diesel por volatilizacibn durante el proceso de
contaminacion del suelo, la concentracién de diesel excedié 2 000 mg Kg* a la
concentracion inicial establecida. Antes de la adicion del diesel al suelo, éste se dejo
secar a temperatura ambiente, se moli6 en un mortero, se tamizé con un tamiz
namero 10 y se mezcld regularmente para mejorar la evaporacion de agua hasta que

el contenido fue menor de 1% (p p™).

Con objeto de obtener una mezcla homogénea del suelo durante el proceso de
contaminacion, el diesel fue gradualmente asperjado y mezclado para evitar la
formacién de agregados.

Posteriormente, se dejé estabilizar por dos semanas, mezclando en intervalos de
cuatro dias para inducir la pérdida de diesel mediante volatilizacién. Seguido de la
estabilizacion, la concentracion de diesel fue ajustada a 18 000 mg Kg™* mediante la
adicion de suelo no contaminado, para tal efecto se emple6 el método gravimétrico
descrito por Villalobos et al., (2008).
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4.2 Determinaciones analiticas en suelo durante la etapa de saneamiento
4.2.1 Determinacion de fosforo soluble en bicarbonato de sodio usando acido
ascorbico como agente reductor

La determinacion analitica de fosforo soluble en bicarbonato de sodio consistio
en el seguimiento del método de Olsen para fosforo disponible (Shimada, 2000).
Este método se basé en la determinacion de fésforo en disolucion, el fosforo (en
forma de fosfato) se hace reaccionar con molibdato de amonio en medio acido,
formando &cido fosfomolibdico. El acido ascorbico reduce el acido fosfomolibdico
para dar un complejo de color azul. La sal de antimonio actia como catalizador,
acelerando la formacion de un complejo coloreado. La cuantificacion se llevé a cabo

por colorimetria empleando un espectrofotometro Ultrospec 3000.

Las determinaciones se llevaron a cabo en cada uno de los bloques a los dias 0,10,

20, 30, 40 y 60, cada muestra fue tratada por triplicado.

Las muestras de suelo se dejaron secar al aire a temperatura ambiente y fueron
tamizadas (<2 mm). Se realiz6 la extraccién con 2.5 gramos de suelo y 50 mililitros
de solucién extractora (bicarbonato de sodio 0.5 M pH 8.5) en un matraz Erlenmeyer
de 250 mililitros, se agitaron durante 30 minutos e inmediatamente se filtraron a
través de papel Whatman No 40.

Para el desarrollo de color se colocaron alicuotas de tres mililitros de los extractos de
las muestras en tubos de ensaye, lentamente se agregaron tres mililitros de la
mezcla reactiva (200 mL de agua destilada, 50 mL de acido sulfarico 4M, 15 mL de
molibdato de amonio 4%, 30 mL de &cido ascorbico 1.75% y 5 mL de tartrato de
potasio y antimonio 0.275%) y se agitaron. Se dejaron reposar durante una hora
para el desarrollo de una coloracion azul y se midié la absorbancia en
espectrofotometro a 720 nandmetros. Paralelamente se trabajaron blancos de

reactivos.
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A partir de una solucién estandar de fosforo de 4 mg L™ se prepard una serie
de estandares de concentraciones 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 mg P L™. Con los que se
construy6 una curva de calibracién para determinar las concentraciones de fosforo

en las muestras.

Finalmente, la cantidad de fésforo se calculé empleando la siguiente formula:

P (mg Kg™) = (a-b) x (volumen del extractante/peso de la muestra) x d x fch

Donde:
a=mg P L™ obtenidos en la muestra,
b = mg P L™ obtenidos en el blanco,
d = factor de dilucién (en caso de que se haya diluido el extracto),

fch = factor de correccion de humedad.
El factor de correccién de humedad se calculé por la diferencia de peso entre una

misma muestra humeda, y después de haberse secado en la estufa a 80 °C 12

horas.

Figura 4.1. Determinacién de fésforo en el suelo experimental. A) Filtracién de suelo, B)

Obtencidn del filtrado, C) Formacion del complejo coloreado.
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4.2.2 Cuantificaciéon de nitrégeno total (Kjeldahl)

La determinacion de nitrogeno total se realizé con el método Kjeldahl. Este
meétodo comprende tres fases fundamentales:

1) Digestion de la muestra. La muestra de suelo se somete a una digestion por
calentamiento con &cido sulfurico y con una mezcla de sales que aceleran y facilitan
tanto la oxidacién de la materia organica como la conversion de todas las formas de
nitrégeno en N*3, que en medio &cido se encuentran en forma de radical amonio

(NH4"); es decir, se llevan las formas organicas a formas minerales de nitrégeno.

2) Destilacién. Una vez transformado el nitrogeno en NH;", se expone a una
base fuerte como el hidroxido de sodio para formar hidroxido de amonio, que por la

accion del calor se descompone en amoniaco (NH3) y agua.

3) Valoracién. ElI amoniaco desprendido en el paso anterior se recoge en un
volumen conocido de solucion valorada de &cido bérico y por comparacion con un

blanco se determina la cantidad de acido que reaccion6 con el NHs.

Las determinaciones se realizaron en cada uno de los bloques a los dias 0, 10, 20,
30, 40 y 60. El procedimiento se realizé en un equipo BUCHI constituido por las
unidades K-437, B-414 y K-350.
La concentracion de nitrdgeno se calculd, sustituyendo en la siguiente férmula
(NOM-021-SEMARNAT-2000):
% N =(T-B)xNX0.014 X 100
S

Donde:
T = mililitros de acido clorhidrico valorado gastados en la muestra,
B = mililitros de &cido clorhidrico valorado gastados en el blanco,
N = normalidad exacta del acido clorhidrico,
S = peso de la muestra de suelo,
0.014 = mili equivalentes de nitrogeno,
100 = Factor de porcentaje
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Figura 4.2. Cuantificacion de nitr6geno. A) Digestion de la muestra, B) Destilacion, C)

Muestras valoradas.

4.2.3 Evaluacion de hidrocarburos fraccion media

Los hidrocarburos fraccion media contenidos en el suelo experimental fueron
cuantificados de acuerdo al método gravimétrico publicado por Villalobos et al.,
(2008). El suelo fue molido y secado a 105 °C por 12 horas. En matraces redondos
previamente secos (105°C) y a peso constante se colocaron diez gramos de sulfato
de sodio anhidro (Na;S0O,), diez gramos de suelo y 35 mililitros de n-hexano. Para
llevar a cabo la extraccion, se colocaron los matraces en un bafio ultrasénico de 260
W marca BRANSON 3510 durante 60 minutos. Los extractos se filtraron a través de
columnas empacadas con fibra de vidrio previamente lavada con acetona y hexano.
Los extractos se lavaron con 25 mililitros de hexano para completar 60 mililitros de
volumen final. El hexano se evaporo y recuper6 en un rotaevaporador marca BUCHI
R-124 empleando un bafio de agua a 40 °C y 70 rpm, posteriormente los matraces
se colocaron en un desecador con vacio durante 30 minutos. Los matraces se
pesaron en una balanza analitica y por diferencia de peso se calculd la fraccion

media de hidrocarburos.
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4.3 Experimentacion asociada con Azospirillum lipoferum
4.3.1 Cepas de Azospirillum lipoferum (AZm1, AZm3y AZm5)

Al inicio del proyecto se conto con tres cepas de la especie A. lipoferum (AZm1,
AZm3 y AZmb5) obtenidas de la coleccion de cepas del Laboratorio de Microbiologia
Experimental (LME), aisladas por Esquivel (2002), con las cuales se realiz6 una
seleccion a efecto de determinar el tipo de cepa mas adecuada para el proyecto.

4.3.2 Verificacién de pureza de las cepas

La verificacién se realiz6 mediante preparaciones en fresco sin colorante y con
cristal violeta para aumentar el contraste de las células. Asimismo se realizaron
preparaciones fijas tefiidas con la técnica de Gram para corroborar las
caracteristicas tipicas de las cepas. Dichas preparaciones se examinaron con

objetivos de 10x, 40x y 100x en un microscopio optico de campo claro.

4.3.3 Tolerancia al diesel de AZm1, AZm3y AZm5

Para comprobar si las cepas con las que se trabaj6é eran capaces de tolerar y
desarrollarse en presencia de diesel, se prepararon cajas Petri con medio Nfb sdlido
y agar nutritivo. A continuacion se sembré cada una de las cepas mediante

extensién superficial con una varilla de vidrio en forma de “L” estéril.

Una vez absorbido el inoGculo en el agar, en cada caja Petri se colocé 1 mililitro de
diesel estéril y se incubaron 24 horas a 35°C. Pasado el tiempo de incubacion se
identificd el crecimiento bacteriano y las caracteristicas tipicas de la cepa en el agar
nutritivo, asi como en el medio Nfb. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.
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Figura 4.3. Tolerancia de A. lipoferum al diesel. A) AZm5 en medio Nfb, B) AZm5 en agar
nutritivo, C) AZm3 en medio Nfb.
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4.3.4 Seleccion de especie vegetal (Medicago sativa, Lolium multiflorum y

Lolium perenne) y cepa de Azospirillum lipoferum (AZm1, AZm3y AZm5)

Con el propésito de conocer el tipo de planta (Medicago sativa, Lolium
multifiorum, Lolium perenne) y cepa (AZml, AZm2, AZm3) con las cuales se
obtendrian mejores resultados durante el proceso de fitorremediacion asistida, se

implementaron diversas actividades, las cuales seran detalladas a continuacion.

Se realiz6 una seleccion de sistema planta-cepa con mejor colonizacién bacteriana,
para tal efecto se procedio a la estandarizacion del indculo a 20 Unidades Klett (UK)
en un matraz nefelométrico y se efectué la cuantificacion de UFC por mililitro
mediante diluciones seriadas empleando una asa calibrada (Ramirez et al., 2006).

Para tal propdsito se siguio el procedimiento mostrado en la Figura 4.4.

Para la cuantificaciéon de UFC por semilla, el procedimiento empleado se muestra en
la Figura 4.5., se emple6 el método de diluciones seriadas recurriendo a una asa
calibrada (Ramirez et al., 2006). Este procedimiento se realizo con las tres cepas, es
decir, AZm1 en combinacion con las semillas de las tres plantas, AZm3 y AZm5

respectivamente.
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Figura 4.4. Cuenta de UFC por mililitro de acuerdo al método de diluciones seriadas.
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Figura 4.5. Cuenta de UFC de las cepas AZm1, AZm3 y AZm5 adsorbidas a las semillas de
alfalfa (Medicago sativa), rye grass anual (Lolium multiflorum) y rye grass perenne (Lolium

perenne)
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4.4 Disefio experimental

Se propuso un disefio unifactorial, con cuatro niveles del factor:

fitorremediacién convencional

fitorremediacion asistida

fitorremediacién asistida combinada con bioestimulacion y

atenuacion natural

Las tecnologias aplicadas se trabajaron con sus respectivos controles.

La experimentacion consistio en la creacion de diez bloques, cada uno de ellos
monitoreado en intervalos de diez dias hasta cumplir 60 dias. Cada bloque se replico
tres veces, identificAndose las unidades experimentales con iniciales de acuerdo a
su contenido. Las unidades experimentales consistieron en recipientes de vidrio, de
ocho centimetros de diametro y diez centimetros de altura, sin horadaciones en la
base para evitar la pérdida de lixiviados (Figura 4.6). Las determinaciones realizadas

durante 60 dias se resumen en la Tabla 4.1.

4.4.1 Condiciones de crecimiento y material vegetal

El tipo de planta seleccionada fue rye grass anual (Lolium multiflorum). En
cada uno de los contenedores se colocaron 180 gramos de suelo y agrolita (8

gramos), esta Ultima para permitir una menor compactacion en el suelo.

Figura 4.7. Distribucion de las unidades experimentales
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Se colocaron 22 semillas en la superficie del suelo de cada unidad experimental.
Posteriormente se regaron con 20 mililitros de agua de la llave cada dos dias y se
colocaron en un cuarto oscuro en una distribucién completamente al azar (Figura
4.7.), a una temperatura de 25 °C durante dos semanas para inducir la germinacion.
Seguido al periodo de germinacion, todos los contenedores se colocaron en el
invernadero en una distribucion al azar donde recibieron adecuada cantidad de luz
para inducir su desarrollo y condiciones de humedad semejantes a las del periodo

de germinacion.

4.4.2 Fitorremediacién asistida y convencional
En cada uno de los contenedores del bloque correspondiente a fitorremediacion

convencional se colocaron 22 semillas, mientras que las unidades experimentales
del blogue denominado fitorremediacion asistida contenian 22 semillas previamente

inoculadas con A. lipoferum.

4.4.3 Bioestimulacién

El ensayo de bioestimulacién consistié en la adicion de un fertilizante comercial
inorganico liquido (urea: fosfato diamonico = 5: 10) el cual fue agregado al suelo en
el bloque correspondiente (Kaimi et al., 2006). Las fuentes enriquecedoras de
nitrégeno y fosforo fueron suministradas en cantidades proporcionales a 10 mililitros
cada cuatro dias durante 60 dias.

4.5 Anédlisis estadistico

El modelo utilizado correspondié a un disefio completamente al azar, aplicando
a los datos un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza a = 0.05y la

prueba de rangos multiples de Duncan. Se empleé el software SPSS 15.0.
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Tabla 4.1. Determinaciones realizadas de acuerdo al bloque correspondiente.

CUANTIFICACION

BLOQUE NITROGENO DETERMINACION LONGITUD DE HIDROCARBU-
KJELDAHL DE AlA RADICULAR ROS FRACCION
FOSFORO Y AEREA MEDIA
SUELO v v
ATENUACION v v v
NATURAL (S+D)
CONTROL 1 v v v
(S+B)
CONTROL 2 v v v v
(S+B+D)
TESTIGO v v v v
(S+P)
FITORREMEDIACION v v v v v
CONVENCIONAL
(S+P+D)
CONTROL 4 v v v v
(S+P+B)
FITORREMEDIACION v v v v v
ASISTIDA (S+B+P+D)
CONTROL 5 v v v v
(S+B+P+F)
BIOESTIMULACION v v v v v
(S+P+B+D+F)

S=suelo, D=diesel, B=A. lipoferum, P=Lolium multiflorum, F=fertilizantes, AIA=4cido indol-3-acético
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Figura 4.6. Disefio experimental empleado durante la realizacion del proyecto

S= suelo; D= diesel; B= A. lipoferum; P= Lolium multiflorum; F= fertilizante
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4.6 Analisis al vegetal

Lolium multiflorum es un pasto que se ha empleado en procesos de
fitorremediacion de suelos contaminados con diesel debido a que su sistema radical
forma una masa densa, ademas es de rapido establecimiento y crecimiento (Adam y
Duncan, 2002; Kaimi et al., 2006).

4.6.1 Porcentaje de viabilidad de las semillas

Se determiné el porcentaje de viabilidad para conocer la capacidad de
sobrevivencia de las semillas en los diferentes tratamientos (bloques). Para ello se
realizd6 una cuantificacion del nimero de semillas con desarrollo aéreo en las
unidades experimentales después de 20 dias de haber sido sembradas en los

contenedores.

4.6.2 Longitud radical y de parte aérea

Cada diez dias se sacrificaban tres unidades experimentales de cada bloque.
En las unidades con desarrollo vegetal se extrajeron las partes aéreas (hojas) y
radicales de los pastos. Las partes vegetales se separaron con extremo cuidado y se

procedié a medir sus longitudes con asistencia de un vernier.

4.6.3 Determinacién indirecta de AIA

Como se ha descrito en el marco teorico, la sintesis de acido indol-3-acético es,
desde el punto de vista fisiolégico el proceso mas importante para la promocion del
crecimiento de las plantas. La produccion de AlA se cuantificd en el sistema radical.
Para la determinacion de esta auxina se siguio el procedimiento descrito por Wohler,
(1997) citado por Collados, (2006). Para tal efecto, se tomé un gramo de material
vegetal para las determinaciones y en paralelo se tratd un blanco. Se afadieron tres
mililitros de amortiguador de fosfatos y dos mililitros de triptéfano al 1% v v* (excepto

a los blancos). Se incub6 en oscuridad en un bafio con agitacién a 37 °C durante 20
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horas. Pasado este tiempo, se afadieron dos mililitros de tript6fano a los blancos. A

todas las muestras se les afiadié un mililitro de &cido tricloroacético al 5% (v v') y

0.5 mililitros de cloruro de calcio (CaCl;) 0.5 M. Se centrifugaron las muestras

durante diez minutos a 4 000 rpm. Se tomaron tres mililitros del sobrenadante y se

afadieron 2 mililitros de solucion de Salper (98 mililitros de acido perclérico 37% (v v°

1, 2 mililitros de cloruro férrico 0.5 M). Se agitaron en vértex y se incubaron durante

30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. La coloracion obtenida se

cuantificé en un espectrofotdmetro Ultrospec 3000 a 535nm. Con ayuda de una

curva de calibracion usando como patron AIA (Tabla 4.2) se conocieron las

concentraciones estimadas de AlA en las muestras.

Tabla 4.2. Curva patron para la estimacién de la concentracion de AlA
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0.4
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Figura 4.8. Diferente coloracién dependiente de la concentracién de AIA en las muestras.
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La estimacion de AIA es indirecta debido a la desventaja de la inespecificidad del
reactivo de Salper ya que no solo cuantifica AIA sino que puede reaccionar con otros
compuestos inddlicos y metabolitos relacionados tales como el 4cido indol piravico,
indol lactico, indol acetamida, indol acetaldehido e indol etanol y producir coloracion

cuantificable (Costacurta et al., 1994).
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CAPITULO 5

“¢Por qué te inquietas y preocupas de los enigmas del universo
si pronto vas a morir y te dara la muerte contestacion a todos ellos?

Te dices: tiene que ser esto, o tiene que ser aquello; pero esto es absurdo,

y aquello... también.
Dia a dia marchas hacia el inmenso misterio, que, como gran estatua negra,

te aguarda inmovil al final del camino, con los brazos cruzados

y los grandes ojos llameantes de respuestas...”

Reyes Alfonso, 2001. “Antologia de Amado Nervo poesiay prosa”.
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5. Anélisis y discusion de resultados
Se analizardn primeramente los resultados en forma individual y posteriormente se

detallarén las correlaciones entre las diferentes variables de respuesta.

5.1 Cuenta de UFC de Azospirillum lipoferum por mililitro

Se observ6 que la cepa con mayor nimero de microorganismos presentes en
el matraz nefelométrico ajustado a 20 UK correspondié a la cepa AZm5, mientras
gue el menor nimero de microorganismos presentes se atafie a la cepa AZml,
proporcionando de esta forma una idea de la densidad poblacional de cada una de
las cepas. Probablemente la diferencia en el nimero de UFC reportadas fue

consecuencia de los errores intrinsecos del método de cuenta empleado.
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Azospirillum lipoferum

Figura 5.1. Relacion del numero de UFC por mililitro de las cepas AZm1, AZm3 y AZm5.

5.2 Cuenta de UFC de Azospirillum lipoferum adsorbidas en las semillas

El procedimiento empleado corresponde al descrito previamente en la Figura
4.2. Se conoce que el numero de células a inocular se torna critico al tener en
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cuenta que un exceso puede ser perjudicial para la germinacion de la semilla o
crecimiento de la planta. Asimismo, el efecto promotor del crecimiento se ejerce
incluso con bajas concentraciones microbianas, ademas la colonizacion de la
semilla, juega un papel més importante que la persistencia del in6culo en el suelo
(Collados, 2006). Por lo anterior, y con el fin de establecer el control del inéculo se
determinaron las UFC por mililitro de cultivo, asi como la cantidad de células que se

adhirieron a las semillas.
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Figura 5.2. Relacion de cepas AZm1, AZm3 y AZm5 adheridas a las semillas Medicago

sativa, Lolium perenne y Lolium multiflorum.

Los resultados obtenidos mostraron que la cepa con mayor capacidad de adhesion a
las diferentes semillas correspondié a AZm1, mientras que la semilla que presenté
mayor numero de A. lipoferum adheridos a su superficie pertenecié a Lolium
multifiorum (Figura 5.2). EI nimero de microorganismos adsorbidos a Lolium
multiflorum se encontré dentro del intervalo 10°, lo que coincide con lo publicado por
Chaineau et al., (2005), los cuales sefialan que la aplicacién de 10° a 10" UFC por

semilla o planta es optima.
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Es importante sefialar que la cepa con menor densidad poblacional (AZm1) fue la
que presentd mayor numero de células adsorbidas a las diferentes semillas, ésta
adsorcion se encontro estrechamente ligada con la superficie y tamafio de cada una
de las semillas ya que Lolium multiflorum posee mayor tamafo y estructura

superficial mas rugosa con respecto a Medicago sativa y Lolium perenne.

5.3 Propiedades fisicas y quimicas del suelo natural y artificial
Los resultados obtenidos se observan en la Tabla 5.1. El fosforo es un

macronutrimento esencial para las plantas y los microorganismos, puede ser un
nutrimento limitante, ya que es un componente de los acidos nucleicos y de los
fosfolipidos (Ferndndez et al.,, 2006). El valor obtenido en la caracterizaciéon
fisicoquimica correspondié a una categoria baja de acuerdo a la NOM-021-
SEMARNAT (2002).

La materia organica del suelo es la fraccidn orgénica que incluye residuos vegetales

y animales en diferentes estados de descomposicion; tejidos y células de
organismos que viven en el suelo; y sustancias producidas y vertidas por esos
organismos (Fernandez et al., 2006). El contendido de materia organica en el suelo
natural es clasificado por la NOM-021-SEMARNAT (2002) como de clase media.

Tabla 5.1. Resultados de caracterizacion del suelo natural de Tierra Blanca, Veracruz.

Determinacioén Resultado Unidad Desviacion
Estandar
Fosforo 1.02 mg Kg™ 0.12
Humedad 18.63 % 0.16
Materia organica 2.51 % 0.51
Ntk 0.17 % 0.02
pH 7.75 0.01
Textura Franco arcillosa-
Arenosa

El pH es una propiedad quimica del suelo que tiene un efecto importante en el

desarrollo de los seres vivos, la concentracion de iones hidrégeno es fundamental en
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los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos del suelo (Fernandez et al., 2006). El pH
obtenido correspondié a 7.75 por lo que es clasificado por la NOM-021-SEMARNAT

(2002) como medianamente alcalino.

La textura del suelo es la proporcidn relativa de particulas de arena, limo y arcilla; las
cuales al combinarse permiten categorizar al suelo en una de las 12 clases
texturales incluidas en el triangulo de clasificacion de texturas. Los resultados

mostraron una clasificacion franco arcillosa-arenosa (Tabla 5.2.).

Tabla 5.2. Resultados de textura del suelo de Tierra Blanca, Veracruz.

% de arena % de arcilla % delimo

Promedio 42.09 27.91 28.00
Desviacidn estandar 1.15 1.15 1.15

Una vez conocidas las caracteristicas fisicoquimicas del suelo natural, éstas se
emplearon para la elaboracion del suelo artificial con caracteristicas semejantes, lo
gue se corroboro con la caracterizacion fisicoquimica posterior a la conformacion del
suelo (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Caracterizacion fisicoquimica del suelo artificial.

Determinacion Resultado suelo Unidad Desviacion

artificial estandar
Fésforo 0.7 mg Kg™ 0.09
Humedad 23.12 % 0.43
Materia organica 2.54 % 0.51
Nk 0.12 % 0.30
pH 7.60 0.01
Textura Franco arcillosa

arenosa
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5.4 Efectos de la adicién de Azospirillum lipoferum sobre Lolium multiflorum
en el proceso de fitorremediacion asistida.

Considerando la capacidad de Azospirillum para asociarse con plantas de
interés agricola se han diseflado experimentos para evaluar el efecto de su
inoculacion en procesos de fitorremediacion asistida (Tang, 2010). La adaptacién de
Azospirillum al ambiente rizosférico se inicia con la germinacion de la semilla, la
cual exuda infinidad de compuestos orgénicos. De acuerdo con Huang et al. (2004),
la adicion de una BPCV mejora la sobrevivencia de las plantas en suelos

contaminados con compuestos organicos.

El blogue correspondiente a fitorremediaciébn convencional obtuvo el mayor
porcentaje de sobrevivencia de plantas, seguido por los bloques de fitorremediacién

asistida y bioestimulacion respectivamente (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Comparacion de los porcentajes de sobrevivencia durante el proceso de
saneamiento. Las barras de error indican la D. S. S=suelo; B= A. lipoferum; P= rye grass

anual; F= fertilizante.
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Los bloques de fitorremediacion asistida y bioestimulacion mostraron una
disminuciébn en el porcentaje de sobrevivencia respecto a los controles,
probablemente debido a la presencia del diesel ya que este tiene la capacidad de
retrasar la germinacion de la semilla asi como disminuir el porcentaje de
sobrevivencia, lo anterior como consecuencia de la toxicidad aguda causada por la
presencia de la fraccion ligera del diesel. Otro factor que influye en el proceso de
viabilidad en suelos contaminados con diesel corresponde a la barrera fisica que el
diesel forma alrededor de las semillas, acarreando como consecuencia la falta de
agua y oxigeno dentro de éstas (Gillian y Duncan, 2002).

El bloque correspondiente a fitorremediacion asistida obtuvo un porcentaje de
viabilidad igual a 75%, mientras que el bloque de fitorremediacion convencional
presentd un porcentaje equivalente a 90%, no obstante, se observé que al incluir en
el bloque de fitorremediacion asistida la variable fertilizante (bioestimulacion), el
porcentaje de viabilidad se increment6 7.1%, lo que indica que la adicion de

fertilizantes incrementé la viabilidad de las plantas.

Los resultados del presente trabajo de tesis determinaron que no existen diferencias
significativas (p<0.05) en los porcentajes de viabilidad entre los diferentes
tratamientos, lo cual no se esperaba ya que se pretendia que con la adicién de A.
lipoferum existiera una mejora en la viabilidad de las semillas. Tales efectos
podrian ser consecuencia de la influencia de factores abiéticos como capacidad de
retenciéon de agua, Hyun et al., (2008) sefialaron que la presencia de diesel en
suelos contaminados afect6 directamente el transporte de agua debido a sus
propiedades hidrofobicas, induciendo una disminucién en el contenido de humedad
del suelo; asimismo Martinez y Lopez (2001) demostraron un incremento en el
contenido de arena y arcilla debido a la contaminacién con 20 000 mg Kg* de
diesel; en tanto que el contenido de materia organica aumentdé como consecuencia
de la oxidacion del material petrogénico, provocando un riesgo ecotéxico por la

presencia de HAP.
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Se ha probado que este género perteneciente a las BPCV produce resultados
diversos posteriores a su inoculacion. En diversos casos se han detectado
incrementos sustanciales en cosechas bajo condiciones de campo e incluso se han
obtenido mejores resultados bajo condiciones de invernadero (Dobbeleare et al.,
2001). A pesar de los numerosos resultados positivos descritos, la inoculacién con
Azospirillum se asocia con resultados impredecibles. Los factores responsables de
este tipo de respuestas irregulares generalmente se atribuyen a la variabilidad de
los factores ecologicos y medioambientales, a las caracteristicas genéticas de la
cepa y cultivos empleados, asi como a la competencia con la microbiota nativa para
establecerse en la rizosfera (Compant et al., 2010). La rigueza en compuestos
organicos de la rizosfera conduce a intensas actividades e interacciones
microbianas. Collados (2006) indic6 que la quimiotaxis hacia los exudados de la
raices, es uno de los factores que influyen en la proliferacion de los

microorganismos en la rizosfera.

De acuerdo con Camarillo (2006) la inoculacidbn con Azospirilum mejora el
desarrollo del sistema radical de las plantas, asi como el rendimiento de los
cultivos. Al igual que el sistema radical de las plantas causa un efecto directo sobre
la microbiota colindante, los microorganismos de la rizosfera ejercen una marcada
influencia en el crecimiento de las plantas. A continuacién se analizan con detalle
los efectos provocados con respecto a longitud aérea y radical de los diferentes

tratamientos empleados.

De acuerdo a la Figura 5.4 se observa que los bloques S+P y S+P+B (controles)
presentaron longitudes de raiz mayores que los blogues correspondientes a
fitorremediacion convencional y asistida, lo que indica que el diesel ejercié un efecto
negativo en cuanto al desarrollo radical, sin embargo, se detect6 que en la
bioestimulacién el desarrollo de la raiz aumentd con respecto a la fitorremediacion
asistida y convencional, lo que es mas, el bloque de bioestimulacibn mantuvo un

desarrollo parecido al bloque S+B+P (control), lo cual indic6 que la adicion de
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fertilizantes en combinacion con A. lipoferum conduce a una mejora en cuanto al
desarrollo radical. Sin embargo, el analisis estadistico (ANOVA) indicé diferencias
significativas al dia 40, mientras que el resto de los dias carecieron de diferencias,
por lo que las medias de los tratamientos a los dias 10, 20, 30 y 60 fueron similares.
Al dia 40, los resultados del analisis de rangos multiples (Duncan) mostraron

equivalencia estadistica entre fitorremediacion asistida y bioestimulacion.

Figura 5.4. Longitudes radicales durante 60 dias. S=suelo; B= A. lipoferum; P= rye grass

anual; D= diesel; F= fertilizante; las barras de error indican la D.S.

Respecto a la aplicacién de A. lipoferum como una BPCV, se determiné que con la
inoculacién previa se mejord el desarrollo radical de rye grass (Figura 5.4), lo que
coincide con lo publicado por Pacovsky et al., (1995); sin embargo, no se debe

descartar que solo existié diferencia significativa al dia 40.

En cuanto a la longitud de hojas, se observd que la presencia de A. lipoferum
incrementd el desarrollo aéreo de los pastos (Figura 5.5). El analisis estadistico
mostro diferencias significativas a los dias 20, 30 y 40; sin embargo, la prueba de

rangos multiples de Duncan demostr6 que la fitorremediacidn convencional y
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asistida fueron estadisticamente iguales y diferentes al tratamiento de

bioestimulacion.

El testigo S+P obtuvo la mayor longitud aérea durante los 60 dias de tratamiento,
mientras que la fitorremediacion convencional mostré una disminucion relacionada
con la longitud aérea como consecuencia de la adicion de diesel y la carencia de A.
lipoferum, lo que coincide con lo publicado por Lépez et al., (2005), los cuales
demostraron una disminucion en el desarrollo vegetal y germinacion asi como

necrosis provocados como efecto de la contaminacién de hidrocarburos.

Figura 5.5. Longitudes aéreas de rye grass anual durante 60 dias de transcurso
experimental de los diferentes blogues. S=suelo; B= A. lipoferum; P= rye grass anual; D=

diesel; F= fertilizante; las barras de error indican la D.S.

A pesar de la adicion de diesel en la fitorremediacion asistida y bioestimulacion, los
desarrollos aéreos fueron mayores comparando con sus respectivos controles
(S+B+P+F y S+B+P) y con la fitorremediacion convencional, lo que demostré que la
presencia de A. lipoferum ejercié un efecto positivo relacionado con el desarrollo

aéreo de Lolium multiflorum. Ademaés, es importante sefialar la capacidad de A.
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lipoferum para sostener el crecimiento vegetal (Lopez et al., 2005; Compant et al.,

2010) en las tecnologias de fitorremediacion asistida y bioestimulacion.

Es significativo sefialar que en los resultados de longitud radical y aérea, los
mayores valores obtenidos corresponden a los bloques de bioestimulacion,

fitorremediacion asistida y fitorremediacion convencional, respectivamente.

Entre los mecanismos relacionados con la promocion del crecimiento vegetal
mediados por BPCV se encuentra la disponibilidad de fosforo, ya que su
aprovechamiento esta restringido por su tendencia a precipitar en presencia de
metales bivalentes tales como calcio (Ca®*) y magnesio (Mg®*). La mayor parte de
las transformaciones del fésforo mediadas por microorganismos se consideran
como una transformacion de fosfato organico a inorganico (mineralizacion) y la
solubilidad de fésforo precipitado, facilitando de esta forma su asimilacion (Atlas y
Bartha, 2002).

La Figura 5.6 muestra que el testigo (S+P) y el control (S+B+P) tuvieron mayores
cantidades de fosforo comparando con fitorremediacion convencional y asistida,
esta disminucion en las tecnologias de saneamiento probablemente fue
consecuencia del estrés inducido por la adicién de diesel, ya que presentaron mayor
demanda en el uso de fosforo disponible.

Aunque el andlisis estadistico demostré diferencias significativas entre los
tratamientos a los dias 10, 30, 40 y 60, el aumento en la concentracion de fésforo se
atribuy6 al menos en parte, al agua con la que se reg6 ya que podria contener sales
disueltas; también se consideraron las células muertas provenientes de la cofia de
la raiz, asi como los restos de semillas que no germinaron y quedaron dentro de la

matriz experimental.

78



SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

Figura 5.6. Cambios en la concentracion de fésforo en suelo con las tecnologias de
saneamiento empleadas. S= suelo; B= A. lipoferum; P= rye grass anual; las barras de error

indican la D.S.

La adicion de fosfato diamonico como fuente enriquecedora de fosforo en la
tecnologia de bioestimulacion condujo al dia 60 una cuantificacion de fésforo mayor;
sin embargo, en el lapso de los dias 10-30, a pesar de la adicién de una fuente
externa de fosforo la concentracion permanecié menor comparado con el respectivo
control, lo anterior probablemente como consecuencia de una alta demanda de

fosforo por parte de A. lipoferum y rye grass anual.

La disponibilidad de los compuestos organicos procedentes de los exudados
radicales contribuyen a mejorar la eficacia de la transferencia de nitrdgeno mediada
por bacterias asociadas a la rizosfera (Atlas y Bartha, 2002). La Figura 5.7 muestra
gue la adicion de A. lipoferum en los bloques de fitorremediacion asistida y el control
(S+B+P) produjo un aumento en la cantidad de nitrégeno detectable.
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Figura 5.7. Comparacion de los niveles de nitrégeno cuantificado durante el periodo de
saneamiento. S= suelo; B= A. lipoferum; P= Lolium multiflorum; las barras de error indican
laD.S.

En el control (S+B) se observdé una concentracion final menor de nitrégeno
contrastando con el control (S+B+P), lo cual indica la importancia del
establecimiento de la asociacion entre la bacteria y la planta para una eficiente
fijacion de nitrogeno. La posible cuantificacion de nitrégeno presente en el
contaminante organico fue minima por lo que no se consider6 como un factor que
pudiera interferir en la cuantificacién de nitrégeno en las diferentes tecnologias de

saneamiento.

Las tecnologias de fitorremediacion asistida, convencional y bioestimulacion
superaron a sus respectivos controles en la cantidad de nitrdgeno cuantificado. No
obstante, el analisis estadistico demostré que no existieron diferencias significativas

entre los diferentes tratamientos.

Es importante sefialar que al inicio de los tratamientos el suelo correspondio a una

clasificacion extremadamente pobre en nitrdgeno, mientras que al final de los
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tratamientos el suelo del bloque de fitorremediacion asistida se clasificé como clase
media y el bloque de bioestimulacion como medianamente rico (NOM-021-
SEMARNAT-2002).

5.5 Estimacion del efecto de fitorremediacion
Estudios recientes han demostrado que algunas plantas incrementan la

biodegradacion de moléculas orgénicas en suelos contaminados, pero en presencia
de BPCV el efecto se potencializa (Compant et al., 2010; Tang et al., 2010; Lépez et
al., 2005). Conociendo que la velocidad de acumulacién es mayor a la capacidad
qgue tienen las plantas para remover los compuestos organicos contaminantes
surgio el interés por colaborar con la naturaleza para revertir el efecto de los

contaminantes en el suelo.

Los resultados relacionados con la disipacién de diesel obtenidos durante el
proceso experimental se muestran en la Figura 5.8. Después de 60 dias bajo
condiciones de invernadero la concentracién inicial de 18 706 mg Kg™ fue reducida

a diferentes concentraciones dependiendo del tipo de tecnologia aplicada.

El bloque de atenuacién natural presentd una concentracion final de hidrocarburos
fraccion media equivalente a 10 930+353.550 mg Kg™ la cual correspondié a un
porcentaje de remocién igual a 43.47%, después del dia 40 la concentracién de
hidrocarburos decrecid muy poco mientras que las concentraciones en el resto de
los bloques mostraban mayores disminuciones. La atenuacién natural se atribuye a
procesos abidticos tales como volatilizaciéon, procesos de absorcion y
transformaciones quimicas (Kastner et al., 2000). El ensayo de fitorremediacion
convencional  promovié una concentracion final de hidrocarburos igual a

6 250+318.198 mg Kg™* (66.56%) la cual fue mayor comparando con los ensayos de

fitorremediacion asistida y bioestimulacion.
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Figura 5.8. Concentraciéon de hidrocarburos fraccion media durante 60 dias. S=suelo; B= A.

lipoferum; D= diesel; las barras de error indican la D.S.

De acuerdo a la Figura 5.8., el ensayo de fitorremediacion asistida mostré una
concentracién de hidrocarburos final equivalente a 5 260+1 018.234 mg Kg*
(71.88%), la cual es mayor que la obtenida en el ensayo de bioestimulacion 4 620+1
209.152 mg Kg* (75.33%), estos resultados son similares a los obtenidos por Kaimi
et al., (2006), quienes a su vez mencionan que la remocion es estimulada por el
crecimiento radical, lo que coincide con la Figura 5.4 ya que el ensayo de

bioestimulacién presenté mayor longitud radical.

El porcentaje de remocidn mayor correspondié al ensayo de bioestimulacion
seguido por fitorremediacion asistida y fitorremediacion  convencional
respectivamente, este comportamiento es una posible consecuencia relacionada
con el efecto rizosférico sobre A. lipoferum, ya que las remociones Optimas
correspondieron a longitudes aéreas y radicales mayores. Ademas, en la
bioestimulacion al dia 20 la concentracién de hidrocarburos correspondié a 8 050
mg Kg™* mientras que el resto de las tecnologias permanecieron aproximadamente
en 14 000 mg Kg™.
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Para tener una mejor apreciacion relacionada con los porcentajes de remocion de

hidrocarburos a continuacién se presenta una tabla:

Tabla 5.4. Porcentajes de remocion de hidrocarburos fraccion media.

TECNOLOGIA PORCENTAJE DE PORCENTAJE DE
REMOCION AL DIA REMOCION FINAL
20 D.S. D.S.
ATENUACION NATURAL 16.20% 2.63 43.46% 1.98
FITORREMEDIACION 25.67% 5.22 66.56% 1.77
CONVENCIONAL
FITORREMEDIACION 31.31% 1.34 71.88% 5.66
ASISTIDA
FITORREMEDIACION 56.97% 0.78 75.33% 6.72

ASISTIDA COMBINADA
CON BIOESTIMULACION

El andlisis estadistico (ANOVA) indico la existencia de diferencias significativas
entre los tratamientos a partir del dia 10 y hasta el dia 60. En los dias 20 y 30 la
media (Duncan) del tratamiento de bioestimulacion fue estadisticamente diferente a
las medias de fitorremediacion asistida y convencional; no asi en los dias 40 y 60

donde las medias de los tres tratamientos resultaron ser estadisticamente iguales.

La NOM-138 (SEMARNAT, 2008) sefala que el limite méximo permisible de HFM
para un suelo remediado con fines comerciales e industriales corresponde a 5 000
mg Kg®, cabe destacar que la tecnologia de bioestimulacién al dia 20 present6
8 050 mg Kg™ de HFM lo cual equivalié a 56. 97% de remocién, por lo que quedd
demostrado que en un periodo de 20 dias se removié la mitad de la concentracion
inicial de diesel; posterior a este tiempo, se podria aplicar un tratamiento
fisicoquimico a efecto de alcanzar el limite maximo permisible. Con la aplicacion de
la tecnologia de bioestimulacion y el posterior uso de un tratamiento fisicoquimico
se podria abatir satisfactoriamente el periodo de tratamiento.
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Reynolds et al., (1997) realizaron experimentos en suelos contaminados con diesel
a una concentraciéon de 8 000 mg Kg* empleando fitorremediacién convencional y
las especies vegetales Lolium multiflorum y Festuca rubra durante 10 meses y
mostraron una degradacion de hidrocarburos equivalente a 73% mas que el control.
Cabe destacar que el ensayo de bioestimulacion en el presente proyecto logré una
remocidn de hidrocarburos igual a 75.33% con respecto al control, esta disipacion
de hidrocarburos se logré en un tiempo relativamente menor el cual consistié en 60
dias, por lo que la interaccion rizosfera-A.lipoferum-fertilizante-hidrocarburo resulté

beneficiosa para la remocién del contaminante organico.

En un ensayo de fitorremediacion convencional realizado por Kaimi et al., (2006) en
un suelo contaminado con diesel a una concentracion de 18 000 mg Kg* vy
empleando rye grass, el porcentaje de remocion fue igual a 55% comparando con el
control en un periodo de 152 dias. Se enfatiza que en la presente tesis el porcentaje
de remocién obtenido por la tecnologia de bioestimulacion fue mayor y se logré en

un tiempo mas breve.

5.6 Estimacion de AlA radical
Las BPCV son capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico, solubilizar fésforo,

ademas producen fitohormonas como las auxinas incidiendo directamente en el
metabolismo de las plantas, adicionalmente mejoran la tolerancia de éstas al estrés
(Camarillo, 2006).

La inoculacion con Azospirillum modifica el sistema radical por un mecanismo o
mecanismos aun no establecidos completamente; sin embargo, este se atribuye al
menos en parte, a la produccién por la bacteria, de sustancias que regulan el

crecimiento vegetal (Aguilar et al., 2008).
Uno de los principales mecanismos de la promocion vegetal mediado por BPCV
consiste en la produccién de fitohormonas como el &cido indol-3-acético (AlA)

principal compuesto auxinico. Se sabe que el AIA producido por las bacterias
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puede modificar el contenido de fitohormonas de las plantas conduciendo a la

estimulacioén del crecimiento de las mismas (Bar y Okon, 1992).

De acuerdo a la Figura 5.9, el control (S+P+B) obtuvo la méaxima concentracion de
AIA a lo largo del experimento, seguido por el testigo (S+P), lo que indic6 que
probablemente la aplicacion de Azospirillum lipoferum como una BPCV indujo
efectos positivos relacionados con la produccién de AlA, lo que coincide con lo
publicado por Collados, (2006).

Figura 5.9. Monitoreo de la produccion de AlA. Los datos presentados son resultado de

tres réplicas; las barras de error indican la D.S.

Los bloques a los cuales se adicion6 diesel tuvieron una producciéon de AIA menor
comparando con aquellos gque no lo contenian, lo que demostré6 que el diesel
provoco efectos negativos en la producciéon de AIA debido al estrés inducido por el

contaminante.

El ensayo de bioestimulacién presentdé una concentracion mayor de AlA respecto a
la fitorremediacion asistida y convencional, lo cual demostré que la adicion de
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fertilizantes resultdé beneficiosa para el desarrollo de A. lipoferum conduciendo a
mayor produccion de ésta. El analisis estadistico (ANOVA), demostro diferencia
significativa a los dias 10, 40 y 60, mientras que los dias 20 y 30 carecieron de
significancia, lo anterior probablemente fue consecuencia de la presencia de un
periodo de fluctuaciones de factores ambientales como la temperatura y la luz, ya
que después del periodo entre el dia 20 y 30 la produccién de AlA se incremento y
al dia 60 se observd que si se hubiera continuado con el experimento
probablemente la produccion de AIA seguiria incrementandose con diferencias
significativas entre tratamientos hasta llegar a una fase de estabilizacion.

De acuerdo a la prueba de rangos mudltiples (Duncan), al dia 10 las medias de
fitorremediacion convencional, fitorremediacion asistida y bioestimulacion fueron
estadisticamente diferentes; no asi a los dias 40 y 60 donde las medias de
fitorremediacion convencional, fitorremediacion asistida y bioestimulacion fueron

estadisticamente iguales.

5.7 Impacto del diesel en la produccion de AIA
La produccion de AIA durante la etapa experimental demostré6 que a mayor

remocion de hidrocarburo se obtuvieron mayores concentraciones de AIA (Figura
5.10), este aumento en la produccion de fitohormona esta estrechamente
relacionado con el crecimiento vegetal ya que conforme aumentd el desarrollo de

los pastos, se incrementaron las producciones de AIA y las remociones de diesel.

El uso de A. lipoferum como BPCV condujo a un aumento en la produccién de AIA
durante el transcurso de fitorremediacion asistida, resultando la mejor tecnologia

comparando con la fitorremediacion convencional.
Se observo que al dia 60 la tecnologia de bioestimulacion obtuvo la concentracion

mayor de AlA, seguida por fitorremediacion asistida y convencional, o que coincide

con el porcentaje de remocién del diesel, lo que es mas, al dia 20 la bioestimulacion
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presentd un incremento en la produccion de AIA, lo que coincidié con el mayor

porcentaje de remocién en este periodo especifico.

------ Cuantificacién de AlA; Cuantificaciéon de HFM.

Figura 5.10. Correlacion entre la produccion de AlA y disipacion de diesel.

5.8 Discusion integral
Desde inicios del siglo XX la fitorremediacion fue sefialada como una

tecnologia viable, eficiente y Util para el saneamiento de suelos contaminados con
compuestos organicos (Zhuang et al., 2007). Los mecanismos propuestos para la
transformacion de moléculas organicas xenobiodticas en plantas consisten en: (i)
reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis mediadas por aminooxigenasas y (ii)
conjugacion a carbohidratos, aminoacidos, péptidos y proteinas donde intervienen
transferasas (LOpez et al., 2005). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones no
mencionan la participacion de fitohormonas las cuales podrian estar relacionadas

con la produccion de enzimas fitorremediadoras.
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Rye grass anual, es empleado en tecnologias de remediacion de suelos debido a su
sistema radical fibroso, el cual ofrece una superficie para la colonizacion
microbiana, ademas provee condiciones ideales para los procesos
fitorremediadores (Adam y Duncan, 2002).

Uno de los principales mecanismos promotores del crecimiento vegetal mediado por
BPCV consiste en la produccién de fitohormonas, tales como las auxinas. El
principal compuesto auxinico corresponde al acido indol-3-acético, el cual mejora el
crecimiento vegetal mediante la formacién de pelos radicales, los cuales optimizan
la nutricion y absorcidn de agua para la planta (Camarillo, 2006). La aplicacién de
Azospirillum lipoferum como BPCV en procesos de fitorremediacion asistida ha sido
recientemente estudiada (Zhuang et al., 2007; Compant et al., 2010), se conoce el
efecto provocado por la inoculacion en campos agricolas; sin embargo, existe muy
poca informacion experimental relacionada con los efectos provocados en procesos
de fitorremediacidn asistida. Es por esto que se decidi6 realizar un seguimiento de
la produccién de AIA durante el proceso de saneamiento a efecto de determinar si
esta produccion se abatia o acrecentaba en presencia de diesel y de esta forma
establecer tal produccibn como un factor trascendente en el proceso de
saneamiento debido a que se encuentra estrechamente ligada al incremento radical

y a progresos en las remociones de contaminantes organicos.

La concentraciones de AIA mostraron un incremento durante los 60 dias del
experimento, este aumento podria estar relacionado con la eficiencia de remocion
de diesel ya que a mejores remociones se obtuvieron mayores concentraciones de
AlA, lo cual es aceptable ya que al final de los tratamientos los pastos se

encontraban con menores indices de estrés.

Los resultados indicaron que la contribucion de A. lipoferum en el proceso de
fitorremediacién asistida trae como consecuencia una mejor remocion (71.88%) con
respecto al proceso de fitorremediacion convencional (66.56%); sin embargo, la

tecnologia de bioestimulacion mostré una remocién de 75.33% resultando mas
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eficiente con respecto a las dos tecnologias anteriores, esto posiblemente sea
consecuencia del efecto aditivo de la inoculacién de A. lipoferum y la adicion de

fertilizantes.

La remocidén del contaminante organico se encontré ligada al desarrollo aéreo y
radical de los pastos ya que en la bioestimulacion las longitudes aéreas fueron
mayores con respecto a fitorremediacion asistida y convencional, respectivamente.
El desarrollo radical mostré un comportamiento semejante.

El testigo S+P obtuvo la mayor longitud aérea durante los 60 dias de tratamiento,
mientras que la fitorremediacion convencional mostré una disminucién de la longitud
aérea como consecuencia de la adicién de diesel y la carencia de A. lipoferum. A
pesar de la adicion de diesel en la fitorremediacion asistida y bioestimulacién, los
desarrollos aéreos fueron mayores comparando con sus respectivos controles
(S+B+P+F y S+B+P) y con la fitorremediacion convencional, lo que demostré que la
presencia de A. lipoferum y el estrés inducido por el diesel ejercieron un efecto

positivo relacionado con el desarrollo aéreo de Lolium multiflorum.

El comportamiento general de la produccion de AIA esta relacionada con el tamafio
aéreo Yy radicular de los pastos ya que se observo que a mayor tamafo de la planta
existi6 mayor cuantificacion de AIA. La atenuacion natural presentd el menor
porcentaje de remocion y la produccién de AIA fue menor que en el resto de las
tecnologias, lo cual indica que la produccion de ésta fitohormona es un factor
trascendente en la asociacion planta-Azospirillum lipoferum. La fijacion de nitrégeno
es otro mecanismo de promocion del crecimiento vegetal mediado por A. lipoferum,
durante el transcurso de la etapa experimental se detectaron incrementos asociados
a su cuantificacion ademas se observé que la presencia de la bacteria aumento la

cantidad de nitrégeno con respecto a la tecnologia sin previa inoculacién de ésta.
Los resultados mostraron que los principales mecanismos promotores del desarrollo

vegetal mediados por A. lipoferum contribuyeron al progreso del proceso de

fitorremediacion.
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CAPITULO 6

“Vale mas errar creyendo que errar dudando...si dudas del todo, en todo
hallaras el aguijon de la pena, porque muchas cosas te acaeceran conforme

atu duda, y lo bueno que te acaezca, a pesar de ella, estara amargado por

tu escepticismo anterior.

En cambio si en todo tienes fe, tus propios desengafios te seran

gratos, recordando que hasta que no llegaron esperaste...y tus dichas floreceran

como rosas plenas después de una estacion entera de rosas...”

Alfonso Reyes, 2001. “Antologia de Amado Nervo poesiay prosa”.
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6. Conclusiones
De manera general puede afirmarse que en suelo artificial contaminado con diesel,

es posible evaluar el proceso de fitorremediacion asistida por Azospirillum lipoferum
como bacteria promotora del crecimiento vegetal (BPCV), mediante determinacion

indirecta de acido indol-3- acético (AlA).

e La cepa AZml de Azospirillum lipoferum tiene mayor capacidad de adsorcion,
por lo cual se considera como la mas compatible con la semilla rye grass anual

(Lolium multiflorum).

e La inoculacion previa de Azospirillum lipoferum no mejora el porcentaje de
sobrevivencia en rye grass anual, pero tiene un efecto positivo relacionado con
el porcentaje de remocion del diesel obteniendo las concentraciones de
fraccibn media finales siguientes: bioestimulacion 4 620+1 209.152 mg Kg’
1(75.33%), fitorremediaciéon asistida 5 260+1 018.234 mg Kg' (71.88%) y
fitorremediacién  convencional 6 250+318.198 mg Kg® (66.56%),

respectivamente.

e Mediante la bioestimulacion es posible alcanzar 56.97% de remocion al dia 20,

el cual representa un porcentaje superior al resto de las tecnologias.

e La interaccion entre la rizosfera de rye grass anual y Azospirillum lipoferum
produce un aumento en la produccion de AlA radical, lo que se traduce en una

remocion mas eficiente.

e Las Optimas remociones de hidrocarburo corresponden a longitudes aéreas

mayores.
e A pesar de la adicion de diesel, los desarrollos aéreos de fitorremediacion

asistida y bioestimulaciéon, son mayores comparando con sus respectivos

controles (S+B+P+F y S+B+P) y con la fitorremediacién convencional.
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e La cuantificacion de nitrégeno y produccién de AlA exhiben una tendencia de
incremento durante la etapa experimental. No obstante, el analisis estadistico
(ANOVA) indic6é que la cuantificacion de nitrdgeno no presentd diferencias

significativas entre tratamientos.
e Los resultados mostraron que la produccion de AIA mediados por A. lipoferum

y Lolium multiflorum contribuyeron al progreso durante el proceso de

fitorremediacion.
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Anexo A. Resultados monitoreados durante el transcurso experimental

Anexo A.l. Tolerancia de AZm1 al diesel

A efecto de comprobar si la cepa AZm1 era tolerante al diesel, se procedio a
su siembra en agar nutritivo y medio Nfb adicionando 1 mililitro de diesel, se
realizaron determinaciones por triplicado. Los resultados se muestran en la Tabla
A.l.

Tabla A.1. Resultados experimentales de tolerancia al diesel de Azospirillum lipoferum.

RESULTADO
TINCION DE PREPARACION EN
DESARROLLO (D) / SIN DESARROLLO (S) GRAM FRESCO
REPETICIO | AGAR NUTRITIVO MEDIO Nfb +) 0 +) )
N
1 D D v
2 D D v
3 D D v

(+): Observacion de caracteristicas tipicas de A. lipoferum

(-): Sin observacion de caracteristicas tipicas de A. lipoferum
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Anexo A.2. Namero de UFC por mililitro

Los resultados obtenidos para AZm1, AZm3 y AZm5 se muestran en la Tabla

A.2, la realizacion experimental consistio en tres réplicas.

Tabla A.2. Nomero de microorganismos por mililitro de AZm1, AZm3 y AZmb5.

REPETICION

1
AZml

2
3
PROMEDIO

COLONIAS
D.S

AZm3
2

3

PROMEDIO
COLONIAS

D.S

2
AZmS

3

PROMEDIO
COLONIAS

D.S

10°
Incontable

Incontable
Incontable
23.333

10.016

Incontable
Incontable
Incontable
42.666
21.385
Incontable
Incontable
Incontable

51.670

6.806

DILUCION
10™*

33

13

24

56

54

18

57

54

44

UFC mL™

107

3
1

1

2.33x10%

12

4.27x10%

5.17x10%
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Anexo A.3. Selecciéon de semillay cepa de Azospirillum lipoferum
Se presenta en la Tabla A.3 el nimero de microorganismos adsorbidos a

Lolium multiflorum.

Tabla A.3. Cuenta de Azm1, AZm3 y AZm5 adsorbidos a Lolium multiflorum.

DILUCION UFC mL™
REPETICION 10* 10 10°
1 Incontable Incontable 48
2 Incontable Incontable 41
AZm1l
3 Incontable Incontable 33
PROMEDIO 40.666
COLONIAS
D.S 7.505 4.07X10%°
1 Incontable incontable 22
2 Incontable incontable 17
AZm3
3 Incontable 42 10
PROMEDIO 16.333
COLONIAS
D.S 6.027 1.63X10%
1 Incontable incontable 11
2 Incontable incontable 7
AZm5 3 Incontable 58 5
PROMEDIO 7.666
COLONIAS
D.S 3.055 7.67X10%

3-A
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Anexo A.4. Porcentajes de viabilidad de Lolium multiflorum en las diferentes
tecnologias de saneamiento.
En la Tabla A.4 se exponen los datos que se emplearon para obtener los

porcentajes de sobrevivencia de Lolium multiflorum.

Tabla A.4. Numero de plantas viables durante el desarrollo experimental de cada bloque.

DIA
TRATAMIENTO 10 20 30 40 60 PROMEDIO D.S.
TESTIGO 18 16 19 18 16 17.4 1.231
(S+P)
CONTROL 17 15 18 16 19 17.0 1.581
(S+B+P)
FITORREMEDIACION | 17 19 19 16 15 17.1 1.789
CONVENCIONAL
FITORREMEDIACION | 14 8 16 18 15 14.2 3.768
ASISTIDA
CONTROL 12 17 17 12 16 14.8 2.588
(S+B+P+F)
15 15 15 18 15 15.6 1.342

BIOESTIMULACION

4-A
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Anexo A.5. Longitudes aéreas y radicales monitoreadas durante 60 dias.
Los datos relacionados a longitudes aéreas y radicales de Lolium multiflorum
se sefialan en la Tabla A.5. Los resultados obtenidos de cada réplica (R) son el

promedio de cada unidad experimental.

Tabla A.5. Longitudes aéreas y radicales de Lolium multifiorum de acuerdo al bloque y dia

correspondientes.

LONGITUDES AEREAS LONGUTUDES RADICALES
(cm) (cm)
TESTIGO (S+P) R1 R2 R3 R1 R2 R3
DIA 10 9.281 6.974 8.839 1.300 3.216 1.911
DIA 20 8.294 8.912 8.881 1.889 3.187 2.962
DIA 30 9.288 8.200 9.435 2.800 1.435 3.171
DIA 40 8.310 4.977 9.287 2.975 1.861 3.210
DIA 60 9.233 9.454 6.788 3.535 3.518 3.262
CONTROL (S+B+P) R1 R2 R3 R1 R2 R3
DIA 10 9.822 6.115 6.575 1.690 1.462 1.800
DIA 20 8.487 8.764 7.861 1.917 1.490 2.068
DIA 30 6.730 6.610 8.447 2.723 1.866 1.213
DIA 40 8.425 5.213 9.018 3.331 2.175 2.450
DIA 60 9.769 6.233 9.526 3.450 2.521 1.707
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL R1 R2 R3 R1 R2 R3
DIA 10 6.865 6.050 6.350 1.893 2.385 1.745
DIA 20 6.285 7.047 6.417 2.515 2.553 2.631
DIA 30 7.061 5.600 7.081 2.835 2.789 2.723
DIA 40 7.030 3.700 5.026 2.845 3.256 2.733
DIA 60 5.586 5.700 4.925 3.025 3.761 3.671
FITORREMEDIACION
ASISTIDA R1 R2 R3 R1 R2 R3
DIA 10 5.462 4.618 1.200 1.788 1.909 1.667
DIA 20 6.083 4.972 4.800 2.250 2.273 2.020
DIA 30 6.100 5.260 4.808 2.269 2.300 2.125
DIA 40 6.644 5.727 6.669 2.542 2.381 2.223
DIA 60 6.780 7.500 7.936 3.370 2.440 2.554
CONTROL
(S+B+P+F) R1 R2 R3 R1 R2 R3
DIA 10 3.342 3.000 3.950 0.800 0.975 1.316
DIA 20 3.691 3.850 4.800 1.191 1.040 1.662
DIA 30 4.677 4.455 4.908 1.266 1.422 1.708
DIA 40 6.777 8.675 5.275 1.866 1.675 2.030
DIA 60 8.425 8.730 6.007 1.955 2.850 2.258
BIOESTIMULACION R1 R2 R3 R1 R2 R3
DIA 10 2.416 4.455 3.636 1.583 1.422 1.545
DIA 20 4.677 5.322 4.457 1.933 1.611 1.669
DIA 30 4.944 6.080 4.576 1.955 1.692 1.708
DIA 40 5.221 6.561 4.800 2.242 2.153 2.083
DIA 60 6.761 8.5 5.916 2.461 2.966 2.085



SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

ANEXO A.6. Produccion de AIA monitoreado a lo largo de la etapa
experimental.

A continuacién se muestra el grafico correspondiente a la curva de
calibracion empleado para la obtencion de las concentraciones de AlA. El estandar
empleado consistio en AlA.

Figura A.6. Curva de calibracion de acido indol-3-acético.

En la Tabla A.6 se muestran las concentraciones de AlA de cada bloque especifico.
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Tabla A.6. Concentraciones de AIA durante la etapa experimental.

CONCENTRACI?NES AlA PROMEDIO D.S.
(mg Kg™)

TESTIGO R1 R2 R3
(S+P)
DIA 10 31.797 38.414 32.248 34.153 3.697
DIA 20 42.549 28.939 41.947 37.812 7.689
DIA 30 45.707 41.947 44.053 43.902 1.884
DIA 40 38.564 38.038 56.233 44.278 10.356
DIA 60 69.842 66.233 67.060 66.258 1.890

CONTROL R1 R2 R3

(S+B+P)
DIA 10 24.053 20.819 17.361 20.744 3.347
DIA 20 34.879 30.218 31.120 32.073 2.472
DIA 30 23.075 25.406 56.383 34.995 18.594
DIA 40 55.105 46.008 40.218 47.110 7.504
DIA 60 78.639 57.661 62.479 66.259 10.988
FITORREMEDIACION R1 R2 R3
CONVENCIONAL
DIA 10 13.376 14.053 13.000 13.476 0.534
DIA 20 26.233 24.579 22.248 24.353 2.002
DIA 30 28.789 17.586 26.008 24.128 5.833
DIA 40 27.887 27.662 24.579 26.709 1.848
DIA 60 40.819 30.293 38.789 36.634 5.584
FITORREMEDIACION R1 R2 R3

ASISTIDA
DIA 10 23.376 22.549 20.969 22.298 1.222
DIA 20 23.075 18.113 35.406 25.531 8.904
DIA 30 32.023 33.451 31.271 32.248 1.107
DIA 40 37.586 33.752 32.248 34.529 2.752
DIA 60 26.609 40.444 42.098 36.383 8.505

7-A
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Continva... Tabla A.6. Concentraciones de AlA durante la etapa experimental.

CONCENTRACI?NES AlA PROMEDIO D.S.
(mg Kg™)
CONTROL R1 R2 R3
(S+B+P+F)
DIA 10 20.669 20.293 19.917 20.293 0.376
DIA 20 31.571 29.241 22.549 27.787 4.683
DIA 30 46.759 23.226 38.263 36.083 11.917
DIA 40 47.737 49.090 29.165 41.997 11.134
DIA 60 42.549 44.429 45.782 44.253 1.624
BIOESTIMULACION R1 R2 R3
DIA 10 17.211 15.932 16.534 16.559 0.639
DIA 20 25.632 27.436 28.940 27.336 1.656
DIiA 30 22.398 26.233 31.120 26.584 4.372
DIA 40 33.526 31.120 33.526 31.797 1.389
DIA 60 55.782 39.842 46.534 47.386 8.004
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ANEXO A.7 Concentraciones de hidrocarburos fraccién media

En la Tabla A.7 se sefialan las concentraciones de hidrocarburos fraccion

media obtenidas durante el transcurso experimental mediante método gravimétrico.

Tabla A.7. Concentraciones de hidrocarburos fraccién media.
CONCENTRACION

CONTROL
(S+D+B)
DIA 10
DIA 20
DIA 30
DIA 40
DIA 60

ATENUACION
NATURAL
DIA 10

DIA 20
DIA 30
DIA 40
DIA 60

FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL
DIA 10

DIA 20
DIA 30
DIA 40

DIA 60

R1
16 530

15 080

14 810

10 960

9820

R1
15780

16 010

13 340

10 960

10 680

R1
17 700

13 240

11 200

8 560

6 030

(mg kg™)

R2
18 050

16 080

13 440

9090

9140

R2
16 440

15 340

14 040

10 190

11180

R2

17070

14 570

12570

10 500

6 480

PROMEDIO
17 290

15 580

14 125

10 025

9480

PROMEDIO
16 110

15675

13 690

10 575

10 930

PROMEDIO

17 385

13 905

11 885

9530

6 255

D.S.
1074.802

707.107

968.736

1322.289

480.833

D.S.
466.690

473.762

494.975

544.472

353.553

D.S.

445.477

940.452

968.736

1371.787

318.198

9-A
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Continda... Tabla A.7. Concentraciones de hidrocarburos fraccion media.

CONCENTRACION

(mg kg™)
FITORREMEDIACION
ASISTIDA R1 R2 PROMEDIO D.S.
DIA 10 16 000 15 880 15 940 84.853
DIA 20 13020 12 680 12 850 240.416
DIA 30 10 590 9 820 10 205 544.472
DIA 40 5520 6 220 5 870 494.975
DIA 60 5980 4540 5 260 1018.233
BIOESTIMULACION R1 R2 PROMEDIO D.S.
DIA 10 16 080 14 300 15 190 1 004.092
DIA 20 7 950 8 150 8 050 141.421
DIA 30 7 850 5870 6 860 1 400.071
DIA 40 5 390 7 600 6 495 1 562.706
DIA 60 3760 5 470 4615 1209.153

10-A
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Anexo A.8 Determinacion de fosforo soluble en bicarbonato de sodio usando
acido ascérbico como agente reductor

La Figura A.8 muestra la curva de calibracién empleada para la obtencion de
las concentraciones de fésforo. La solucién estdndar correspondi6 a KH,PO,4

previamente seco a 105 °C.

y =0.2412x+0.0071
R*=0.993

o©
9

o
o

o©
()

o©
>

o
w

o
)

absorbancia (720nm)

o
[EEN

0 0.5 1 1.5 2 25 3
FOSFORO (mg mL™)

o

Figura A.8. Curva de calibracion empleando KH,PO, como estandar.

La Tabla A.8 resume los valores obtenidos relacionados con el parametro fésforo.
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Tabla A.8. Valores de fésforo de acuerdo al bloque y dia correspondientes.

CONTROL
(S+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORREMEDIA-
CION
CONVENCIONAL
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
BIOESTIMULA-
CION
R1
R2
R3

PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.602
0.599
0.618
0.607
0.010
FOSFORO
(mg Kg™)
0.491
0.491
0.477
0.487
0.008
FOSFORO
(mg Kg™)
0.569
0.569
0.574
0.571

0.003

DIA 10
TESTIGO
(S+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
CONTROL
(S+B+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.737
0.776
0.784
0.766
0.025
FOSFORO
(mg Kg™)
0.712
0.779
0.806
0.766

0.048

CONTROL
(S+B+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.

FITORRE-
MEDIACION
ASISTIDA

R1

R2

R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.629
0.607
0.624
0.621
0.012
FOSFORO
(mg Kg™)
0.508
0.596
0.605
0.570

0.054

12-A
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Continda... Tabla A.8. Valores de fosforo de acuerdo al bloque y dia correspondientes.

CONTROL
(S+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORREMEDIA-
CION
CONVENCIONAL
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
BIOESTIMULA-
CION
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.770
0.773
0.776
0.774
0.003
FOSFORO
(mg Kg™)
0.820
0.853
0.873
0.849
0.027

FOSFORO
(mg Kg™)
0.682
0.734
0.723
0.714

0.027

DIA 20

TESTIGO
(S+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
CONTROL
(S+B+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
1.011
1.005
1.022
1.013
0.008
FOSFORO
(mgKg™)
0.942
0.967
0.944
0.951

0.013

CONTROL
(S+B+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORRE-
MEDIACION
ASISTIDA
R1
R2
R3

PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
2.072
1.044
0.779
1.299
0.683
FOSFORO
(mg Kg™)
0.740
0.668
0.696
0.702

0.036
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SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

Continda... Tabla A.8. Valores de fosforo de acuerdo al bloque y dia correspondientes.

CONTROL
(S+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORREMEDIA-
CION
CONVENCIONAL
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

BIOESTIMULA-
CION

R1

R2

R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.605
0.546
0.541
0.564
0.0356
FOSFORO
(mg Kg ™)
0.740
0.544
0.544
0.612

0.113

FOSFORO
(mg Kg™)
0.654
0.704
0.699
0.686

0.0275

DIA 30

TESTIGO
(S+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
CONTROL
(S+B+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.732
0.588
0.751
0.691
0.089
FOSFORO
(mg Kg™)
0.781
0.762
0.765

0.770

0.0102

CONTROL
(S+B+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORRE-
MEDIACION
ASISTIDA
R1
R2
R3

PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.417
0.516
0.516
0.485
0.057
FOSFORO
(mg Kg™)
0.618
0.652
0.649
0.640

0.019
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SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

Continda... Tabla A.8. Valores de fosforo de acuerdo al bloque y dia correspondientes.

CONTROL
(S+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORREMEDIA-
CION
CONVENCIONAL
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
BIOESTIMULA-
CION
R1
R2
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.665
0.674
0.671
0.670
0.004
FOSFORO
(mg Kg™)
0.671
0.665
0.663
0.667
0.004
FOSFORO
(mg Kg™)
0.997
1.069
1.033

0.036

DIA 40

TESTIGO
(S+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
CONTROL
(S+B+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg ™)
0.889
0.889
0.909
0.896
0.012
FOSFORO
(mg Kg™)
1.005
0.903
0.834
0.915

0.086

CONTROL
(S+B+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORRE-
MEDIACION
ASISTIDA
R1
R2
R3

PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.593
0.596
0.593
0.595
0.002
FOSFORO
(mg Kg™)
0.795
0.792
0.748
0.779

0.026
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SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

Continda... Tabla A.8. Valores de fosforo de acuerdo al bloque y dia correspondientes.

CONTROL
(S+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORREMEDIA-
CION
CONVENCIONAL
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
BIOESTIMULA-
CION
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.839
0.834
0.812
0.829
0.014
FOSFORO
(mg Kg™)
0.931
0.920
0.958
0.937
0.019
FOSFORO
(mg Kg™)
1.265
1.279
1.287
1.278

0.011

DIA 60

TESTIGO
(S+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
CONTROL
(S+B+P)
R1
R2
R3
PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg ™)
1.088
1.099
1.080
1.090
0.009
FOSFORO
(mg Kg™)
1.077
1.041
1.044
1.055

0.019

CONTROL
(S+B+D)
R1
R2
R3
PROMEDIO
D.S.
FITORRE-
MEDIACION
ASISTIDA
R1
R2
R3

PROMEDIO

D.S.

FOSFORO
(mg Kg™)
0.892
0.776
0.779
0.816
0.066
FOSFORO
(mg Kg™)
0.909
0.925
0.920
0.918

0.008
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SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

Anexo B. Andlisis estadistico
CONCENTRACIONES DE HIDROCARBUROS FRACCION MEDIA (HFM)

ANOVA CONCENTRACION DE HFM AL DIA 10

Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 4984737.500 3 | 1661579.167 3.310 .139
Within Groups 2007650.000 4 501912.500
Total 6992387.500 7
PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN CONCENTRACION DE HFM AL DIA 10
TECNOLOGIA N Subset for alpha = .05
1 2 1
BIOESTIMULACION 15190.0000
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 15940.0000 | 15940.0000
ATENUACION
NATURAL 16110.0000 | 16110.0000
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 17385.0000
Sig. .270 116
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.
ANOVA CONCENTRACION DE HFM AL DIA 20
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups | 63844100.000 3 21281366.667 | 71.733 .001
Within Groups 1186700.000 4 296675.000
Total 65030800.000 7
PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN CONCENTRACION DE HFM AL DIA 20
TECNOLOGIA N Subset for alpha = .05
1 2 3 1
BIOESTIMULACION 2 8050.0000
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 2 12850.0000
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 2 13905.0000
ATENUACION
NATURAL 2 15675.0000
Sig. 1.000 125 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.
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SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

ANOVA CONCENTRACION DE HFM AL DIA 30

Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 50612537.500 3 | 16870845.833 19.831 .007
Within Groups 3402850.000 4 850712.500
Total 54015387.500 7
PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN CONCENTRACION DE HFM AL DIA 30
TECNOLOGIA N Subset for alpha = .05
1 2 3 1
BIOESTIMULACION 2 | 6860.0000
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 2 10230.0000
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 2 11885.0000 | 11885.0000
ATENUACION
NATURAL 2 13690.0000
Sig. 1.000 147 122
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.
ANOVA CONCENTRACION DE HFM AL DIA 40
Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 31436450.000 3 10478816.667 8.615 .032
Within Groups 4865300.000 4 1216325.000
Total 36301750.000 7
PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN CONCENTRACION DE HFM AL DIA 40
TECNOLOGIA N Subset for alpha = .05
1 2 3
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 2 | 5870.0000
BIOESTIMULACION 2 | 6495.0000 | 6495.0000
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 2 9530.0000 9530.0000
ATENUACION
NATURAL 2 10575.0000
Sig. 601 .051 .397

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.
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SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

ANOVA CONCENTRACION DE HFM AL DIA 60

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 48989700.000 3 16329900.000 | 23.970 .005
Within Groups 2725100.000 4 681275.000
Total 51714800.000 7

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN CONCENTRACION DE HFM AL DIA 60

TECNOLOGIA N Subset for alpha = .05

1 2 1
BIOESTIMULACION 2 | 4615.0000
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 2 5260.0000
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 2 6255.0000
ATENUACION
NATURAL 2 10930.0000
Sig. 123 1.000

PORCENTAJES DE SOBREVIVENCIA

ANOVA RELACIONADA CON LOS PORCENTAJES DE SOBREVIVENCIA

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 1234.483 5 246.897 1.778 .156
Within Groups 3333.340 24 138.889
Total 4567.823 29

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN PARA PORCENTAJES DE SOBREVIVENCIA

Subset for

TECNOLOGIA N alpha = .05
1 1

FITORREMEDIACION
ASISTIDA 5 74.7200
SBPF 5 77.9200
BIOESTIMULACION 5 82.0600
SBP 5 89.4600
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 5 90.5200
SP 5 90.9400
Sig. .065

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

3-B



SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

LONGITUDES RADICALES

ANOVA LONGITUDES RADICALES AL DIA 10

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.534 5 507 2.027 147
Within Groups 3.001 12 .250
Total 5.535 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DiA 10

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
SBPF 3 1.18300
SP 3 1.46433 1.46433
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 1.60600 1.60600
SBP 3 1.96900 1.96900
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 2.06967 2.06967
BIOESTIMULACION 3 2.27100
Sig. .071 .096

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA LONGITUDES RADICALES AL DIA 20

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.576 5 515 2.029 .146
Within Groups 3.046 12 .254
Total 5.622 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DIA 20

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
SBPF 3 1.26867
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 1.69533 1.69533
SP 3 1.72633 1.72633
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 2.08433 2.08433
BIOESTIMULACION 3 230333
SBP 3 2.33733
Sig. .090 179

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.



SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

ANOVA LONGITUDES RADICALES AL DIA 30

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 3.386 5 677 2.905 .060
Within Groups 2.797 12 .233
Total 6.183 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DIiA 30

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
SBPF 3 | 2.00467
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 2.16067
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 | 240200 | 2.40200
SP 3 | 258867 | 2.58867
BIOESTIMULACION 3 311333
SBP 3 3.13367
Sig. 194 110

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA LONGITUDES RADICALES AL DIA 40

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 3.755 5 751 4.251 .019
Within Groups 2.120 12 177
Total 5.874 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DiA 40

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
SBPF 3 1.53500
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 1.87567
SP 3 2.20200 2.20200
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 2.25233 2.25233
SBP 3 2.74300
BIOESTIMULACION 3 2.84600
Sig. .076 .107

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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ANOVA LONGITUDES RADICALES AL DIA 60

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.568 5 .514 1.668 217
Within Groups 3.694 12 .308
Total 6.262 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DIA 60

Subset for
alpha =
N .05

TECNOLOGIA 1 1
SBPF 3 | 2.32500
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 2.36567
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 2.56333
SP 3 | 263933
SBP 3 | 3.22867
BIOESTIMULACION 3 325400
Sig. 089

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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LONGITUDES AEREAS

ANOVA LONGITUDES AEREAS AL DIA 10

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 41.792 5 8.358 2.213 .120
Within Groups 45.314 12 3.776
Total 87.107 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DiA 10

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
SBPF 3 3.54700
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 3.76000 3.76000
SBP 3 4.20467 4.20467
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 4.48767 4.48767
BIOESTIMULACION 3 6.73767 6.73767
SP 3 7.52567
Sig. .091 .051

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA LONGITUDES AEREAS AL DIA 20

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 40.177 5 8.035 6.699 .003
Within Groups 14.394 12 1.200
Total 54571 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DIA 20

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
SBPF 3 4.28967
SBP 3 4.64467
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 5.40400
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 6.36000 6.36000
BIOESTIMULACION 3 7.62233
SP 3 8.36467
Sig. .052 .053

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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ANOVA LONGITUDES AEREAS AL DIA 30

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 38.496 5 7.699 5.381 .008
Within Groups 17.171 12 1.431
Total 55.666 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DIA 30

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
SBPF 3 |  4.40033
SBP 3 | 525267
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 5.53933
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 6.42167 6.42167
BIOESTIMULACION 3 7 95467
SP 3 8.49233
Sig. 079 066

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA LONGITUDES AEREAS AL DIA 40

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 23.630 5 4.726 3.809 .027
Within Groups 14.890 12 1.241
Total 38.521 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DIiA 40

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 3 1
SBP 3 5.39433
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 | 6.00967 | 6.00967
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 | 658300 | 6.58300 | 6.58300
SBPF 3 6.90933 6.90933 6.90933
BIOESTIMULACION 3 8.12800 8.12800
SP 3 8.69600
Sig. .148 .051 .052

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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ANOVA LONGITUDES AEREAS AL DIA 60

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 19.099 5 3.820 1.937 .161
Within Groups 23.664 12 1.972
Total 42.763 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN DIA 60

Subset for
alpha =
N .05

TECNOLOGIA 1 1
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 6.51733
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 6.58100
SBP 3 | 6.61300
SBPF 3 | 7.35433
BIOESTIMULACION 3 8.75667
SP 3 | 897500
Sig. 077
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PRODUCCION DE AIA

ANOVA PRODUCCION DE AIA AL DIA 10

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 753.578 5 150.716 33.247 .000
Within Groups 54.398 12 4.533
Total 807.976 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 10

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 3 4 1
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 | 13.47633
BIOESTIMULACION 3 16.55900 16.55900
SBPF 3 20.29300 20.29300
SBP 3 20.74433
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 22.29800
SP 3 34.15300
Sig. .102 .053 .294 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA PRODUCCION DE AIA AL DIA 20

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 374.447 5 74.889 2.594 .082
Within Groups 346.437 12 28.870
Total 720.884 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 20

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 | 24.35333
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 | 2553133
BIOESTIMULACION 3 | 27.33600
SBPF 3 | 27.78700
SBP 3 | 32.07233 | 32.07233
SP 3 37.81167
Sig. 134 215

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000
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ANOVA PRODUCCION DE AIA AL DIA 30

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 757.906 5 151.581 1.667 217
Within Groups 1091.342 12 90.945
Total 1849.248 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 30

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 | 24.12767
BIOESTIMULACION 3 | 26.58367 | 26.58367
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 | 32.24833 | 32.24833
SBP 3 | 34.95467 | 34.95467
SBPF 3 | 36.08267 | 36.08267
SP 3 43.90233
Sig. .186 .065

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA PRODUCCION DE AIA AL DIA 40

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 917.067 5 183.413 3.663 .030
Within Groups 600.906 12 50.075
Total 1517.973 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 40

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 3 1
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 | 26.70933
BIOESTIMULACION 3 | 32.72400 | 32.72400
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 | 3452867 | 34.52867 | 34.52867
SBPF 3 41.99733 | 41.99733
SpP 3 44.27833 | 44.27833
SBP 3 47.11033
Sig. 222 .088 .066

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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ANOVA PRODUCCION DE AIA AL DIA 60

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 2944.895 5 588.979 11.997 .000
Within Groups 589.119 12 49.093
Total 3534.015 17

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 60

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 | 36.38367
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 | 36.63367
SBPF 3 | 44.25333
BIOESTIMULACION 3 47.38600
SBP 3 66.25800
SP 3 67.71167
Sig. .099 .804

aUses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

NITROGENO TOTAL KJENDAHL

ANOVA CUANTIFICACION DE NITROGENO TOTAL KJENDAHL

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups .007 6 .001 1.274 .301
Within Groups .024 28 .001
Total .031 34

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN CUANTIFICACION DE NITROGENO TOTAL KJENDAHL

Subset for
alpha =
N .05

TECNOLOGIA 1 1
S+B 5 | .025820
ATENUACION
NATURAL 5 .029640
S+P 5 | .031820
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 5 .034040
S+B+P 5 | .048560
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 5 .049400
BIOESTIMULACION 5 067480
Sig. 059
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CONCENTRACIONES DE FOSFORO

ANOVA CUANTIFICACION DE FOSFORO AL DIA 10

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 432 6 .072 79.724 .000
Within Groups .013 14 .001
Total 444 20

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 10
N Subset for alpha = .05

TECNOLOGIA 1 2 3 4 1

FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 487102

FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 570020

BIOESTIMULACION .570942

ATENUACION
NATURAL
S+P

S+B+P
S+B+D .931039
Sig. 1.000 175 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

.606873

.766261
766261

w W w w w

ANOVA CUANTIFICACION DE FOSFORO AL DIA 20

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups .801 6 134 1.989 .136
Within Groups .940 14 .067
Total 1.741 20

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 20

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 1
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 701769
BIOESTIMULACION 3 713746
ATENUACION
NATURAL 3 773632
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 .849180 .849180
S+B+P 3 .951446 .951446
S+P 3 | 1.013175 | 1.013175
S+B+D 3 1.298784
Sig. .207 .069

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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ANOVA CUANTIFICACION DE FOSFORO AL DIA 30

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups .158 6 .026 6.938 .001
Within Groups .053 14 .004
Total 211 20

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 30

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 3 4 1
S+B+D 3 483416
ATENUACION
NATURAL ' 3 564492 564492
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 .609637 .609637
FITORREMEDIACION
ASISTIDA 3 .640041 .640041
BIOESTIMULACION 3 .686107 .686107
S+P 3 .690713 .690713
S+B+P 3 .769947
Sig. .129 175 .158 .135

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA CUANTIFICACION DE FOSFORO AL DIA 40

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 401 6 .067 45.280 .000
Within Groups .019 13 .001
Total 420 19

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 40

N Subset for alpha = .05

TECNOLOGIA 1 2 3 4 5 1
S+B+D 3 594896

FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 .666759

ATENUACION
NATURAL
FITORREMEDIACION
ASISTIDA

S+P

S+B+P
BIOESTIMULACION 1.033444
Sig. 1.000 911 1.000 .580 1.000

3 .670444

.779160

.896167
.914594

N W w W
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SEGUIMIENTO DEL PROCESO DE FITORREMEDIACION ASISTIDA MEDIANTE DETERMINACION INDIRECTA DE AIA

ANOVA CUANTIFICACION DE FOSFORO AL DIA 60

Sum of

Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups .483 6 .081 99.061 .000
Within Groups .011 14 .001
Total 494 20

PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE DUNCAN AL DIA 60

N Subset for alpha = .05
TECNOLOGIA 1 2 3 4 1
S+B+D 3 .816013
ATENUACION
NATURAL , 3 .828911
FITORREMEDIACION
ASISTIDA & 918279
FITORREMEDIACION
CONVENCIONAL 3 936705
S+B+P 3 1.054634
S+P 3 1.089644
BIOESTIMULACION 3 1.277594
Sig. .588 442 .155 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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