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Resumen

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es exponer un modelo bioldgico a escala
invernadero para biorremediacion de suelos contaminados por atrazina y
empleando una combinacion de fitorremediacion por Phaseolus vulgaris L.
bioaumentacion rizosférica por Trichoderma sp., y Rhizobium sp., nativos. Las
cepas se aislaron de suelos rizosféricos de la planta de frijol cultivada en tres
sitios agricolas en el Valle de Tulancingo, Hidalgo, Meéxico. Ningun
microorganismo mostré crecimiento inhibitorio a concentracién de 10,000 mg L
! del herbicida. Se manejé en invernadero una concentracion inicial de 33.3 mg
de atrazina 50 g™ de suelo con un inéculo inicial de 1x10° UFC mL™ de
Rhizobium sp., 1x10° conidios mL™ de Trichoderma sp. y cuatro tratamientos:
Frijol + Trichoderma sp. (FT), Frijol Rhizobium sp. (FR), Frijol + Rhizobium
sp. + Trichoderma sp. (FRT) y Frijol (F). Los resultados mostraron que se
eliminé 25.51 mg de atrazina 50 g™ de suelo (76.63%) mediante el tratamiento
FT durante 40 dias en invernadero y con diferencias estadisticas (a=0.050,
Tukey) entre los tratamientos respecto del blanco y testigo (control positivo y
negativo). Los resultados indican que el modelo biolégico propuesto y la
metodologia desarrollada funcionan en invernadero y se visualiza que pueden
mejorar los procesos nativos existentes en el medio ambiente, aumentar la
eficiencia de eliminacion de atrazina en suelos agricolas y minimizar o eliminar

la contaminacién a otros ecosistemas.
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Abstract

ABSTRACT

The object of the present work is to show a biological model on a hothouse scale
for the bioremediation of soils contaminated with atrazine, and employing a
combination of phytoremediation by Phaseolus vulgaris L. rhizopheric bio-
augmentation by Trichoderma sp., and Rhizobium sp., native. The stumps are
isolated from rhizopheric soils of the bean plant cultivated in three agricultural
sites in the Valley of Tulancingo, Hidalgo, Mexico. No microorganism showed
inhibitory growth at a concentration of 10,000 mg. L-1 of the herbicide. An
initial concentration of 33.3 mg. of atrazine 50 g-1 of soil was managed in the
hothouse, with a first inoculation of 1 x 10° UFC ML of Rhizobium sp., 1 x 10°
conidiums mL™ of Trichoderma sp. and four treatments: Bean + Trichoderma sp.
(FT), Rhizobium Bean sp. (FR), Bean + Rhizobium sp. + Trichoderma sp. (FRT)
and Bean.(F). The results showed that 25.51 mg. of atrazine 50g™ of soil
(76.63%) was eliminated by the FT treatment in 40 days in the hothouse, and
with statistical differences (a=0.050, Tukey) among the treatments in respect to
the target and the control (positive and negative control). The results indicate that
the proposed biological model and the methodology developed work in a
hothouse, and it seems that the present native processes in the environment
could be improved, increase efficiency in the elimination of atrazine in

agricultural soils, and minimize or eliminate contamination to other ecosystems.
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Capitulo I. Introduccion

I.  INTRODUCCION

El suelo, es un biomaterial complejo y receptivo de los impactos negativos
debido a la contaminacion por compuestos quimicos. Por ejemplo, la
contaminacion de los suelos agricolas por el herbicida atrazina, puede ocasionar
una alteracion a los ciclos biogeoquimicos y a la biodiversidad que en él se
desarrolla. Por ello, es necesario aplicar tecnologias amigables para su

remediacion y/o recuperacion.

Algunas alternativas biotecnologicas de bajo costo son los mecanismos de
fitorremediacion y bioaumentacion rizosférica por géneros nativos. Esta
tecnologia, consiste en una accion combinada entre plantas y poblaciones
microbianas autoctonas, con capacidad fisiolégica, bioguimica y molecular para
absorber, retener, degradar o transformar sustancias contaminantes a otras menos

dafinas.

La atrazina (Atz), es un fitosanitario clasificado por su accion biologica como
herbicida, es una sustancia quimica utilizada para matar o inhibir el crecimiento
de plantas consideradas como malezas o malas hierbas. En el 2006, la atrazina
fue el herbicida de mayor aplicacion a nivel mundial, se aplico 29-34 millones de
kg de ingrediente activo por afio en suelos agricolas (Joo et al., 2010). Ademas,
entre el 85y 100% de los suelos agricolas en paises industrializados son tratados

con herbicidas.
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Capitulo I. Introduccion

En México, la produccion anual de herbicidas en 2010 fue de 31,878 toneladas,
la cual se incrementd a 33,170 ton. en 2011 (INE, 2012). A nivel nacional, se
aplica entre 1-2 kg de ingrediente activo de atrazina por hectarea, ocupando en
1995 el tercer lugar (12.8 %) de los herbicidas aplicados, con una clara tendencia

a incrementar su uso a razon del 10% anual (INE, 2007).

La atrazina es un herbicida sistémico, selectivo y residual, es decir, que su efecto
persiste por cierto tiempo. Se trasporta a las esferas ambientales por procesos de
volatilizacién, lixiviacion, difusion, entre otros. Es considerado un contaminante
puntual, con efectos negativos reproductivos, en carcinogénesis, teratogenicidad
y ecotoxicidad. Evy y Nilanjana (2012) citan también, alteraciones en especies

acuaticas, plantas y mamiferos.

La atrazina, por su estructura organica, puede experimentar procesos de
degradacion natural o inducidos. Se conocen dos mecanismos de la degradacion
de atrazina: (i) hidrolitico y (ii) oxidativo-hidrolitico. Smith et al., 2005; Lin et
al., 2008; Sene et al., 2010; Spaczynski et al., 2012 y Dehghani et al., 2013,
muestran que la degradacion de atrazina puede ser por especies aisladas o
consorcios microbianos, en combinacion con técnicas de biorremediacion como

la fitorremediacion por la planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.).

El factor limitante para la mineralizacion de atrazina, es la ausencia de
microorganismos especificos. Sin embargo, las referencias bibliograficas
sugieren que la biorremediacidn rizosférica por cepas nativas de los géneros
Trichoderma sp., y Rhizobium sp., han sido eficientes para lograr la eliminacion

de atrazina en suelo, méas aun, cuando estos microorganismos y plantas se aislan
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Capitulo I. Introduccion

de sitios contaminados donde crecen, se adaptan, desarrollan tolerancia y
resistencia a estos ambientes de estres. Por esta razon, son capaces de generar
procesos metabdlicos, que transforman la estructura quimica del contaminante,

en compuestos mas simples.

La presente investigacion propone evaluar un modelo biolégico de
biorremediacion de suelos contaminados por atrazina combinando
fitorremediacion y bioaumentacion por microorganismos rizosfericos nativos. La
metodologia plante6 identificar suelos agricolas en el Valle de Tulancingo,
Hidalgo, Meéxico. Posteriormente, se aislo e identifico a los géneros nativos
Trichoderma sp. y Rhizobium sp. resistentes a diferentes concentraciones de

atrazina.

Se generd la biomasa de las cepas fungica y bacteriana como inoculo en la
bioaumentacion y se utilizé planta de frijol en la fitorremediacion. Finalmente, se
validd y evalud el modelo bioldgico a escala laboratorio e invernadero. Con los
resultados obtenidos, se puede aumentar la eficiencia de eliminacién de atrazina
en suelo agricola y asi, minimizar la contaminacién hacia otras esferas

ambientales.

Islas-Pelcastre, M. 2013 Pagina 5



Capitulo I. Introduccion

OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar un modelo bioldgico de biorremediacion de suelos contaminados por
atrazina, mediante fitorremediacion por Phaseolus vulgaris L., y bioaumentacion
por cepas nativas rizosféricas de Rhizobium sp. y Trichoderma sp. , en

invernadero.

2. Objetivos especificos

I. Aislar e identificar, a nivel de género microorganismos nativos
rizosféricos del Phaseolus vulgaris L., en suelo agricola contaminado y sin

contaminar con atrazina.

II.  Cuantificar la resistencia de los microorganismos nativos rizosféricos y la
tolerancia del Phaseolus vulgaris L. a diferentes concentraciones de

atrazina.

1. Validar una metodologia en invernadero de remediacion en suelo
agricola, contaminado por atrazina del valle de Tulancingo, Hidalgo,

México.
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II. ANTECEDENTES

I1.1. Suelo y plaguicidas

[1.1.1. Contaminacién de suelo por actividades agricolas

La explotacion del suelo por las actividades agricolas, es justificada por la
demanda de produccion de alimentos para la poblacion, la cual se estima en 7
billones en el afio 2011 y se proyecta a 9 billones de personas para el 2050 (UN,
2009). La agricultura, demanda que se garantice la productividad en cantidad y
calidad en la produccion de alimentos. En esta busqueda de competitividad y
rentabilidad alimentaria a escala industrial, se tuvo que modificar de cultivos
tradicionales a métodos agricolas intensivos y extensos con el uso de sustancias

quimicas como los plaguicidas.

La agricultura intensiva con aplicacion de plaguicidas tiene estrecha relacion con
el medio ambiente y ha convertido esta actividad en una fuente de contaminacion
y deterioro ambiental a nivel mundial. La pérdida de la biodiversidad de
especies de plantas y animales, se atribuye principalmente a la perdida de habitat
por la invasion humana y expansion de la agricultura. Estudios ambientalistas y
ecologistas serios (FAO, 2004; Alletto et al., 2009; Valavanidis y Vlachogianni,
2010), calculan que cerca de 75000 millas cuadradas de tierra cultivable se
pierde cada afio debido a la desertificacion causada por los métodos agricolas

Intensivos y extensos.
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La agricultura es el mayor usuario de agua dulce a nivel mundial y es un factor
de contaminacion de recursos hidrologicos superficiales y subterraneos. Es una
fuente de contaminacion no delimitada por plaguicidas, estos contaminantes
considerados como xenobidticos dificiles de monitorear por la cantidad,
frecuencia, difusion, condiciones ambientales y de persistencia en los

componentes del suelo (Rieger et al., 2004; Alletto et al., 2009).

Por definicion, el suelo es un sistema complejo, polifuncional, disperso, abierto,
polifacético, estructurado, dinamico en el tiempo y variable en el espacio
(Acevedo, 2000). Es un biomaterial necesario para la vida en el planeta, es el
méas complejo y lo conforman dos componentes: a) la arquitectura abiotica y b)
la diversidad bidtica (Young y Crawford, 2004). Esto implica que cuando

presenta alteraciones, se torna dificil su recuperacion.

Lal (2009), refiere que el uso y abuso del suelo en la agricultura impacta: el
cambio climatico, la calidad del agua, la pobreza rural, la demanda de energia, la
seguridad alimentaria, la degradacion del sistema y la biodiversidad. Por lo
tanto, las investigaciones deben ser dirigidas de forma multidisciplinaria a tratar

de mitigar, detener y recuperar este recurso.

I1.1.2.Los plaguicidas: Contexto global

Los plaguicidas (también Ilamados pesticidas, agroquimicos o fitosanitarios), son
productos quimicos sintéticos que se utilizan en la agricultura para el control de
plagas. Son utilizados con la intension de combatir parasitos y enfermedades de

las plantas, proteger cultivos de agentes dafiinos; no necesariamente parasitos
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(malas hierbas, bacteria, hongos, virus, etc.). Buscan mejorar cualitativa y

cuantitativamente la produccion agricola (Valavanidis y Vlachogianni, 2010).

El mercado mundial de plaguicidas se ha incrementado sustancialmente de 2.7
mil millones de délares en 1970, a 32,7 mil millones en 2001. Los principales
productores son Estados Unidos (U.S.) con el 34%, seguido por China y los
paises de la Unién Europea (Francia, Alemania, Reino Unido). A nivel mundial,
los de mayor aplicacion son: herbicidas (44%), insecticidas (28%) y fungicidas
(19%) (Valavanidis y Vlachogianni, 2010).

Los fitosanitarios, se pueden clasificar de tres formas distintas (Galindez, 2010):
a) Por su actividad bioldgica, es la accidon del control por tipo de organismo,
como: insecticidas, acaricidas, nematicidas, fungicidas, antibidticos,

herbicida, avicidas, atrayentes y repelentes.

b) Por su naturaleza quimica, de acuerdo a la estructura molecular del
compuesto y de los grupos funcionales que la conforman, pueden ser:
organoclorados (insecticidas, herbicidas, fungicidas); organofosforados
(insecticidas); carbamatos (insecticidas, herbicidas); derivados de urea
(herbicidas); compuestos heterociclicos (herbicidas) y compuestos

inorganicos.

¢) Por su toxicidad, se refiere a la dosis letal media (DLsg), que corresponde a la
cantidad del plaguicida capaz de causar la muerte al 50% de los individuos,
que conforman un lote experimental. Se clasifican como: super toxicos

(DLsp=< 5mg kg™), extremadamente toxicos (DLs;= 5-50 mg kg™), muy
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toxicos (DLso= 50-500 mg kg™), moderadamente toxicos (DLs;=500-5000
mg kg?), ligeramente toxicos (DLso=5-15 g kg™), practicamente no toxico
(DLso=> 15 g kg™).

No se cuestiona, la importancia de los plaguicidas al controlar plagas y vectores
de enfermedades, pero su aplicacion indiscriminada, se relaciona a dafios Yy
efectos negativos al ser humano, al medio ambiente e inclusive ya generan un
costo economico que impacta en la economia global (Cooper et al., 2007;
Raymundo et al., 2009). Por ejemplo, en estudios realizados en la Union
Americana mostré que se invirtieron en el 2009, 12 mil millones de dolares por
afio en atencion a los impactos negativos por agroquimicos; 1.1 mil millones
para salud publica; 1.5 mil millones por resistencia de plagas a los pesticidas; 1.1
mil millones en pérdidas de cultivo a causa de plaguicidas; 2.2 mil millones
perdidas de aves, peces y otros animales y 2.0 mil millones por contaminacion

de aguas subterraneas (Pimentel, 2009).

Todos los seres vivos en el planeta estan expuestos a los plaguicidas de manera
directa o indirecta. Algunos plaguicidas son tdxicos potenciales y generan
alteraciones al sistema nervioso central, hepatico y renal. Se absorben facilmente
por inhalacion, ingestion y penetracion dérmica. Los efectos nocivos a la salud,
estan relacionados a la toxicidad del plaguicida, las caracteristicas fisicas-
quimicas y su afinidad por los sistemas bioldgicos especificos. Asi como, la
dosis, ruta de exposicion y a los factores del individuo que aumentan la
susceptibilidad como edad, sexo, estado reproductivo y estado nutricional
(COFEPRIS, 2004; Rondon et al., 2010).
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La Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, por sus siglas en
ingles), a través del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA) vy la Organizacion Mundial de Salud (OMS), registran entre uno y
cinco millones anuales de casos de intoxicaciones agudas por plaguicidas. De los
cuales, se estima que ocurren 200 mil muertes (incluidos nifios) y el 99% de
estos casos ocurren en paises en desarrollo de América Latina (FAO, 2004;
Gonzalez et al., 2010).

Hay plaguicidas que pueden ser mutagenicos, teratogénicos y cancerigenos para
los animales y el hombre (Rusiecki et al., 2004; Raymundo et al., 2009). Otros
estudios, precisan que la exposicion cronica, puede causar trastornos
reproductivos como disminucion del indice de fertilidad, infertilidad en hombres
y alteraciones en el sistemas reproductor femenino (Rusiecki et al., 2004,

Valavanidis y Vlachogianni, 2010).

Informes de la Organizacién para la Agricultura y la Alimentacion, estiman que
de la cantidad de plaguicidas usados en la agricultura sélo el 0.1 % llega a la
plaga o planta, mientras que el restante circula en las cinco esferas del medio
ambiente (FAO, 2004); contaminando posiblemente el suelo, agua y la biota. Por
lo tanto, se hace necesario caracterizar el destino final y la toxicidad no prevista
de los plaguicidas; para evaluar con certeza el riesgo asociado a su uso (EPA,
2002; Torres y Capote., 2004; Alletto et al., 2009).
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I1.1.3.Plaguicidas en México

En el pais, no hay un registro preciso de la cantidad de agroguimicos que se
consumen, pero el Instituto Nacional de Ecologia (INE) report6 en el 2005 que
se aplicaban alrededor de 60 mil toneladas anuales, la mayoria importados de
empresas transnacionales. Estan registrados 490 tipos de plaguicidas, 370 son
aplicados para usos agricolas, 70 de uso urbano y pecuario; el restante se

consume de manera industrial, forestal y doméstico (INE, 2007).

La altima cifra oficial de la Asociacion Mexicana de la Industria Fitosanitaria
AC (AMIFAC), reportan que entre el aflo de 1995 y 1998, se mantuvo un
volumen aproximado de 50, 000 toneladas de plaguicidas formulados y 20, 000

toneladas de los técnicos (ingrediente activo) (cuadro 11.1).

Cuadro 11.1 Principales plaguicidas utilizados en México.

Nombre Formulados Ingrediente Activo
Insecticidas 25,516.70 6,531.44
Herbicidas 15,719.10 6,089.96
Fungicidas 9,124.50 5,342.90
Otros 4,318.70 1,512.99
Total 54,679.00 19,477.29

Fuente: AMIFAC, reportado por INE, 2000

Desafortunadamente, las fuentes de informacion que se consultaron como son: la
Asociacion Mexicana de la Industria Fitosanitaria AC (AMIFAC) y la Union
Mexicana de Fabricantes y Formuladores de Agroquimicos SC (UMFFASC); en
sus paginas oficiales no proporcionan cifras o registros del uso de pesticidas.
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Esto limita a organizaciones gubernamentales como los Comités Estatales de
Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Téxicas (COESPLAFEST); la Comision
Intersecretarial para el Control del Proceso y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y
Sustancias Toéxicas (CICLOPLAFEST) y la Secretaria de Medio Ambiente y

Recursos Naturales (SEMARNAT) a elaborar informes actualizados.

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), publico en la encuesta
mensual de la industria manufacturera que el volumen de produccion de
insecticidas y herbicidas fue de 58,549 toneladas (ton) en el afio 2010 y de
61,883 ton para el 2011 (INEGI, 2012). Las cifras no son comparables con lo
publicado en el afio 2000, sin embargo, se puede estimar que la produccion

nacional de estos dos plaguicidas es mayor que la aplicada hace 12 afos.

A nivel nacional, el uso de plaguicidas se concentra en algunas regiones y
cultivos. Los estados con mayor aplicacion de agroquimicos son Puebla,
Veracruz, Oaxaca Sinaloa, Chiapas, Jalisco, Nayarit, Colima, Sonora, Baja
California, Tamaulipas, Michoacan, Tabasco y Estado de México. En estos, se
consume aproximadamente el 80 % del total de plaguicidas usados en el pais
(INE, 2007; Gonzalez et al., 2010).

Algunos efectos negativos de los plaguicidas en México, son los reportados por
Sanchez y Betanzos (2006), describen que en zonas agricolas del pais (Altos de
Morelos, Mexicali y Hermosillo) detectaron niveles de plaguicidas tdxicos en
trabajadores jornaleros, incluidos nifios y mujeres con alteraciones de salud.
Ademas, residuos en niveles no permitidos en sangre, vegetales, animales, agua

y leche materna en la poblacion expuesta.
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[1.1.4. Factores de evaluacion en el comportamiento y destino de

plaguicidas en suelo

El transporte y destino de los plaguicidas a través del perfil del suelo y los

estratos subterraneos, esta relacionado con la percolacion del agua, las

condiciones climaticas y topogréaficas del terreno donde son aplicados. También,

depende del tipo de aplicacién del plaguicida; de las propiedades fisico-

quimicas, mineraldgicas e hidrofisicas del suelo y de las caracteristicas propias
del plaguicida (Prata, et al., 2003; Juhler et al., 2010).

McGrath et al. (2010) y Echave (2012), refieren que los procesos que afectan el

desarrollo de los agroquimicos en el suelo se pueden agrupar en:

i)

i)

Procesos de acumulacion o adsorcion, que dependen de la fraccion
coloidal del suelo (capacidad de intercambio idnico, cambio de
ligando, entre otros).

Procesos de degradacion fisicoquimicos, que engloba la hidrolisis,
deshalogenacién,  desalquilacion,  hidroxilacion,  condensacion,
oxidacion, reduccion y fotodescomposicion.

Procesos de degradacion microbioldgicos, llevados a cabo por
reacciones: oxidativas, reductivas, de hidrolisis y de ruptura de anillos
aromaticos.

Mecanismos de transporte como la difusiébn molecular, lixiviacion,

evaporacion.
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Otro aspecto importante en los plaguicidas es la persistencia en suelo, es decir, el

tiempo que permanece el agroquimico en el suelo con actividad bioldgica (T1,).

La persistencia, depende de la toxicidad, la biodisponibilidad, la velocidad de

descomposicion y de las caracteristicas propias de cada suelo. Los factores que

determinan el comportamiento de los plaguicidas en el suelo, son las

propiedades y caracteristicas del plaguicida en los siguientes aspectos (Celis et
al., 2006; Diaz, 2007; Juhler et al., 2010):

1)

1)

1)

V)

V)

Estructura Quimica: Si la estructura quimica es muy estable, es mayor
la persistencia (por ejemplo los organoclorados);

Volatilidad: La volatilidad, representa la tendencia del plaguicida a
pasar a la fase gaseosa, depende de la presion de vapor y su solubilidad
en agua;

El coeficiente de reparto octanol/agua (Koa): Mide la hidrofobicidad (o
lipoafinidad) del compuesto y proporciona una estimacion de la posible
distribucién del contaminante en el suelo y agua;

Solubilidad: La solubilidad, por ser la fase liquida del suelo en una fase
acuosa y esto condiciona la dinamica del plaguicida en la fase, ademas
los plaguicidas con mayor caracter contaminante son poco solubles en
agua y se relaciona con la adsorcion y persistencia;

Otras: La dosis (altas, bajas), la presentacion (sélido, emulsion, liquido

etc.), el pKa (comportamiento &cido) y pKb (comportamiento basico).

Islas-Pelcastre, M. 2013 Pagina 16



Capitulo II: Antecedentes

11.1.5. Propiedades del suelo relacionadas a la degradacion de

plaguicidas

Las propiedades del suelo se relacionan con el comportamiento de los
plaguicidas y viceversa, a tal grado que se ha modificado y alterado de forma
alarmante las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Esta alteracion, es
conocida como degradacién del suelo, la cual se define como un proceso que
rebaja la capacidad actual y potencial del suelo para producir, cuantitativamente,
bienes y servicios (FAO-UNESCO, 1980).

Existen diferentes formas y tipos de degradacion, pero esta investigacion se
enfoca solo a la degradacion del suelo por contaminacion por fitosanitarios. Es
una forma de degradacidén quimica que provoca la pérdida parcial o total de la
productividad del suelo, ocasionan la perdida de nutrientes, modifican las
propiedades fisicoquimicas, deterioro de la estructura, perdida en la retencién de

agua, incremento de toxicidad, entre otros.

A continuacién, se describe de forma breve las propiedades fisicas y quimicas
del suelo, que deben ser consideradas para evaluar la contaminacion del suelo y

conocer el estado de fertilidad que guarda con fines de su recuperacion.

I1.1.5.1.Propiedades fisicas

Las fases del suelo
De acuerdo a Ortiz y Ortiz (1988), al suelo se le considera como una mezcla de

material mineral (45%), materia organica (5%), agua (25%) y aire (25%). Las

Islas-Pelcastre, M. 2013 Pagina 17



Capitulo II: Antecedentes

proporciones de estos componentes varian de tiempo en tiempo y de lugar a

lugar. Esté constituido por tres fases: fase sélida, fase liquida y fase gaseosa.

La fase sélida es la mas estable, la de mayor representacion heterogénea,
formada por constituyentes inorganicos y organicos. La mas representativa de la
fase sélida es la materia organica e influye en la génesis y fertilidad del suelo.
Confiere el color oscuro, proporciona buena estructura, mejora la capacidad de
retencion de agua, la temperatura es mayor porque el color oscuro absorbe mayor
radiacion solar, protege al suelo de la erosion y contaminacion debido a la

actividad microbiologica (Diaz, 2007).

La fase liquida del suelo, esta constituida por agua y las soluciones del suelo. El
agua procede de la atmosfera, por infiltraciones laterales, capas freaticas, entre
otras. Las acciones del agua en el suelo son la meteorizacion fisica, quimica y
translocacion de sustancias. La fase liquida circula a través del espacio poroso,
queda retenida en los huecos del suelo y compite con la fase gaseosa. El agua en
el suelo tiene varios tipos de energias (potencial, gravitacional, cinética,
calorifica, quimica y eléctrica) y su medida se expresa en unidades de potencial
(Prado et al., 2007; Raymundo et al., 2009).

Para medir la humedad del suelo, se efectta por el método de pérdida de peso de
muestras humedas tras la eliminacion del agua por secado en estufa a 105°C.
Hay distintas formas de medir el potencial hidrico de succion: método de campo
(tensiometro) y el de laboratorio (placa de presién). El contenido de agua en el

suelo, se puede determinar desde dos puntos de vista:
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1) De forma fisica: como higroscépica, capilar no absorbible, capilar
absorbible, gravitacional, de flujo lento y de flujo rapido.
I1)  AgronOmico: reportada como capacidad maxima, capacidad de

retencion, capacidad de campo, punto de marchitamiento y agua Util.

La fase gaseosa del suelo es poco estudiada, pero la atmésfera en el horizonte
superficial del suelo es sumamente importante para la respiracion de los
microorganismos. Quienes son responsables en gran medida de los procesos de
adsorcion y degradacion de los contaminantes. La composicion de la atmosfera
del suelo, se vera afectada principalmente por el contenido de agua y de materia
organica. El agua desplaza el aire y la materia organica favorece la actividad
bioldgica, provocando un consumo de oxigeno y por consiguiente condiciones
anaerobias (Ortiz y Ortiz, 1988; Rinnan et al., 2007).

La composicion media del aire del suelo, varia con la profundidad del suelo y los
cambios estacionales, las variaciones locales principalmente son en los
contenidos de O, y CO,, por las reacciones que realizan los organismos del
suelo: respiracion de las plantas, actividad de los microorganismos, los procesos
de mineralizacion (transformacion de compuestos organicos hasta productos

inorganicos sencillos como NHj, CO,, etc.) y de oxidacion (Diaz, 2007).

Textura

El término textura, se usa para representar la composicion granulométrica
cuantitativa del suelo, que se definen de una manera grafica en un diagrama
triangular (Anexo 1), que representa los valores de las tres fracciones principales

(arcilla, limo y arena).
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Para determinar la textura del suelo Rodriguez y Rodriguez (2002), comentan
que es necesario clasificar la proporcion de particulas de arcillas (menor 0.002
mm), arenas (0.002-0.05mm) y limo (mayor 0.05-2.00). En el suelo la fraccion
fina, es la porcidn mas activa en procesos de adsorcion e intercambio idnico. Los
suelos con mayor proporcién de arcilla, generan cargas eléctricas negativas en su
mayoria, esto apoya a la retencion de nutrientes y de contaminantes como los

fitosanitarios. La fraccion gruesa en la textura, es importante en aspectos fisicos.

Estructura

Se refiere, a la forma de agregacion que tienen los elementos minerales y
organicos del suelo. Los agregados constan de: Esqueleto (arenas y limos
gruesos) y coloide edafico (arcillas y limos finos). Los factores que afectan la
estructura, pueden ser residuos solidos organicos que favorecen la agregacion.
Los inorganicos que provocan compresion y ocupacion del espacio poroso;
ambos tipos de residuos pueden contener elementos contaminantes que degradan
la calidad del suelo (Acevedo, 2000).

Porosidad

Indica la cantidad de espacio en el suelo que puede ser ocupada por aire 0 agua.
Suelos de textura fina (microporosidad), suelos de textura gruesa
(macroporosidad) y suelos agregados (porosidad intermedia). El vertido de aguas
residuales a un suelo, puede afectar su porosidad, por el efecto que tienen los
cationes y la materia organica presentes sobre la estructura del suelo (Etchevers,
1992; Rodriguez y Rodriguez, 2002).
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Intercambio de calor

El microclima del suelo, es afectado principalmente por el grado de humedad y
las variaciones de la temperatura ambiente, por lo que el intercambio de calor es
un proceso constante. A su vez, el intercambio de calor, depende de las
variaciones de temperatura, de la conductividad térmica y de la capacidad de
retencion de calor del suelo. A medida que un suelo recibe agua, va aumentando
la difusividad térmica, hasta un punto en que comienza a descender conforme se

acerca al grado de saturacion (Rinnan et al., 2007).

11.1.5.2. Propiedades quimicas

Capacidad de intercambio idnico

Es la capacidad que tiene un suelo para almacenar iones (nutrimentos y
contaminantes) y retener humedad. Son cargas eléctricas (principalmente
negativas) no compensadas, por lo que pueden atraer cationes e intercambiarlos
en la solucion del suelo (Aguilera y Martinez, 1990; Cepeda, 2000). Las cargas

pueden ser permanentes y variables.

Los iones en los suelos, son retenidos por fenomenos de adsorcion reversible,
por lo que los iones pueden intercambiarse por otros, formando complejo
coloidal o complejo adsorbente. La capacidad para retener cationes, se denomina
capacidad de intercambio cationico (CIC). La capacidad para retener aniones se
denomina: capacidad de intercambio aniénico (CIA). Generalmente la CIC es
mucho mayor que la CIA en los suelos (Rodriguez y Rodriguez ,2002). En
México la Norma Oficial Mexicana 021, establece los valores de capacidad de

intercambio cationico en suelo, como referencia nacional (cuadro 11.2).
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Cuadro 11.2 Valores de capacidad de intercambio cationico en

suelo.

Clase CIC (Cmol*kg ™)
Muy alta >40

Alta 25-40

Media 15-25

Baja 5-15

Muy baja <5

Fuente: NOM-021-RENACT-2000

Materia organica

El contenido de materia organica en el suelo, es un indicador de la actividad
bioldgica de los microorganismos. Estos, representan un papel esencial en el
reciclaje, circulacion, transformacion de nutrientes y contaminantes organicos
(Ben-Hur et al., 2003). Son los responsables de transformar biolégicamente los
residuos organicos en el suelo en elementos minerales solubles, gaseosos (NH,",

CO,, NHy, entre otros) o en complejos coloidales como el humus.

Las sustancias humicas, mejoran las propiedades quimicas y fisicoquimicas del
suelo, modifican el pH e influyen el estado de dispersion/floculacion. La
cantidad y distribucion de la materia es variable, pero oscila entre 0.5 -10%
(cuadro 11.3). Se concentra en el horizonte superficial del suelo y disminuye
gradualmente con la profundidad.
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Cuadro 11.3. Valores de materia organica en suelo.

Clase Materia organica Materia organica (%)
(%) Suelos no volcanicos

Suelos volcanicos

Muy bajo <4.0 <0.5
Bajo 4.1-6.0 0.6-1.5
Medio 6.1-10.9 1.6-3.5
Alto 11.0-16.0 3.6-6.0
Muy alto >16.1 >6.0

Fuente: NOM-021-RENACT-2000

pH

El pH en el suelo, es una propiedad quimica que determina el comportamiento y
evolucion de nutrientes y contaminantes en los diversos perfiles del suelo, en la
vegetacion y microbiota (Raina et al., 2009). Normalmente, el pH del suelo
varia entre 5 y 8.5 (cuadro 11.4). El intervalo en que los nutrimentos son mas
disponibles es de 5.5 a 7.5, pero también a estos intervalos estan disponibles los

metales toxicos.

El pH del suelo mide la concentracion de iones H+ en la solucion del suelo, esta
determinando por la composicion de la solucion y de sus componentes mas
abundantes; como cationes basicos: Ca %*, Mg **, K * y Na* y cationes écidos:
H*, AI*®, Fe** NH," (Ortiz y Ortiz, 1988).
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Cuadro 11.4. Valores de pH para suelo.

Clasificacion pH
Fuertemente acido <5
Moderadamente acido 51-6.5
Neutro 6.6 -7.3
Medianamente alcalino 7.4-8.5
Fuertemente alcalino >8.5

Fuente: NOM-021-RENACT-2000

I11.2. Atrazina en las esferas del ambiente

I1.2.1. Antecedentes generales del herbicida atrazina

La atrazina (Atz), es un fitosanitario clasificado por su accién biolégica como
un herbicida, es una sustancia quimica utilizada para matar o inhibir, el
crecimiento de plantas, consideradas como malezas o malas hierbas. Por su
estructura quimica (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1, 3, 5-triazina), se
clasifica, en el grupo de las triazinas que son compuestos nitrogenados
heterociclicos (Figura 11.1). Por tipo de herbicida, es sistémico, selectivo y

residual, es decir que su efecto persiste por cierto tiempo (Mendoza, 2011).
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cl
N}\
NH)\N/ NH/\

Figura I1.1. Estructura quimica del herbicida atrazina.

N

Se utiliza, para el control pre y post-emergencia de hoja ancha, perennes y pastos
de aplicacion anual. Se absorbe, principalmente a través de las raices, pero
también, puede entrar a través del follaje y acumularse en los meristemos

apicales y hojas (Cooper et al., 2007).

En el 2006, la atrazina fue el herbicida de mayor aplicacion a nivel mundial con
29-34 millones de kg de ingrediente activo por afio en suelos agricolas (Joo et
al., 2010). Entre el 85 y 100% de los cultivos (en paises industrializados), son
tratados con herbicidas. Se aplica en la produccion de maiz, sorgo, cafia de
azUcar, pifia, barbecho, praderas, nueces de macadamia, coniferas, huertos,

vifiedos, silvicultura, flores y pastizales (Rondon et al., 2010).

La Atz fue introducida, a final de los afios 50’s por la empresa trasnacional Ciba
Geigy, conocido actualmente como Syngenta- Novartis. Aungue su uso, se ha
prohibido 6 restringido en paises de la unién europea, en América continla
siendo el herbicida, méas utilizado por su bajo costo y su amplio espectro de

accion.
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En México, la produccion anual de herbicidas en 2010 fue de 31,878 toneladas,
la cual se increment6 a 33,170 ton., en 2011 (INE, 2012). Se aplica entre 1-2 kg
de ingrediente activo por hectarea de este plaguicida, ocupando en 1995, el tercer
lugar a nivel nacional (12.8 %) de los herbicidas, con clara tendencia a
incrementar su uso a razon del 10% anual (INE, 2007). Como se explicé antes,
en el pais no existe un registro oficial actualizado de la cantidad de atrazina
empleada, pero en la zona centro del pais se trataron 376, 561 hectareas de

cultivos de maiz y sorgo con este herbicida (Bayer, 2009).

El nombre comercial es atrazina, pero tiene otros titulos en el mercado
incluyendo formulaciones, los mas usados son: A361, Aatrex, Aatrex 4L,
Aatrex 80W, Aatrex Nine-O, Aktikon, Aetrax PK, Aktinit A, Aktinit PK
Argezina, Atazinax, Atranex, Atrasina, Atrazina 50, Atralol A, Atred, Atrex,
Candex, Cekuzina-T, Crisatrina, Crisazina, Cyazina, Farmco Atrazina, Fenamin,
Fenamina, Fenatrol, G30027, Geigy 30027, Gesaprim, Gesoprim, Griffex,
Hungazin, Hungazin PK, Inakor, Oleogesaprim, Primatol, Prmatol A, Primaze,
Radazina, Estrazina, Triazina A 1294, Trac 50FL, Vectal SC, Weedex A,
Wonuk, Zeazin, Zeazina (CPEHS, 1993).

De acuerdo a las especificaciones de la Organizacion para la Agricultura y la
Alimentacion, la atrazina comercial debe ser por lo menos 92% pura, pero la
mayoria tiene alrededor del 95% de pureza (FAO, 2004). Las presentaciones
pueden ser polvos humectables, granulos, suspensiones, entre otros (Cuadro
11.5).
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Cuadro I1.5. Diferentes formulaciones y presentaciones de atrazina.

Nombre comercial

% Formulacion

Presentacion

Uso Agricola
Aatrex 4L 43.0 Suspension acuosa
Aatraex 90 90.0 Granulos dispersables
Atrazina técnica 96.0 Polvo técnico
Atranex 50 WP 50.0 Polvo humectable
Atrazine 4L 43.0 Solucién concentrada acuosa
Atrazina técnica 95.0 Sélido técnico
Uso Industrial
Atrazina técnica 97.0 Polvo técnico
Atrazina técnica 95.0 Sélido técnico

Fuente: Monsanto, 2002.

Las formulaciones en polvo humectable, contienen de 450 a 800 g de ingrediente

activo (i.a.) atrazina/kg (menor si se mezcla con otros plaguicidas) y las

formulaciones liquidas, incluyendo los concentrados para suspension es de 40 a

650 g/L.

11.2.2. Atrazina: Propiedades fisicas y quimicas

La atrazina en estado sélido, es un polvo cristalino incoloro e inodoro. Cuando

estd liquida es blanca y viscosa. Se considera no explosiva bajo ciertas

condiciones de almacenamiento y en algunas fichas de identificacion reportan

que no presenta propiedades oxidativas. Cuando se trata de un producto
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formulado hay variaciones ligeras en sus propiedades, por ejemplo en

suspensiones acuosas son liquidas, blancas, inodoras y viscosas.

En las propiedades quimicas se reporta, un pH entre 6-8 en formulacion liquida.
La solubilidad en agua, es contradictoria, debido a que es un compuesto
ligeramente liposoluble, algunas fichas de identificacion la reportan como
insoluble; en otras los valores varian por presentacion y tipo de formulacién. En
el cuadro 1.6, se reportan las principales, propiedades fisicas y quimicas de la

atrazina.
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Cuadro 11.6. Propiedades fisicas y quimicas de la atrazina.

Nombre Parametro
Formula CsH14CINs

Peso molecular 215.7 g mol™
Punto de ebullicion 205.0 °C (101 kPa)
Punto de fusion 175.8 °C

Densidad

Presién de vapor

Coeficiente de particion octanol- agua (Log
Kow)

Coeficiente de adsorcion en sedimentos o
suelo (Log Koc)

Solubilidad en agua

Solubilidad en solventes organicos

pK
Constante de la Ley de Henry (H)

1.23gmL™ (a 22 °C)

2.89x10 mm Hg a 25°C.
254-2.7 (225 °C)

2.08-2.1a25°C

33mg L™ (apH 7,22 °C)

Etil acetato: 24 g L™ (a 25 °C)
Acetona: 31 g L™ (a 25 °C)
Diclorometano: 28 g L™ (a 25 °C)
Etanol: 15g L™(a 25°C)

Tolueno: 4.0 g L™ (a 25 °C)
n-Hexano: 0.11 g L™ (a 25 °C)
n-Octanol: 8.7 g L™ (a 25 °C)

pKb=12.3 y pKa=1.7

-9 3
2.96x10 atm m mol™ a 25°C.

Fuente: Informacidn integrada de las fichas de seguridad de: Proficol S.A. (2008); Monsanto Argentina (2002);

Centro Panamericano de Ecologia Humana y Salud (1993); USEPA; Synegenta S.A.
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Las constantes fisicoquimicas de la atrazina (presidén de vapor; coeficiente de
particion; pK y la constante de la ley de Henry), indican que es susceptible a ser
absorbida, por las plantas, el suelo, los animales y llegar a hasta el hombre de
forma directa o indirecta. La persistencia y la movilidad de la atrazina plantean
el posible escenario de su destino en el ambiente. Ademas, explica por qué puede
contaminar aguas freaticas y superficiales. Esto dependera de las condiciones
climaticas, la hidrologia del sistema y tipo de cultivo (Rodriguez y Cory, 2005;
EPA, 2006).

I11.2.3. Destino de atrazina en suelo

En suelo la atrazina, se reparte en sus tres fases (sélida, liquida y gaseosa); la
cantidad en cada fase depende de su coeficiente de adsorcion y de reparto. En la
fase gaseosa la cantidad tambien depende de la constante de Henry. En suelos sin
cubierta vegetal, hay poca capacidad de retencion de la atrazina, en este tipo de
suelos el herbicida se dispersa en forma de vapores toxicos a la atmdsfera
(Echave, 2012).

Smith et al. (2005), refieren que la atrazina presente en la superficie del suelo,
puede ser disipada por volatilizacion, es acumulada en la atmdsfera, se dispersa
globalmente por difusion del aire y se encuentra en forma de vapor. Después por
precipitacion pluvial, es reintegrada a las otras esferas del medio ambiente
(hidrosfera, geosfera, biosfera y antroposfera). En la biosfera la cantidad de

atrazina es mas disponible para la planta en la solucion del suelo (Figura 11.2).
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Figura 11.2. Dinamica de atrazina en el ambiente.

Fuente: Mendoza, 2011. Adecuado por Islas-Pelcastre, 2013.

La acumulacion de atrazina en suelo, no presenta una correlacién significativa
con la profundidad del suelo, contenido de arcilla y contenido de carbono
organico. El coeficiente de distribucion en suelos con textura fina es de 1.5 a 5.5.
Por otro lado, en suelos con textura gruesa, su coeficiente de distribucion es de
0.40 a 0.87 (Raymundo, 2008).

El comportamiento de la atrazina en el suelo, estd sujeto a los procesos de:

lixiviacion; adsorcidn; conveccion-dispersion  (transporte  convectivo 'y
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movimiento pasivo); el movimiento de iones disueltos y de la degradacion del
herbicida (Raymundo et al., 2009).

11.2.4. Atrazina: Persistencia, movilidad y adsorcion

No hay datos precisos, sobre la persistencia de la atrazina en el medio ambiente,
estd depende de la esfera ambiental en la que se encuentre. La Agencia de
Proteccion al Ambiente (EPA, por sus siglas en ingles), reportd que puede tener
una vida media de 125 dias en suelos arenosos. Por otro lado, Cejudo et al.
(2009), reportan que la atrazina en suelo persiste de 56 a 245 dias, pero que solo
se mineraliza entre el 11 y el 60% del total aplicado. En estudios realizados por
el servicio Geologico de U.S. (Estados Unidos, por sus siglas en ingles), reporta
la persistencia del herbicida en lagos profundos a por lo menos 10 afos
(Fromang, 2010; Joo et al., 2010).

La movilidad y degradacion de la atrazina, depende de la adsorcion de los
constituyentes del suelo como son: materia organica, textura (minerales de
arcilla), pH, contenido de carbono en la solucion del suelo y de la cantidad
aplicada (Khna y Anjaneyulu, 2005). En suelos aluviales o sedimentos francos y
franco arcillosos, reportan una adsorcion entre el 50 -80% del aplicado (Kumar y
Kumar, 2012).

La atrazina puede presentar una adsorcion preferentemente reversible (Kovaios
et al., 2006). Boivin et al. (2005), y Mordaunt et al. (2005), reportaron que
aproximadamente un 90% del producto puede llegar a ser desorbido y entre el

10 y 25% del producto, forma residuos no extractables. Al mismo tiempo, la
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desorcion es igual de significativa. Esta determina la cantidad de atrazina que

puede llegar a lixiviar y por consiguiente contaminar.

La cantidad de atrazina que queda adsorbida fuertemente al suelo, es la mas
persistente, debido a que esta protegida de los mecanismos de evaporacion y
degradacion quimica y biologica. Sin embargo, hay menor riesgo de movilidad
por lixiviacion y por lo tanto, la contaminacion de acuiferos profundos puede ser

menor (Kumar y Kumar, 2012).

11.2.5. Impacto ambiental de la atrazina

Hasta ahora, se ha mostrado que la atrazina es de los herbicidas més utilizados a
nivel mundial y como es su dinamica en el ambiente. Es un hecho que es un
contaminante puntual y constante en las esferas ambientales. Se espera que al
aplicarse de forma efectiva su regulacién, se disminuya su aplicacion. Pero, los
efectos de su persistencia a largo plazo aun pueden seguir causando impactos

ambientales negativos (Filipov et al., 2007).

Toxicidad de la atrazina en los organismos

En aspectos ecotoxicoldgicos, la atrazina es de ligera a moderadamente toxica
para anfibios, peces y otros organismos acudticos. Es ligeramente toxica para
lombrices de tierra. Practicamente no es tdxica en aves y abejas. Por el contrario,
para el ganado expuesto por ingestion de alimento contaminado por atrazina, se
registra una toxicidad relativamente alta y por aplicacién incontrolada, puede

causar problemas importantes de fitotoxicidad (Evy y Nilanjana, 2012).
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En agua a bajas concentraciones, inhibe el crecimiento de varias especies del
fitoplancton. Sin embargo, en la biomasa de las algas se puede mantener por la
colonizacidén de especies resistentes al herbicida. La acumulacion en peces,

afecta el higado, cerebro y tracto digestivo (Filipov et al., 2007).

Aunque la mayoria de los informes la consideran ligeramente toxica, puede
actuar como disyuntor enddcrino (DE), afectando la funcién reproductiva de los
vertebrados (Casas et al., 2008). El cuadro 1.7, resume algunos valores de DLx,

y de concentracion letal (CL), con vias de exposicion.
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Tipos de toxicidad Efectos Rutas de entrada y valores promedio Referencia
Toxicidad aguda
Baja toxicidad aguda, leve irritante  Ingestion : Ghosh y Philip,
en contacto con la piel. . 2006;
DLsy, oral, conejo y
W l., 201
rata: >2000 mg/kg uetal, 2010
DLy, oral, RAPAL, 2012
Proficol S.A.
humano 1000mg/kg (2008); Monsanto
Argentina (2002);
Centro

Piel:
DLsyo, rata: >5000 mg/kg

Inhalacion:
CLsg, inhalacion,
rata: >5 mg/L
(4 horas)

NOEL’ (rata) 10 ppm

Panamericano de
Ecologia Humana y
Salud (1993).

Flores et al., 2002
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Los metabolitos de la atrazina como
el DEA y DIA, tienen mayor efecto
agudo que la atrazina y son

organoclorados y con trazas de urea.

NOEL (rata): 25 mg/kg /dia

DLso 500-500 mg /kg

Toxicidad Crénica

Teratogenicidad

Efectos reproductivos

Estudios limitados en humanos

Afecta diferencialmente la
viabilidad de maduracion de
ovocitos de cerdo (in vitro)

Reduce la capacidad de
reproducirse, provoca nacimientos
prematuros, abortos espontaneos y
defectos de nacimiento en seres
humanos. Puede también afectar la
disminucion de espermatozoides y

TLV?: Atrazina 5 mg/m3 ; OEL*(UK®)-

STEL® Atrazina: 10 mg/m3; MAK'-
Alemania Atrazina: 2 mg/m3

CL_ >500uM
50

CL,, 239 uM

Ghosh y Philip,
2006;

Wu et al., 2010
RAPAL, 2012

Pathak y Dikshit,
2011; Casas et
al.(2008), RAPAL,
2012, Cox C, 2001;
Perry et al., 2000;
Flores et al., 2002;
Jooetal., 2010
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Mutagenecidad

Carcinogénesis

aumento de los niveles de
infertilidad.

Estudios limitados en humanos

Reportan un potencial carcinogénico
en animales como tumores
mamarios

Estudios epidemioldgicos sobre
cancer y su posible asociacion con
la atrazina estan siendo revisados
por la EPA de EE.UU

Se ha asociado a riesgo de varios
tipos de cancer, incluyendo linfoma
de Hodgkin, cancer de mama y de
prostata.

En ratas hembras Sprague-Dawley,
Ninguno observado en ratas machos

Sprague-Dawley, ratas o ratones F-344.

TLV?: Atrazina 5 mg/m3 ; OEL*(UK?)-

STEL® Atrazina: 10 mg/m3; MAK'-

Ghosh y Philip,
2006;

Rodriguez y Cory,
2005; Joo et al.,
2010

Ghosh y Philip,
2006;

Wu et al., 2010
RAPAL, 2012

Sene et al., 2010

Cox, 2001
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Ecotoxicidad

Indirectamente hay cambios en la
calidad del agua causadas por su
lixiviacion:

Fauna acuética:

Puede causar trastornos endocrino
en la feminizacion de ranas macho

Potencial de bioacumulacion Se
prevé bioacumulacion en
organismos acuaticos

Fitotoxicidad: Por aplicaciones no
controladas.

Alemania Atrazina: 2 mg/m3

Disminucion de niveles de oxigeno
disuelto y la cubierta vegetal reducida

Ranas

0.1mg/L

Pez
CLsp (96 horas) trucha
arco iris = 8.8 mg/L
Carpa =76 mg/L
Siluro =7.6 mg/L
Pez luna =16 mg/L
Olima = 4.3 mg/L

Daphnia magna

ECso (48 horas) = 6.9 mg/ml

Ghosh y Philip,
2006;

Kadian et al., 2008;
Lesan & Bhandari,
2004

Proficol S.A.
(2008); Monsanto
Argentina (2002);
Centro
Panamericano de
Ecologia Humana y
Salud (1993).
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Olomina (Selenastrum
capricornutum)

ECso (72 horas) = 0.06 mg/L

Aves

DLso( 48 horas) perdiz = 464 mg
kg

Pato = 10.000 mg/ kg

Resistencia Varias malezas han desarrollado resistencia a la atrazina. Por ejemplo, Ghosh 'y
Chenopodium y Amaranthus, donde se sugiere restricciones sobre el numero de Philip, 2006
aplicaciones que se pueden hacer a los cultivos

NOEL: Nivel sin efecto observable, 2UE: Unién Europea, 5TLV: Umbral del valor limite, *OEL: limite de exposicién ocupacional, *Reino

Unido, ®STEL: limite de exposicion a corto plazo, "MAK: Concentracion maxima admisible.
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Las fuentes de informacion, sobre la toxicidad son contradictorias y limitadas.
Es un plaguicida con posibles efectos negativos en salud humana. La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), clasifica a la atrazina como un
agrotdxico que no presenta riesgo agudo al usarlo en forma limitada. La
agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,) le asigna
categoria, ‘“no clasificable en materia de carcinogénesis en los seres

humanos”.

No obstante, el Grupo de Evaluacién en Salud Humana de la Agencia de
Proteccion Ambiental en Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés)
determinaron, que es “posiblemente cancerigeno, para seres humanos”, con
limitada evidencia de efecto cancerigeno; por la ausencia de datos en seres

humanos.

En estudios del sistema enddcrino, se le asigna categoria 1, por existir al
menos un estudio que proporciona evidencia de alteracion enddcrina en un
organismo intacto. La exposicion a la atrazina puede causar efectos en el
sistema nervioso, en higado, rifion e irritacion de 0jos. En contactos
prologados, se observa sensibilizacion en la piel. La intoxicacion en el hombre
es por ingesta de alimentos y por consumo de agua contaminada (Cejudo et
al., 2009; Panuwet et al., 2010).

11.2.6. Mecanismos de degradacion de atrazina en suelo

La degradacion de la atrazina en suelo, inicia cuando se alcanza un equilibrio

entre las tres fases. Los procesos de degradacion pueden ser fotoquimicos,
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quimicos y microbioldgicos, y dependen de los procesos abioticos y bidticos
(Rhine et al., 2003; Cejudo et al., 2009).

Por su estructura organica, la atrazina puede experimentar procesos de
degradacion natural o inducidos. Se conocen dos mecanismos de la
degradacion de atrazina: (i) hidrolitico y (ii) oxidativo-hidrolitico. En ambos,
se incluye la declorinacion hidrolitica, N-dealquilacién, deaminacion y
rompimiento del anillo. Los metabolitos que se originan de degradacion de la

molécula son (Figura I1.3):

v’ Hidroxiatrazina (HA: 4-(etilamino)-6-[(propan-2-isopropil) amino] -1,
3,5-triazina-2-ol),

v’ Desetilatrazina (DEA:4-amino—2—cloro-6-etilamino-5-triazina),

v" Desisopropilatrazina (DIA: 6-cloro-2N-etil-2,4- diamina-1,3,5-triazina)

v' y otros productos hidroxilados (Govantes et al., 2009).
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Mecanismo Hidrolitico-Oxidativo ——
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Figura 11.3. Mecanismos de degradacion de atrazina por vias: (i) hidrolitico y (ii) oxidativo-
hidrolitico hasta la mineralizacion en amoniaco y diéxido de carbono.
Fuente: Modificada de Govantes et al., 20009.
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Los productos de degradacion DIA y DEA son estructuras que presentan
mayor solubilidad en agua, es menor la capacidad de adsorcion y por lo tanto,
la probabilidad de lixiviacion se incrementa hacia los recursos hidricos
(Larson et al., 2004). En el cuadro 11.8, se presentan las propiedades

fisicoquimicas de los principales metabolitos secundarios de la atrazina.

Cuadro 118. Propiedades fisico-quimicas de los principales metabolitos en la

degradacion de atrazina.

Compuesto Peso Molecular  pKgy Solubilidad Log Kow
(9/moL) (mg/L)

Hidroxiatrazina 197.2 4.9-5.2 5.9 1.40

Desetilatrazina 187.6 1.3-1.7 3.2 1.52

Desisopropilatrazina  173.6 1.3-1.5 6.7 1.13

Fuente: Papiernik y Spalding, 1998; Bicefio, 2009.

El metabolito hidroxiatrazina (HA), presenta baja solubilidad y mayor
capacidad de adsorcion (aun en suelos con bajo contenido de CO), por

consiguiente es mas persistente en ecosistemas acuaticos y terrestres.

La degradacion de la atrazina en condiciones anaerobias o aerobias pueden ser

descritas como:

() Quimica. Produce hidroxiatrazina y se efectia, predominantemente en

suelos &cidos con las siguientes reacciones:

» Hidrolisis quimica del anillo en la posicion 2, la hidrélisis es rapida en

suelos acidos o bésicos, pero lenta en suelos de pH neutro.
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> Desalquilacion en las posiciones C-4 y C-6.
> Descloracion o deshalogenacion en la posicion C-2, pero esta sujeto al
contenido de humedad que proporciona la materia organica del suelo.
» N-desalquilacion con la formacion de estructuras secundarias que llevan
a cabo una desaminacion. Esto estara en funcion de la presencia de
enzimas especificas.
> Ruptura de anillos, se lleva a cabo en la parte final de su degradacion
pero esta sujeta a las condiciones ambientales y a la persistencia del
metabolito formado.
>
(1) Fotoquimica (fotodescoposicion). Se lleva a cabo por la luz solar y solo
ocurre, sobre la superficie del suelo. En la disipacion de la atrazina y sus
metabolitos, estan relacionados los factores de volatilizacion, adsorcion,

absorcion que llevan a cabo los organismos en la biota (Ruiz, 2001).

(1) Bioldgica. La degradacion biologica, es el principal mecanismo de
remocion de atrazina en suelo. Al igual, que en la degradacién quimica se
llevan a cabo las vias hidrolitica y oxidativa-hidrolitica. Lo diferente, es que
en los procesos de declorinacion hidrolitica, N-dealquilacion, deaminacion y
rompimiento del anillo; son llevados a cabo por enzimas, provenientes del
metabolismo de los microorganismos (Govantes et al., 2009; Sene et al.,
2010).

11.2.7.Microorganismos en la biodegradacién de atrazina

El factor limitante para la mineralizacion de atrazina (Figura 11.3) por

mecanismos bioldgicos, es la ausencia de microorganismos especificos y
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biotecnologias desarticuladas. Para biorremediacion de suelos contaminados,
se encontré que hay mayor éxito de remocién del contaminante cuando se
combinan mecanismos de bioaumentacion y fitorremediacion (Spaczynski et
al., 2012 y Lin et al., 2008). Especificamente en bioaumentacion, se usan
microorganismos nativos aislados de la rizosfera de plantas tolerantes, que
crecen en sitios perturbados por la presencia de xenobioticos (Sene et al.,
2010). Los microorganismos y plantas que crecen y se adaptan a este ambiente
de estrés, desarrollan procesos metabolicos que transforman la estructura

quimica del contaminante en compuestos mas simples.

Evy y Nilanjana (2012), postularon que el consorcio mixto de los
microorganismos Nocardia sp. y Rhizobium sp., tienen mayor oportunidad
para degradar atrazina, en virtud de la combinacién de sus capacidades
catabolicas. Pueden degradar atrazina hasta N-isopropilamida, debido a que
contienen los genes atzA, atzB y atzC; esté Gltimo gen es el responsable de la
ruptura del anillo de la atrazina. EI mismo estudio reporta a los géneros
Ochrobactrum sp., y Pseudomonas sp., que contienen el gen atzD, como el

responsable del catabolismo de la atrazina hasta acido cianurico.

El género Pseudomonas sp. (cepa modificada ADP), es una bacteria modelo
que ha sido estudiada para tratar de explicar el catabolismo de la atrazina y su
relacion con los genes responsables de su degradacion. Este modelo,
establecié que al contar con todos los genes (atz: A, B, C, D, E, F y atzN), es
capaz de regular las actividades enziméticas y conducir el proceso de
degradacion de atrazina hasta su mineralizacion, por lo menos a nivel de

laboratorio (Govantes et al., 2009). Sin embargo, aclaran que las cepas que se
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modifican y desarrollan en un ambiente de laboratorio no se comportan de

manera similar en condiciones de campo (in vivo).

El Cuadro 11.9., presenta un compendio de algunas investigaciones de

biorremediacion por microrganismos para remocion de atrazina.
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Cuadro 11.9. Remocion de atrazina en diferentes procesos de biorremediacion por microorganismos.

Tratamiento Organismo usado Contaminante Resultados Referencia
Bioaumentacion  Cultivo de Arthrobacter  sp. 280 ug g Atrazina Remocién del 88% de Getenga et
células cepa GZK-1 en cultivo liquido atrazina en 14 d. al., 2009
Bioaumentacion Pseudomona ADP, 30 mg L™ de 65% de mineralizacién de Monard et
y bioturbacién Chelatobacter atrazina atrazina en 28 dias e al., 2008
heintzii y Lombricus identificacion de genes
terrestris atzA
Reactor en Consorcio: Taza de remocion EI consorcio registro el Mondragon
continuo Ochrobactrum, volumeétrica de: 96% de remocion de s- etal., 2008
(Quimiostato) Mycobacterium, 19.6 mg L*h* de S- triazina en 42 dias,
CellulomoimSy triazina registrando un aumento
Arthrobacter, de bacterias de 5*10° a
Microbacterium, 3*10° UFC ml*
Rhizobium y
Pseudomonas
Consorcio Aspergillus, Atrazina 25- 45 % de Sene et al.,
fangico Rhizopus, mineralizacién 2010
Fusarium,
Penicillium y
Trichoderma
Biorremediacion  Catalisis Enzima OpdA y 258 mg atrazina 13 mg atrazina s-lmg-1 Scott et al.,
enzimatica gen trzN trzN 2010
Fitorremediacién  Rizorreme- Pastos  forrajeros: Suelo con Atrazina Remocién de 55-81% de Lin et al,
diacion Dactylis glomerata (1000 pg L™) atz.,en 25d 2008

L., Bromus inermis,

Festuca
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arundinacea,
Phleum pratense L.,
Panicum virgatum

L.
Compendio de Tulipa generiana Herbicidas Remocion del Peralta y
varias L., (atrazina), metales contaminante entre el 88- Volke, 2012;
estrategias  de Helianthus pesados, 100% del contaminante Spaczynski et
fitorremediacién  tuberosus, contaminantes al.,, 2012y

Nicotiana organicos Abhilash et

tabaccum, al., 2009

Glycine max,

Lolium rigidum,

Arabidopsis

thaliana,

Vetiveria,

Phaseolus,

Bioestimulaciéon ~ Aplicacion  de Estimulacion de la Atrazina y otros Remocion del 89% de Gopinath vy
abonos, adicion condiciones del herbicidas atrazina en 60 dias por Sims, 2011
de  nutrientes, suelo aplicacion de purines
modificacion de
condiciones del
suelo
Biosorcion Consorcio de Atrazina (600 mgL~ Remoscion del 96% de Kumar y
fangica hongos b atrazina, aun pH de 6, a Kumar, 2012

filamentosos 30°C en 8 horas

Quimiotaxis Metabolismo de Pseudomonas S- triazinas Identifican los genes Liuy parales,

Islas-Pelcastre, M. 2013 Pagina 48



Capitulo II: Antecedentes

degradacion sp.(ADPMB-2) y E. atzDEF, responsables de 2009
bacteriana coli la degradacion de la
atrazina
Bioaumentacion y %Mineralizaci6  Pseudomona ADPy Atrazina (300 mg a)70% de mineralizacion Lima et al.,
bioestimulacién n y % citrato L-!) en 1 semana con 1 dosis de citrato 2009
biodegradacion (107-108 UFC g* de
P.ADP)

b)98%  biodegradacion
con 4 dosis de 2.4 pg g-1
de citrato (107-108 UFC
g* de P.ADP)
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11.3. Biorremediacion

I11.3.1. Biorremediacion de suelos in situ

La remediacion de suelos contaminados es una practica necesaria, que se
realiza por técnicas bioldgicas, conocidas como biorremediacion. En la
biorremediacion de suelos in situ, se pueden adicionar materiales exogenos,
estimular o incrementar la poblacion nativa; para acelerar e incrementar el
proceso de biodegradacion. Se usan plantas, microorganismos o ambos,
con la intencion de neutralizar sustancias toxicas, transformandolas, en
sustancias menos toxicas o bien convertirlas en inocuas, para el ambiente y
la salud humana (Cheyns et al., 2011; Getenga et al., 2009).

La biorremediacion, puede clasificarse de acuerdo al organismo que efectle
la degradacion del compuesto xenobiotico. Cuando, se habla de
fitorremediacion, es el uso de plantas para la remocion de contaminantes de
suelo y agua. La bioaumentacion, es la adicion de microorganismos como
hongos, algas, bacterias, etc. El cuadro 11.10, refiere algunas caracteristicas

de los tipos de biorremediacion existentes.
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Cuadro 11.10.Descripcion de los tipos de biorremediacion

Nombre de
biorremediacion

Descripcion

Referencia

Bioestimulacion
situ

Bioaumentacion
situ

Bioventing In situ

Bioacumulacion
situ

Biotransformacion
In situ

Biocamas 6 biopilas

Ex situ

Biofiltros Ex situ

Fitorremediacion
situ

Adicion de nutrientes (abonos organicos,
minerales), oxigeno o pueden modificar el
pH al suelo para estimular el crecimiento de
microorganismos  que  degraden el
contaminante.

Inoculacion de una mezcla enriquecida de
microorganismos previamente extraida del
mismo  suelo. Los microorganismos
descomponen a los  contaminantes
xenobioticos, que pueden transférmalos a
moléculas mas simples como diéxido de
carbono, iones cloruro, agua y biomasa.
Inyeccion (o extraccion) forzada de aire
para incrementar la concentracién de
oxigeno y estimular la biodegradacion.
Proceso donde se utilizan microorganismos
con la capacidad biol6gica para acumular
contaminantes, para ser eliminados o
magnificarlos.

En metales cuando en el proceso por
cambio de valencia, el metal tiene una
forma menos toxica.

Proceso biologico controlado donde los
contaminantes organicos son biodegradados
y mineralizados por microorganismos.
Dispositivo  (biorreactor) que utiliza
microorganismos para eliminar o retener
contaminantes de medios acuosos, gase0sos
0 bien sobre soportes solidos.

Combinacién de plantas y comunidades de
microorganismos para eliminar, transferir,
estabilizar 'y degradar contaminantes
organicos e inorganicos.

Cheyns et al.,
2011; Lladé et al.,
2009.

Getenga et al.,
2009; Lopera et
al., 2005; Gentry
et al., 2004.

Monard et al.,
2008.

Sanchez y
Arguello, 2006.

Sene et al., 2010.

Castillo et al.,
2008; Vasquez et
al., 2010.

Locke et al.,
2011; Liu y
Parales, 20009.

Maldonado et al.,
2010; Prasad,
2011.
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11.3.2. Fitorremediacion y bioaumentacion rizosférica

De las diferentes opciones de biorremediacion, la fitorremediacion ocupa
un lugar importante, porque es una tecnologia emergente. Basada en la
accion combinada de plantas (terrestres o acuaticas) que en algunos casos
se combina con comunidades microbianas nativas para remediar el
ambiente. En la figura 11.4, se describe la mecénica de biorremediacion por

fitorremediacion (Prasad, 2011).

B Fitofiltracion y
1 Blastofiltracion T
0 Fitocontenciéon [Tvtovolatilhacién .
Fitohidriulica »1 \ Fitoevaporacion R
R Fitoextraccion Fitoestimulacion E
R  Fitoconcentracion : Fitoasimiliacion :_'
E Fitotransferir é Fitotransformacion
Fitomineria \Y Fitoreduccion I
M Fitoinmobilizacion Fitooxidacion 2
E  Fitoestimulacion .
D Fitosecuestro o
N
I

RIZORREMEDIACION

ACC desumlmu&——/ L c
T — bacteriana 4 nlasn
Rram;po‘. —— Citocromo P450 - \nmn ductasa Desorcion

s e e Glucositransferasy Hmhn as Adsorcion
Acidificacion B R T

¥ 29 Hidrosilass . ~1 umul-mn Precipitacion
EXaesciu Lacasa / CFasfatasa Reacciones Redox

Quelatacion
I

— Complejacion

Figura I11.4. Mecanismos de biorremediacion por fitorremediacion.
Fuente: Prasad (2011). Adecuado por Islas-Pelcastre, 2013.

Algunas ventajas en los procesos de fitorremediacion propuestos por
Peralta y Volke (2012), son:
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(1) es una tecnologia de bajo costo;

(2) posee un impacto regenerativo, es decir, menor impacto ambiental en
los sitios donde se aplica;

(3) se pueden usar especies vegetales, tolerantes a altos niveles de
contaminantes; (4) depende de la energia solar y su mantenimiento es
minimo;

(5) puede aplicarse in situ, en grandes areas;

(6) evita la destruccion de la estructura del suelo y la contaminacion

secundaria.

Solo algunos estudios explican a detalle los mecanismos moleculares,
bioquimicos y fisiologicos en la fitorremediacion. Esto le permite ser un
area de oportunidad en lineas de generacion y aplicacion de conocimientos
en diferentes disciplinas (Estrada et al., 2007). En el cuadro (I1.11), se

describen algunos de los mecanismos mas estudiados en fitorremediacion.
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Cuadro 11.11. Descripcién de algunos mecanismos de fitorremediacion.

Procesos de Descripcion del mecanismo
fitorremediacion

Fitoestabilizacion ~ Disminucion de la biodisponibilidad y/o toxicidad del
contaminante por su acumulacion en raices,
incorporacion a lignina o humus en la rizosfera.

Fitoextraccion Extraccion del contaminante del suelo por absorcion,
translocacion y acumulacion en tejidos aéreos de la
planta.

Fitofiltracion Se basa en la utilizacion de plantas crecidas en cultivos

hidroponicos, con raices de plantas terrestres con alta
tasa de crecimiento y &rea superficial para absorber,
concentrar y precipitar contaminantes.

Fitoestimulacién:  Cuando las plantas generan los exudados radiculares que
estimulan el crecimiento de los microorganismos nativos
capaces de degradar compuestos organicos xenobioticos.

Fitoestabilizacion  La planta desarrolla un sistema denso de raices que
reduce la biodisponibilidad y la movilidad de los
contaminantes evitando el transporte a capas
subterréneas o a la atmosfera.

Fitovolatilizacion ~ Absorcion, translocacion y  transformacion  de
contaminantes volatiles a formas menos toxicas para la
planta, para su liberacion a la atmosfera.

Fitodegradacion Destruccion de contaminantes organicos por su
metabolismo (transformacion o mineralizacion en la
planta).

Rizorremediacion  Metabolismo y/o aumento en la captacién o
estabilizacion del contaminante por efecto sinérgico de la
asociacion planta-microorganismo en la rizésfera

Prasad (2011) y Fuentes y Ferrera (2007), refieren que los procesos de
fitorremediacion se mejoran con la asociacién entre plantas y
microorganismos nativos, aislados de la rizosfera de la misma planta
(rizorremediacion 'y bioaumentacion). Cuando las plantas y los
microorganismos rizosféricos son nativos, tolerantes y/o resistentes a los

sitios perturbados que se pretenden recuperar, se estima que estos
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microorganismos y plantas, estan adaptados a este ambiente de estrés y
desarrollan mejor los procesos metabdlicos de degradacion; para

transformar la estructura del contaminante en compuestos mas simples.

11.3.3. Fitorremediacion por Phaseolus vulgaris L

Por razones econOmicas Yy practicas, una especie adecuada en
fitorremediacion, tiene que contar con un minimo de requisitos
adicionales: crecimiento répido, alta biomasa, raices profundas y
capacidades ecologicas amplias; que le permitan adaptarse a condiciones

ambientales de los sitios a recuperar (Sadd et al., 2009).

Cuando se trata de recuperar suelos agricolas contaminados, lo ideal es
buscar una planta que se desarrolle o cultive en el mismo sitio. Es un hecho
que las especies de poblaciones silvestres vegetales autdctonas pueden
adaptarse y resisten altos niveles de contaminacién, comparadas con
especies exogenas. En la diversidad vegetal de esos lugares, las plantas
desarrollan capacidades bioquimicas, que permiten tolerar y degradar

contaminantes xenobiéticos.

Especies vegetales como las leguminosas, son candidatas para ser usadas
en remediacion. Son de importancia en ecosistemas naturales, en
agricultura y en el area agroforestal. Su habilidad para fijar nitrogeno en
simbiosis con bacterias y hongos en la rizésfera, hace de ellas medios
beneficiosos infectivos excelentes para utilizarlas en fitorremediacién
(Pérez et al., 2011).
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Hay variedades de leguminosas como el frijol (Phaseolus vulgaris), que
han sido estudiadas como planta modelo para fitorremediacion de suelos
contaminados, por compuestos organicos como hidrocarburos, plaguicidas,
entre otras. La interaccion de esta leguminosa con los microrganismos
rizosféricos, puede incrementar la remocion de xenobioticos, debido a que
hay un crecimiento de microrganismos, estimulados por los exudados

radicales.

Ademas, algunas variedades de frijol poseen un sistema radical ramificado
y profundo que le permite actuar sobre los contaminantes en las capas mas
profundas del suelo (Vidal, 2012). Esté genero de planta es muy adaptativo,
la abundancia de sus raices hace posible la mejora de las caracteristicas

fisicoquimicas de suelos deteriorados.

Sangabriel et al. (2006), reportaron que la leguminosa Phaseolus
coccineus, a nivel de invernadero fue capaz de crecer en suelo contaminado
con aproximadamente 50,000 mg kg™ de combustdleo. Después de 90 dias,
evaluaron su capacidad de tolerancia al hidrocarburo y registraron aumento

significativo de la poblacion de bacterias y hongos en la rizosfera.

En un trabajo posterior con la misma especie de planta Ferrera et al.
(2007), evaluaron la capacidad de la planta en fitorremediacion de suelo
contaminado con combustéleo (50,000 mg kg™), al estimularlo con
fertilizacion inorganica y orgénica. Los resultados mostraron mayor
degradacion del combustéleo en la rizosfera del Phaseolus coccineus

cuando se estimula con fertilizacion. Esta variedad de leguminosa es nativa
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de la zona de estudio y resulto tolerante a concentraciones altas del

hidrocarburo.

Recientemente, Pérez et al. (2011), demostraron la remocion de antraceno
en suelo por frijol cultivado en la region agricola de Acatzingo, Puebla,
México. Se trabajo a dos concentraciones (200 y 400 mg kg™), en
condiciones de invernadero (18-25°C) en macetas de 250 g. El proceso se
evalud a los 15 y 30 dias de desarrollo de la planta, la cual fue una variedad
criolla de la misma regién. En el informe registraron que se alcanzo el 84%
de remocion a los 30 dias. A una concentracion de 400 mg kg™ del

hidrocarburo.

Otro aspecto importante en relacion a Phaseolus vulgaris, es lo que plantea
Beattie (2007), que refiere que los mutualismos mas estudiados son los
bacterianos de plantas. Principalmente los que existen entre los miembros
del orden Rhizobiales y miembros de la Leguminoseae. Todos los
simbiontes de la leguminosa, se clasificaron en el género Rhizobium por lo
que estos simbiontes, son a menudo denominados genéricamente rizobios y

a la simbiosis Rhizobium- leguminosa s6lo como simbiosis.

La fuerte presion de las plantas por la captacion de N, favorece a las
leguminosas como el frijol, establecer simbiosis con microorganismos del
suelo. Las leguminosas, pueden realizar asociaciones simbidticas tanto con
bacterias del suelo como con hongos. Existen alrededor de 750 géneros de
leguminosas y entre 18,000 a 19,000 de especies; y el 88% de las especies

estudiadas, forman nédulos con Rhizobium (Law et al., 2007).
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En la rizésfera de variedades de frijol, se han aislado bacterias como el
Rhizobium, que tienen la capacidad de proveer nitrégeno, fosforo y ha
demostrado que degrada moléculas recalcitrantes como hidrocarburos y
plaguicidas (Pérez et al.,, 2011). Ademés, esta leguminosa puede
incrementar hasta 10 veces la poblacion rizosférica del sitio a remediar, si
se usan especies con adaptacion a las condiciones ambientales del lugar y si
son tolerantes al contaminante que se pretende degradar (Ferrera et al.,
2007).

México, ocupa un lugar privilegiado en el mundo por la diversidad de
leguminosas y tiene la mayor diversidad del género Phaseolus. Entre los
mas conocidos, ademas de Phaseolus vulgaris (frijol comdn), se encuentran
otras especies relacionadas como P. coccineus (ayocote), P. acutifolius
(frijol tépari) P. lunatus (frijol lima) y otras variedades criollas que se

producen en diferentes regiones del pais (Quinto et al., 2007).

El frijol comdn es una planta agricola anual, intensamente cultivada en
México, es uno de los alimentos basicos en la dieta a nivel nacional. En
2009, se cultivé en promedio 1.7 millones de hectareas de las cuales 13%
se desarrollé en condiciones de riego, obteniendo un rendimiento medio
anual de 1.63 t ha™. EI 87% restante, se cultivé en condiciones de temporal
donde el rendimiento vari¢ de 0.24 a 1.58 t ha™ (Chéavez y Alvarez, 2012).

Sangerman et al.(2010), reportan a México como un centro de origen del
frijol y cuenta con un basto acervo de poblaciones silvestres y nativas, estas
ultimas también conocidas como criollas; sin embargo, hay escasa

informacion sobre sus caracteristicas fisicas y quimicas asociadas con la
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calidad del grano. Siendo los genotipos nativos parte importante de la
rigueza genética de nuestro pais. Es necesario contar con su
caracterizacion, lo cual permitiria aprovechar este germoplasma en los

programas de genética.

Hay multiples variedades de frijol que se caracterizan por su tamafio, color,
forma y tipo de crecimiento. Se considera que en total existen 70 especies;
en Meéxico estds ascienden a 50, destacan cinco especies que se han
domesticado Phaseolus vulgaris L. (frijol comin), Phaseolus coccineus L.
(frijol ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol comba), Phaseolus dumosus
(frijol gordo) y Phaseolus acutifolius Gray (frijol tepari). El estado de
Hidalgo, tiene algunos genotipos nativos de frijol y en su mayoria se
cultiva para autoconsumo. Las variedades del grano tienen diferentes
colores, tamafios y formas. Los genotipos nativos, no estan clasificados y
reciben nombres locales como acerado, morita, conejito, canario, ojo de

cabra, entre otros (Mufioz et al., 2009).

El potencial comercial de las leguminosas en México (sea para consumo
humano y/o forrajero), es muy grande y se ha explotado muy poco. Si
ademas, se suma la capacidad que tiene como remediador de suelos, se
puede considerar también como un producto mexicano de importancia

social, econdémica y ambiental.
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I1.4. Rizésfera: Interaccion suelo, planta y microorganismos

En biorremediacion de suelos por fitorremediacion, es importante conocer
las interacciones microbianas en la rizésfera de las plantas. Este habitat es
la zona de mayor crecimiento microbiano y se llevan a cabo simbiosis y
mutualismos entre bacterias y hongos, que son importantes para la

recuperacion del suelo (Franche et al., 2009).

Cano (2011), refiere que en la rizosfera, se desarrollan microorganismos
con funciones especificas. Hay fijadores de nitrégeno, solubilizadores de
fosfatos, promotores del crecimiento vegetal, biocontroladores y especies
patogenas; que normalmente, compiten por espacio y por nutrientes. Estas
interrelaciones entre microorganismos inciden en la interaccioén suelo-
planta-microorganismos-ambiente y repercuten de forma directa en el

crecimiento y desarrollo de las especies vegetales.

La interaccion de microorganismos rizosféricos, como hongos formadores
de micorrizas arbusculares (AMF), hongos del género Trichoderma y
bacterias del género Pseudomonas. Usualmente catalogados como agentes
de control biologico (BCA) y microorganismos promotores del crecimiento
vegetal (PGPM). Sin embargo, las interacciones entre los microorganismos
son complejas y se pueden presentar tanto efectos sinérgicos que aumenten
los beneficios para la planta o por el contrario, efectos antagénicos o

simplemente que no ocurra ningun efecto (Haynes et al., 2006).

A nivel de la de rizosfera, existen componentes y condiciones fisicas y

quimicas que influyen la diversidad microbiana. Por ejemplo, si el pH en la
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rizosfera es mayor a 7, los microorganismos se clasifican como alcaldfilos
y son acidofilos si se adaptan a pH menores de 7. Esto infiere que una
modificacion al pH del suelo favorece a diferentes grupos microbianos. Los
actinomicetos, proliferan al presentarse condiciones alcalinas. Los hongos,
cambian su actividad dependiendo de las condiciones de pH y de su fuente

de nitrogeno disponible en su microambiente (Maldonado et al., 2010).

Los exudados radicales, son compuestos quimicos que la planta segrega por
la raiz. Influyen en la actividad microbiana, afectan la poblacién de
microorganismos en el suelo y en la planta. Los compuestos exudados
pueden ser carbohidratos (glucosa, fructuosa, xilosa, maltosa), nucleotidos,
flavonoides y enzimas. Ademas, hormonas vegetales, sustancias
fluorescentes y estimuladoras del crecimiento. Estos exudados tienen
diferentes funciones El cuadro 11.12, muestra algunos compuestos
identificados en los exudados de diferentes plantas a nivel de la rizésfera y

su funcidn en la interaccion tripartita.

Islas-Pelcastre, M. 2013 Pagina 61



Capitulo II: Antecedentes

Cuadro 11.12. Exudados de la raiz de diferentes plantas y su funcion en la rizosfera del

suelo.
Compuestos Funcion Planta
Carbohidratos: Fuente de carbono y Chicharo, trigo, frijol,
Glucosa  energia. soya, sorgo, cebada,
Fructuosa avena.
Xilosa
Maltosa
Sustancias promotoras del Biosintesis de  &cidos Lino, arroz, frijol, trébol,
crecimiento: Biotina, grasos; B- maiz, chicharo, alfalfa,
tiamina (B;), factor M descarboxilaciones, tomate, entre otros.
(coenzima M), Niacina, fijacion de COs,,
acido folico, rivoflavina, metabolismo del carbono,
etc. transferencia de grupos
metilo, precursores de
FMN, FAD en
flavoproteinas  implicadas
en el transporte de
electrones.
Acidos organicos: Promotores de regulacion 'y Trigo, mostaza y sorgo.

tartarico, oxalico, citrico, control del crecimiento y
malico, acético, butirico, del metabolismo de Ia
valérico, propionico y planta y los
fumarico. microorganismaos.

Fuente: Fuentes y Ferrera, 2007.

En ciertas circunstancias, la poblacion microbiana que se encuentra en la
rizosfera, es sumamente mayor a la que se presenta en el suelo sin la
presencia de la planta. Fuentes y Ferrera (2007), en el cuadro 11.13,
exponen una relacion entre microorganismos del suelo de la rizésfera (R) y
microorganismos del suelo que estan fuera del establecimiento de la planta
(S). Una relacién entre R/S, indica la influencia de la raiz en la poblacion

microbiana.
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Cuadro 11.13. Grupos de microorganismos en suelo de la rizosfera de trigo y suelo sin

planta.
Microorganismos Suelo de la Suelo sin influencia R/S.
rizésfera ( R). de la raiz (S)
Bacterias 1200 x10° 56 x10° 22:1
Actinomicetos 46 x10° 7 x10° 7:1
Hongos 12 x10° 1x10° 2:1
Protozoos 24 x10° 10 x10° 2:1

Fuente: Fuentes y Ferrera (2007).

Villareal (2006), comenta que para determinar la poblacién de
microorganismos indigenas en suelos en un sitio o zona de estudios, es

necesario considerar tres aspectos:

1) La diversidad de los microrganismos, la interacciones entre ellos y con
su hébitat;

2) La diversidad funcional, es la que estima el valor y la variedad de los
rasgos adaptativos- funcionales que tienen influencia en los procesos del
ecosistema;

3) la diversidad genética, que identifica porque los genes y el ADN del
microorganismo tiene la capacidad de adaptase, evolucionar o extinguirse

de los ambientes.

En relacién a la diversidad de microorganismos nativos en suelos, el cuadro
11.14, describe algunas caracteristicas de los dos grupos principales:
bacterias y hongos.
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Cuadro 11.14. Principales grupos de microorganismos en la rizosfera.

Caracteristicas Bacterias Hongos
Namero (células /g suelo)  107-10° (viables) 10°-10°
10"  (viables pero no
cultivables).
Biomasa Las bacterias y Menor biomasa.
actinomicetos tiene

Grado de ramificacion
Micelio aéreo

Crecimiento en cultivo
liquido

Velocidad de crecimiento
Pared celular

Cuerpos fructifero
complejos
Competitividad con

organismos simples
Fijacion de nitrogeno
Aerobias

Estrés por humedad

pH optimo

pH competitivo
Competitividad en suelos

biomasa similar
Ligero.

Ausente
Si- turbidez.

Exponencial

Muereina, acido teicoico y
lipopolisacarido.

Ausente

Mas competitivo.

Si
Aerobias y anaerobias.

Tolerancia minima.
6-8

6-8

Todos los suelos.

Formas filamentosas
extensivas
Presente

Si- bolas

Cubica
Quitina celulosa

Complejo
Intermediario

No

Aerobios
levaduras.
Mayor tolerante
6-8

<5

Dominante en suelos con
pH bajo.

excepto

Fuente: Maier y Pepper, 20009.

Para Maier y Pepper (2009), el grupo de microorganismos representados en

el Cuadro 11.14, son los que dominan la superficie del suelo a nivel del

horizonte A (rizésfera). Ademaés, el nimero de especies presentes es

elevado y se conocen solo una parte de ellas, debido a que la mayoria de

los microorganismos son viables pero no cultivables.
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Finalmente Barriuso, et al. (2008), comentan que las fuentes dptimas para
el aislamiento de microorganismos en la rizosfera son las poblaciones
silvestres o nativas de las plantas. Es complicado predecir los resultados de
las interacciones entre plantas y microorganismos benéficos del suelo y
mas aln, entre las especies de microorganismos. No obstante, las
comunidades microbianas asociadas con el sistema de raices, se consideran

clave en el desarrollo de practicas agricolas sostenibles.

11.5. Biorremediacion por Rhizobium sp.

El Rhizobium sp., es una bacteria que pertenece a la familia de
Rhizobiaceae (division proteobacteria), tiene forma de bacilos de 0.5-0.9 X
1.2-3 um, con pared celular de bajo porcentaje peptidoglucano. Por lo
general, contienen granulos de poli-B-hidroxibutirato que refractan la luz
con el microscopio de contraste de fases y pleomorfo en condiciones de
crecimiento adversas. La tincion de células indica que son Gram negativas
y que carece de esporas. La motilidad se produce por un flagelo polar o

subpolar o bien de dos a seis flagelos peritricos (Mishra et al., 2008).

La temperatura éptima de crecimiento de la bacteria es entre 25-30 ° C, con
un pH optimo de 6-7. En su mayoria las cepas de este género, producen
polisacaridos extracelulares de consistencia gomosa y viscosa. Las colonias
son circulares, convexas, semi translucido, crece en relieve y es de aspecto
mucilaginoso. Se desarrolla exponencialmente entre los 3-5 dias en agar
levadura manitol. En medio liquido (en caldo agitado), la biomasa es de
aspecto lechoso (Krishnan y Benntt, 2007).
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El Rhizobium, es un género que se encuentra asociado a los nodulos de las
raices de algunas leguminosas como el Phaseolus vulgaris L (frijol
comun). A esta asociacién se le denomina simbiosis, la cual es altamente
especifica en fijar nitrégeno, distribuir y utilizar fuentes de carbono,
nitrégeno y energia suministrada por la planta y el suelo en la rizosfera
(Quinto et al., 2007).

El género Rhizobium, en una bacteria simbidtica capaz de crecer y
desarrollarse en suelo contaminados por plaguicidas. Es un género
estudiado mayormente con fines agronémicos. Sin embargo, se ha utilizado
como inoculante en mecanismos de remediacion, debido a que algunas
especies de Rhizobium, han logrado resistir y degradar sustancias tdxicas
como dibenzotiofeno, dinitrotolueno, fenantreno, acenaftileno y herbicidas

como la atrazina (Gonzélez, 2010).

Las investigaciones de Bouquard et al. (1997), fue una de las primeras
donde muestran que el género Rhizobium sp., fue capaz de biodegradar 30
mg L* de atrazina en 8 dias. Con una remocion del 92%, ademas por
técnicas moleculares postularon el mecanismo en la decloracion del

herbicida.

Por ejemplo, Rai et al. (2004), reportaron que en la bioaumentacion por
Rhizobium a especies de Prosopis juliflora L., se mejoro significativamente
la revegetacion de vertederos de cenizas volantes, por enmiendas organicas.
La bacteria incrementd nutrientes, suministro nitrégeno fijo y mayor
disponibilidad de cantidades de Fe, Mn, Cu, Zny Cr.
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Las investigaciones de Smith et al. (2005), refieren que en la degradacién
de atrazina es factible utilizar un cultivo mixto de microorganismos nativos
aislados del suelo contaminado. Mostraron por analisis molecular como la
cepa de Rhizobium sp., participa en la ruta de biodegradacién del herbicida.
Los metabolitos que forma (hidroxiatrazina y el N-etilamida) y los genes
que participan (atzB y trzD), hasta la degradacion de la molécula en &cido

cianurico y urea (Figura 11.3).

Posteriormente Mnasri et al. (2007), en una investigacion a nivel de
laboratorio reportan que la inoculacién de una cepa nativa de Rhizobium
gallicum (10° UFC mL™), a la rizésfera de Phaseolus vulgaris L., aumento
90% la ocupacion del nédulo en la planta, respecto al testigo. El trabajo
demostré que cuando el inoculante es de cepas nativas, la bioaumentacion
es exitosa y mayor a los inoculantes comerciales o a los modificados

genéticamente.

Recientemente Chaudhary et al. (2011), observaron que a los 10 dias de
inocular una cepa de Rhizobium (2.6 -5.2 *10° células mI™) a plantas de
leguminosa Vigna radiata y Vigna angularis L., se incremento el
rendimiento de biomasa en la rizosfera, el contenido de proteina y la
nodulacion. También, reportaron aumento a la tolerancia y acumulacion de
metales como el Fe, Zn, Cd, Cu y Cr, en diferentes tejidos de la planta. Los
resultados experimentales indican que la cepa de Rhizobium puede ser

empleada para estimular beneficios ambientales y agricolas.

En bioaumentacion por Rhizobium, la revision de literatura sugiere que

primero se inocule directamente la bacteria al suelo y a continuacion se
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siembre la semilla de la planta. Pero también hay referencias que dictan lo

contrario. En ambos casos, se han obtenido resultados muy satisfactorios.

Otra posibilidad para obtener simbiosis efectivas en la biorremediacion,
consiste en seleccionar las plantas a fin de reducir su especificidad
simbiotica, lo que les permitira asociarse con cepas nativas del suelo. La
estrategia sugerida es que las cepas bacterianas sean nativas y cultivables,
para que se ocupen de la remediacion, sin afectar las poblaciones

microbianas de la rizésfera que son beneficiosas para el agroecosistema.

11.6. Biorremediacion por Trichoderma sp.

El Trichoderma es un hongo, que se ubica taxondmicamente en: Reino:
Fungi; Division: Mycota; Subdivision: Eumycota; Clase: Hyphomycetes;
Orden: Moniliales; Familia: Moniliaceae; y Género: Trichoderma (Schuster
y Schmoll, 2010)

Las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se tornan
a verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa. El micelio es ralo en
su mayoria, pero visto al microscopio es fino. Los conidiéforos son
ramificados que se presentan como penachos compactados formando
anillos con un sistema de ramas irregular de manera piramidal. Estos
terminan en fialides, donde se forman las esporas asexuales o conidios de
gran importancia para la identificacion taxondémica a nivel de especies
(Moran, 2008).
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Los conidios, aseguran las generaciones del hongo durante gran parte del
periodo vegetativo. Son haploides y su pared estd compuesta por quitina y
glucanos. Ademas de los conidioforos, estas se pueden producir sobre
fialides que emergen directamente del micelio. La mayoria de las especies
de Trichoderma presentan clamidosporas, las cuales pueden ser intercalares
y en ocasiones terminales. Las clamidosporas toleran condiciones
ambientales adversas, son estructuras de sobrevivencia y permiten que el
hongo pueda perdurar a través del tiempo (Schuster y Schmoll, 2010;
Cano, 2011).

El hongo Trichoderma, se encuentran en suelos de todas las zonas
climaticas del mundo. Se caracteriza por su rapido crecimiento, asimila una
amplia gama de sustratos y genera compuestos antimicrobianos. Algunas
cepas son explotadas como agentes de control biolégico de patdgenos, todo
ello mediado por la produccién de enzimas especializadas de degradacion
de pared celular, como: polisacarasas, celulasas, xilanasas quitinasas,

glucosas, entre otras (Rao et al., 2009).

Las especies de Trichoderma, se caracterizan por ser hongos saprofitos,
que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica,
pueden ser anaerobios facultativos, 1o que les permite mostrar una mayor
plasticidad ecologica. Esta plasticidad, se relaciona con la capacidad
enzimatica que poseen para degradar sustratos. De metabolismo versatil y
resistencia a inhibidores microbianos (Matsubara et al., 2005; Schuster y
Shmoll, 2010).
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Es un simbionte en plantas que habita en la rizosfera, donde compite,
desarrolla co-metabolismo, mejora la raiz y lleva a cabo procesos de
biorremediacion. En esta Gltima, se registra que puede llevar a cabo
extraccion, remocion y biodegradacion de sustancias toxicas y
contaminantes (Tang et al.,, 2009). Existen diferentes mecanismos
enzimaticos, empleados por este género para degradar contaminantes
organicos persistentes como son los plaguicidas y se analizan los
mecanismos genéticos disponibles que expliquen su capacidad de

biodegradacion (Schuster y Schmoll, 2010).

Es un hongo oportunista, que resiste diferentes tipos de estrés abidtico y
cambios en el estado nutricional. Puede regular, los niveles de auxina en la
rizosfera y estimular el crecimiento de las plantas, proteger el sistema
radical e induce la defensa sistémica frente al ataque de patdgenos. Las
principales ventajas del Trichoderma es la resistencia a concentraciones
altas de contaminantes y a su capacidad para crecer a bajos valores de pH.
Ademas, gracias a la extension de sus hifas, puede alcanzar contaminantes
o0 nutrientes en el suelo, que no son biodisponibles ni biodegradables para

otros organ iISmos.

Harman et al. (2004), refiere que al inocular plantas con Trichoderma se
generan efectos positivos como:
1) Control biologico de enfermedades en plantas causadas por
patodgenos en la raiz y foliares;
i) Induccion de resistencia sistémica en las plantas;
iii)  Cambios en la composicion de la microflora de las raices;

iv)  Mejora la absorcion de nutrientes;
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v)  Mejora de la solubilidad de los nutrientes del suelo;
vi)  Mayor desarrollo de las raices y
vii)  Aumento en la formacién de pelos radiculares y profundidad en el

enraizamiento.

Cocaign et al. (2011), citan que especies del género Trichoderma son
exitosos en biorremediacion. Reportaron que ldentificaron genes con la
enzima nacetiltranferasa arilamina (NAT), en secuencias de su genoma;
siendo esta enzima la responsable de metabolizar xenobioticos. En el
mismo estudio, reportan al Trichoderma virens como responsable en la
biotransformacion de tres aminas aromaticas (concentracion inicial de 250
UM): 90% en bencidina; 55% de 4-isopropilanilina y 42% de 3,4

dicloroanilina.

Maldonado et al., 2010, refieren en su investigacién de remediacion de
suelos contaminados por hidrocarburos totales de petréleo (HTP), que al
combinar los mecanismos de fitorremediacion (Brachiaria mutica y la
leguminosa leucaena (Leucocephala Lam) y bioaumentacion rizosférica
por un consorcio microbiano (que incluyé al Trichoderma a razén de
40*10° UFC mL™), se alcanz6 un 78% de remocion del hidrocarburo. De

una concentracion inicial de 50, 000 mg K™de TPH, en 158 dias.

En una revision realizada por Argumedo et al. (2009), describen el
potencial de Trichoderma, como modelo biolégico utilizado en
biorremediacion de sistemas terrestres y acuaticos. ldéneo para recuperar
sitios contaminados por plaguicidas, compuestos organoclorados y com-

puestos organofosforados.
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Especies de este genero, son capaces de degradar a los plaguicidas
organoclorados: DDT, el dieldrin y el endosulfan, que son persistentes en la
naturaleza y presentan alta toxicidad. También, documentan que el
Trichoderma Viride (T. Viride) contribuye en la degradacion del herbicida
triflurina (concentracion inicial: 1 mg L™, 90 % de remoci6n en 10 dias). A
la especie de T. harzianum lo refieren con la habilidad de utilizar al
insecticida organofosforado clorpirifés como fuente de azufre y de fosforo.
Inclusive lo registran capaz de degradar glifosato y acido aminometil

fosforico (Argumedo et al., 2009).

Hoyos et al. (2009), identifican al hongo Trichoderma con la capacidad de
solubilizar metales (manganeso, hierro y cobre), los cuales se ponen
biodisponibles y asimilables para las plantas. Otro estudio realizado por
Xiao et al.,, 2011, refieren que para el insecticida heptacloro se han
encontrado porcentajes de biodegradacion entre 71 y 97% con diferentes
hongos del género Trichoderma, siendo las reacciones de hidrdlisis e

hidroxilacion las etapas de degradacion hasta ahora dilucidadas.

De acuerdo a diferentes autores (Ma et al., 2011; Sene et al., 2010), el uso
de Trichoderma en biorremediacion, se considera sostenible para la
recuperacion del suelo. Sus mecanismos de degradacion de plaguicidas
como los herbicidas, son intracelulares, principalmente de origen reductivo
y en menor proporcion oxidativo. La exploracion de los mecanismos del
citocromo P450 y de las enzimas de degradacion, que dirigen el
mecanismos de expresion a nivel molecular, permitira disponer de una

nueva herramienta que brinda esté multifacético hongo.
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Los reportes de biodegradacion de atrazina por  Trichoderma, esta
documentada en varias referencias (Smith et al., 2005; Davidchik et al.,
2008; Quinto et al., 2008; Gopinath y Sims, 2011; Ma et al., 2011; Sene et
al., 2010 y Govantes et al., 2009). Sin embargo, son escasos los informes
sobre su remocion, con cepas de Trichoderma nativas rizosféricas
(regularmente son cepas exdgenas modificadas genéticamente). Aun mas
escasas son las investigaciones sobre su comportamiento y efectos en

remediacion de suelos contaminados por atrazina.

Sin embargo, la genomica de este género dicta su potencial biolégico en
biorremediacion para reducir los impactos antropogénicos negativos en las
diferentes actividades agricolas, industriales y urbanas (Rey et al., 2004;
Schuster y Shmoll, 2010).
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I1l. METODOLOGIA

I11.1. Localizacion: area de estudio

El area de estudio fueron zonas agricolas del Valle de Tulancingo en el
Estado de Hidalgo, México. Geograficamente, se localizaron tres suelos
agricolas dos de los suelos, se localizan en el municipio de Cuautepec de
Hinojosa y uno en el municipio de Tulancingo de Bravo, ubicados en la

region seis del Estado de Hidalgo, México (Figura I11.1).
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Figura I11.1. Localizacion geogréfica de los suelos agricolas en la region seis del Estado que
corresponde al valle de Tulancingo, Hidalgo, México.

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Estado de Hidalgo#Regiones geogr.C3.Alficas

De los suelos agricolas localizados en el municipio de Cuautepec de
Hinojosa, el primero denominado Scap, Se localiza en la comunidad el
Capulin, en latitud: 20° 0°23.27”N, longitud: 98° 14’ 59.09”0; el segundo
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suelo (Step), se ubica en localidad de Tepantitla, en latitud: 20° 3'2.90”N y
longitud: 98° 19’ 16.54”0.

El tercer suelo (Ssat) en estudio, estd representado en la localidad de
Santana Hueytlalpan municipio de Tulancingo de Bravo, se encuentra en
latitud: 20° 10°29.82”N y longitud: 98° 16’ 52.72”0.

El area de estudio (suelos agricolas), pertenece al valle de Tulancingo, con
un poligono de coordenadas: 20°10° 29” latitud norte, 98°16° 52” longitud
oeste; 19° 57 20 latitud norte y 98° 15° 59” longitud oeste. Predomina un
clima templado subhimedo (Cw). La temperatura media anual es de 14.5
°C, méaximas de 30 °C en los meses de marzo a julio y de agosto a febrero
las minimas alcanzan hasta los 3°C. El régimen pluvial se puede presentar
de marzo a septiembre con un minimo de 33.3 mm h™* y un méaximo de
190.7 mm h™; la media oscila entre 500-553 mm por afio (Sistema
Meteorologico Nacional, 2011; Estacion Meteoroldgica Universitaria,
2009).

I11.2. Muestreo, preparacion y conservacion de las muestras de suelo

La toma de muestra de los suelos en estudio se realizo en tres ocasiones. La
profundidad del muestreo fue de 0-25 cm usando una barrena tubular (7 cm
de diametro), se consideré la variabilidad del suelo y no fue necesario la
toma de muestra compuesta debido a la uniformidad de los suelos

seleccionados (figura I11.2).
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En cada toma de muestra, se respetaron los procedimientos descritos en el
método AS-01 de la Norma Oficial Mexicana (NOM-021-RECNAT-2000)
para el transporte, conservacién y métodos de analisis microbioldgico,

fisico y quimico del suelo.

Figura 111.2. Barrena tubular usada en la toma de muestra de los suelos.

El suelo para el analisis fisico y quimico se transportd en bolsas de
polipapel de un kilogramo (kg) previamente etiquetada, posteriormente los
suelos fueron secados al aire a temperatura ambiente (22-25°C), se
cuartearon y tamizaron con un tamiz de malla 32 de 0.5 mm de apertura.
Finalmente fueron almacenados en frascos de vidrio para su posterior

analisis.
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Las muestras del suelo para el analisis microbioldgico, fue transportado en
bolsas de plastico estéril (Nasco-whirl-pak®) etiquetadas, conservadas en

refrigeracion y procesadas el mismo dia.

Para estimar la diversidad de microorganismos en cada suelo, se llevo un
registro estadistico de la cuenta total de bacterias y hongos presentes en

cada toma de muestra.

I11.3. Métodos analiticos fisicos y quimicos en los suelos

experimentales

En la caracterizacion del suelo, se determinaron propiedades fisicas y

quimicas por las siguientes normas y métodos:

NOM-021-RECNAT- Determinacion de textura en suelo (AS-09)
2000

NOM-021-RECNAT- Densidad real por picndmetro (AS-04)
2000

NOM-021-RECNAT- Humedad del suelo (método AS-05)

2000

método Mehlich, 1948 Capacidad de intercambio catidnico
NOM-021-RECNAT- Medida de pH (AS-02)

2000

NOM-021-RECNAT- Carbono organico y materia organica (AS-09)
2000

método Kjeldahl, 1983 Nitrogeno total
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[11.3.1. Capacidad de campo

La capacidad de campo, se determind por el método de la textura por los
valores de proporcién de arena, limo y arcilla. Se aplicé la ecuacion 1,

utilizando los coeficientes sugeridos.

CC. = (% arcilla) a + (% de limo) b + (% de arena) c

(Ec.1)

Donde: a, b, c: son los coeficientes que se determinan para cada region y

tipo de suelo. Actualmente en México se utilizan los siguientes valores:

CC. = (% arcilla)(0.555) + (% de limo)(0.187) + (% de
arena)(0.027)..(Ec.2)

Se aplicd la ecuacion 2, consecutivamente el valor resultante, se interpolo
en el triangulo de textura (Anexo 1) y se obtuvo la capacidad de campo en

los suelos (Cisneros, 2003).

I11.3.2. Punto de marchitez permanente y humedad aprovechable

El punto de marchitez permanente, se determind por la ecuacion 3,

utilizandose el valor de la capacidad de campo (CC):
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- — (Ec.
3)

Donde:
PMP = punto de marchitez permanente

CC = capacidad de campo

La humedad aprovechable (Ha) del suelo, se calcul6 por la diferencia entre

la capacidad de campo y el punto de marchitez permanente (ecuacion 4).

(Ec.
4)

I11.4. Diversidad de microorganismos en la rizosfera de Phaseolus

vulgaris L.
I11.4.1. Cuantificacion de bacterias y hongos en la rizosfera

Para conocer la biodiversidad y viabilidad de bacterias y hongos por suelo
se determino cuenta total en bacterias (método descrito en la NOM-112-
SSA1-1994) y hongos por el método de Waksma (1922), ambos a 6
diluciones de trabajo (10%-10°) y siembra en superficie con tres
repeticiones. Para tener un registro estadistico de medicion en el tiempo por

condicion de suelo, la cuantificacidon de los microorganismos fue realizada
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consecutivamente por tres semanas a partir de la toma de muestra de los

suelos.

[11.4.2. Seleccidn e Identificacion de cepas

El criterio de seleccion e identificacion de cepas nativas rizosféricas de
bacterias y hongos, fue comparar el crecimiento de las siembras por suelo.
Después del tiempo de incubacion, se realizd un conteo de células viables,

registrando tiempo de crecimiento, frecuencias y coincidencias por suelo.

Las pruebas macroscopicas discriminativas para bacterias aisladas en AES,
fueron: aspecto de la colonia; elevacion; forma; margen o borde y color. La

identificacion microscopica se realizo por tincion diferencial Gram.

En hongos, las caracteristicas morfoldgicas de identificacion de cepas fue
color del talo; textura del talo; forma de crecimiento (longitudinal y radial);
el numero de colonias (individual, dos, tres, etc.); la apreciacion de las

hifas, aparicion, formay color de conidios.

Las cepas fungicas se examinaron en micro cultivo por microscopia
(método de Riddell, 1950), con el uso de microfotografias, tomadas por un
microscopio Motic BA300, objetivos de campo claro y contraste de fase al
que se acopl6 una cdmara digital Moticam 480 (software Motic Imagenes
Plus 2.0). Después se aplicé la técnica de tincion fija para micro cultivo con

azul de lacto fenol (Flores y Garcia, 1995).
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La observacion macroscépica tanto de hongos y bacterias se realizé en los
primeros dias de su aislamiento. En hongos su morfologia cambia de

acuerdo a su ciclo de vida.

Las cepas de microorganismos (hongos y bacterias) coincidentes, fueron
purificadas por resiembras consecutivas (estria en superficie). Las bacterias
en medio solido de AES y las cepas de hongos por la técnica de puncion de
hifas, en PDA vy se incubaron a las condiciones descritas anteriormente.
Esté procedimiento se repitid hasta la purificacion de las cepas aisladas.
Por dltimo, las cepas puras se conservaron en tubo inclinado para su

posterior identificacion.

Para identificar el género de las cepas, primero se relacion0 la descripcion
macroscépica y microscopica de cada una y después fueron realizadas las
pruebas bioquimicas: ensayos APl (bioMérieux®SA), catalasa, oxidasa,

movilidad, citrato, urea, gelatina, almidon, entre otros.

En hongos, todas las cepas fueron examinadas en microcultivo por
microscopia, usando microfotografias. Las imagenes se relacionaron con
los resultados de la tincion azul de lactofenol, referencias bibliograficas y

criterios morfologicos (Correa y Pefiuela 2002; Barnett y Hunter, 2006).

I11.4.3. Aislamiento e identificacion de la cepa bacteriana:

Rhizobium sp.

La bacteria Rhizobium sp., fue aislada de nodulos de la planta de frijol. Se
colecto por suelo experimental 30 plantas en etapa fenoldgica de
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prefloracion, se lavaron con abundante agua para retirar el suelo adherido y

con pinza estéril se retiraron los nddulos adheridos a la raiz.

Los nodulos fueron clasificados por tamafios (grandes, medianos y chicos)
y se colocaron en viales de 10 mL para su limpieza. Primero se lavaron con
tres porciones consecutivas de agua estéril (se agrega perlas de vidrio),
seguido de dos lavados de una solucién al 0.2 % p/v de cloruro de mercurio
(HgCly) y nuevamente dos lavados con agua estéril. Los nodulos
desinfectados y secos, se machacaron para su observacién en fresco al

microscopio.

Para determinar la viabilidad y presencia de bacterias presentes en los
nodulos, se tom6 una asada de los nodulos machacados en fresco y se
sembro en superficie, por estriado en placas con medio sélido de Agar
Manitol-Extracto de Levadura (AML) con rojo congo (10 mL™ de una
solucién acuosa 1:400). Las cajas fueron incubadas a 27°C por 5 dias. Al
término del tiempo de incubacion, se tomoO por asa diferentes colonias
formadas y se resembraron 4 veces mas con el mismo procedimiento, para
la purificacion de las cepas (Figura I11.3). Posteriormente, se sembraron en
AML con azul de bromotimol a las mismas condiciones y a los

crecimientos se les aplico la prueba de tincion diferencial Gram.

A las cepas desarrolladas en AML, se les realizd pruebas bioquimicas por
ensayos APl (bioMérieux®SA): catalasa, oxidasa, movilidad, citrato, urea,
gelatina, almidon, entre otros. Posteriormente, se compararon las
descripciones macroscopica y microscopica con los resultados bioguimicos

y se determin6 que el género de la cepa aislada del nddulo de frijol fue
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Rhizobium sp.

aislamiento Purificacion de
cepas

Pruebas
bioquimicas

Figura 111.3. Identificacion del género Rhizobium sp., aislado de nodulos de frijol.

111.5. Bioensayos de resistencia por inhibicion de crecimiento

La resistencia al herbicida atrazina, se determiné con ensayos de
Crecimiento Inhibitorio (Cl) a 15 cepas de bacterias (incluyendo al
Rhizobium sp.), 7 cepas fungicas y 3 géneros de hongos no identificados

utilizando el método cualitativo de difusion en disco (Bauer et al., 1966).

En cajas Petri con medios solidos de PDA (hongos), AES (bacterias) y
AML (Rhizobium). Se inocularon las cepas de los géneros identificados
mediante la técnica de extension por superficie. A cada cepa por triplicado,

se les colocod discos de papel filtro estéril (0.5 cm de didmetro)
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impregnados con 10 pL de solucion del estdndar de atrazina a diferentes
concentraciones: 0, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 5000, 7500 y 10,000 mg
L-' (Figura 111.4). Cada caja, con su repeticion, se incubd en las
condiciones previamente descritas para cada tipo de microorganismo.

Terminado el tiempo de incubacidn, se midio la zona de inhibicidn presente

en cada microorganismo.

Atrazina Ensayo Crecimiento del
inhibitorio Trichoderma sp.

to de
Rhizobium sp.

Figura 111.4. Ensayo de resistencia de los microorganismos

por Crecimiento Inhibitorio (CI).

El porcentaje de inhibicion del crecimiento fungico y bacteriano, se calculd

mediante las ecuaciones 5y 6:
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(Ec.5)

(Ec.6)

Donde, @ atz representa el didmetro (mm) de crecimiento del
microorganismo en los tratamientos expuestos a la atrazina en cada
evaluacion. @b, es el diametro de crecimiento del microorganismo control
negativo en cada evaluacion y % CI es el porcentaje de crecimiento

inhibitorio.

La velocidad de crecimiento del microorganismo en la inhibicion, se

calculd con la siguiente ecuacién:

(Ec.7)

Donde V es la velocidad de crecimiento, @C representa el didmetro (mm)
de crecimiento del microorganismo (mm) Yy t es el tiempo de incubacion
(dias).

111.6. Produccion de biomasa: Rhizobium sp., y Trichoderma sp.
Rhizobium sp.

La biomasa del género bacteriano Rhizobium sp., se obtuvo por cultivo

sumergido, en frasco de cultivo de 250 mL con rosca. Se agregé al frasco
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50 mL de medio de Wright (1 L de agua: 0.2 g NaCL; 0.5 g K,HPOy; 0.3g
MgSQO,.7H,0; 0.1g CaCOs; 0.1 g CaSO,; 10 g Manitol; 0.2g Extracto de
levadura), se inocul6 con tres asadas de la cepa bacteriana pura y se incubo
en una estufa con agitador orbital durante 8 dias a 28°C y 150 rpm
(Barntead, Lab-line).

La biomasa generada, se transfirié a tubos conicos de 50 mL con tapén de
rosca y se centrifugaron durante 10 minutos a 5000 rpm y 14°C. El
sobrenadante, se decanté y la biomasa adherida al tubo se lavo con
porciones de 5 mL de agua estéril y nuevamente se centrifugd a las mismas
condiciones. La biomasa de Rhizobium sp., fue conservada en frascos de

vidrio estériles en refrigeracion (Figura I11.5).

Figura 111.5. Obtencién de la biomasa del Rhizobium sp., en cultivo sumergido.
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Trichoderma sp.

La biomasa de Trichoderma sp., se obtuvo en medio sélido utilizando cajas
con medio sdlido de PDA sin acidificar. Las cajas con el medio fueron
inoculadas con la cepa pura del hongo por propagacion (método de punta
de hifa) e incubadas a temperatura ambiente a cinco dias en oscuridad. Al
término de la incubacidn, el micelio formado en las cajas se extrajo por
raspado de la superficie de la placa y tres lavados consecutivos de 5 mL de
agua estéril (Guigoén et al., 2010). La suspension de conidios obtenidos, se
conservd en frasco estéril en refrigeracion (figura 111.6). Por ultimo, se
cuantifico la viabilidad del in6culo mediante la concentracion de esporas en

camara de Neubauer de 0.100 mm (Agamez et al., 2008).

Figura I11.6. Obtencion de la biomasa del Trichoderma sp., en medio solido.
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I11.7. Cinética de crecimiento de Rhizobium sp., y Trichoderma sp.

En frascos para cultivo de 250 mL con tapon de rosca, se colocé 100g de
suelo previamente esterilizado y saturado a capacidad de campo con una
solucién de atrazina a 100 ppm (Gesaprim 50FW®). Se inocularon 20
frascos con 10 mL de la suspension de cepas de Rhizobium sp., (1x10® UFC
mL™ de células viables) y 20 frascos con la suspension de la cepa de
Trichoderma sp.(1x10*-1x10° conidios mL™ de solucién del micelio). Los
frascos fueron almacenados a temperatura ambiente por 15 dias. Al primer
dia de incubacion (tiempo 0) y a los 5, 10 y 15 dias, se les realizé cuenta
total (NOM-112-SSA1-1994) del hongo y la bacteria. Al mismo, se trabajo
un blanco (suelo estéril sin atrazina) y un testigo (suelo no estéril, con

atrazina), en las mismas condiciones que los microorganismos en estudio.
111.8. Biorremediacién de suelo contaminado por atrazina

I11.8.1. Bioaumentacion en laboratorio

A nivel laboratorio, se utilizd suelo de la localidad de Tepantitla (sin
aplicacion de plaguicidas), el cual fue secado al aire libre y tamizado en
malla 10. Se prepar6 una mezcla homogénea con el suelo y Agrolita®
perlita en proporcion 80/20 v/v. En frascos de cultivo con rosca de 250 mL,
se colocaron 50 g de la mezcla de suelo y se esterilizaron a 110°C por 45
minutos, 3 dias consecutivos. Los frascos con suelo estéril, se saturaron a
capacidad de campo de una solucion de 500 ppm de atrazina grado técnico
(Gesaprim 50FW®).
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Se trabaj0o con cinco unidades experimentales y cinco repeticiones,
ordenados de la siguiente forma:

1) suelo estéril + atrazina + Rhizobium sp.

2) Suelo estéril + atrazina + Trichoderma sp.

3) Suelo estéril + atrazina + mezcla Rhizobium-Trichoderma

4) Suelo estéril + atrazina (blanco)

5) suelo no estéril + atrazina (Testigo)

Cada frasco con sus tres repeticiones fue inoculado con 10 mL de la
suspension del microorganismo (1x10%-1x10° UFC mL™ de Trichoderma
sp. y 1x10° UFC mL™ de Rhizobium sp.) y almacenados por 40 dias en
condiciones de invernadero. El tratamiento se analizé a los 0, 5, 10, 20 y 40
dias. En cada periodo de tiempo, el suelo fue secado al aire libre, tamizado
(malla 32 de 0.5 mm de apertura) y se conservé en bolsas de plastico para

la extraccion del herbicida.
111.8.2. Fitorremediacidn y bioaumentacion en invernadero

Se trabajo en invernadero en un &area de 4x4 m? con piso alfombrado,
ventilacion mecanica por cortinas laterales, adaptado con malla antiafidos y

malla sombra de monofilamento al 80% (Figura 111.7).

La semilla de frijol se limpio de impurezas. Los granos de semilla, fueron
seleccionados con caracteristicas similares: color, tamarfio, aspecto brilloso,

formay sin lesiones fisicas externas.
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Para desinfectar la semilla, se lavd con agua corriente por tres minutos,
después se colocd en un frasco con rosca de 250 mL cubriendo toda la
semilla con una solucion de 1:1000 de cloruro de mercurio (HgCL,) por
cinco minutos. Enseguida, se lavd la semilla con cinco porciones de agua
estéril y finalmente se dejo secar sobre papel filtro estéril en campana de

flujo laminar.

La germinacion de la semilla, se realizo en cajas Petri con medio solido de
Wright (1 Litro de agua: 0.2 g NaCl; 0.5 g K,HPO,; 0.3g MgS0,4.7H,0;
0.1g CaCOs; 0.1 g CaSOy; 10 g Manitol; 0.2g Extracto de levadura; 15 g de
Agar-Agar), se colocaron tres semillas por caja y se incubaron a 25 °C por
4 dias.

Se utilizé como maceta, bolsa plastica negra de 35x35 cm, con 4.5 kg de
suelo estéril (70 unidades experimentales, con el mismo manejo descrito a
nivel laboratorio), saturado a capacidad de campo con soluciones de
atrazina grado técnico (Gesaprim 50FW®) a dos concentraciones
diferentes: 1000 mg L™ (16.6 mg 50 g™ de suelo) y 2000 mg L™ (33.3 mg
50 g™ de suelo).
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Figura 111.7. Condiciones y materiales utilizados en el experimento en invernadero.

En ambas concentraciones, se trabajo con 35 unidades experimentales, siete

tratamientos, cinco repeticiones y el siguiente arreglo de tratamientos:

1) Suelo estéril + frijol + Rhizobium sp. + atrazina

2) Suelo estéril + frijol + Trichoderma sp.+ atrazina

3) Suelo estéril + frijol + Rhizobium sp. + Trichoderma sp. + atrazina
4) Suelo esteril + frijol + atrazina

5) Suelo estéril + atrazina (Blanco)

6) Suelo no estéril + atrazina (testigo)

7) Suelo no estéril + frijol (testigo de la planta)

En los tratamientos de suelo contaminado a 1000 mg L™ de atrazina, las

semillas (pre-germinadas) se plantaron (tres por maceta) al mismo tiempo
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que se inocularon las macetas con los microorganismos correspondientes:
33 mL de biomasa del Rhizobium sp. (Viabilidad de 1x10° UFC mL™) y

48 ml de la cepa del Trichoderma (1x10*-1x10° conidios mL™).

Por otra parte, en los tratamientos con suelo contaminado a 2000 mg L™
del herbicida, la siembra de la semilla fue 5 dias antes de la inoculacién de
los microrganismos (se trabajo con la misma cantidad de semilla y de

inoculo).

Las unidades experimentales a 1000 ppm, se trabajaron por 30 dias y las de
2000 ppm a 40 dias, tiempo en el cual, se registrd la temperatura y
humedad relativa en el invernadero con un hidrémetro digital (EXTECH,
modelo 445713, figura 111.7).

Al término de cada tratamiento, la planta de frijol con su raiz fue retirada
de la maceta y colocada en bolsa de papel previamente etiquetada. El suelo
de cada unidad experimental, fue secado al aire libre, se homogenizé,
tamizd (mismo procedimiento antes descrito) y guardo en bolsas pléasticas.
De igual forma, la planta ya seca, se trituré y molié en mortero para su

posterior analisis (Figura 111.8).

Islas-Pelcastre, M. 2013 Pagina 93



Capitulo III: Metodologia

T | =

Inoculacion

uestreo

: | -
= | =7
eparacion de las

35 f«’ﬁ!eﬁraﬂf‘%.

Figura 111.8. Tratamiento en maceta en invernadero: Toma y preparacion de las

muestras.

111.9. Extraccidn y cuantificacion de atrazina

El proceso se realizd adaptando lo propuesto por Fragoeiro y Magan
(2005).

En tubos conicos de 50 mL con rosca, se colocaron 5 g de suelo seco y
homogenizado, 10 mL de metanol y se agitdé orbitalmente a 300 rpm
durante 24 h en oscuridad. Al término del tiempo agitacion, los tubos se
centrifugaron 10 min, 5000 rpm a 14 °C; se filtro el sobrenadante y se
colecto en viales de vidrio de 10 mL. El metanol, se evapord a sequedad a
25°C dentro de una campana de extraccion de gases (se colocO piedra
volcénica para regular la evaporacion) y el residuo fue re suspendido en 5
mL de acetonitrilo grado HPLC (Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucién). Finalmente, las muestras se filtraron por una membrana
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(Millipore-Nylon®) de 0.45 micras y el liquido filtrado, se recolecto en
viales para su analisis por HPLC (Figura 111.9).

Figura 111.9. Extraccion de atrazina en muestras de suelo y planta.

En el analisis de la planta, se utilizd el mismo procedimiento ya descrito.
La variante consistio en hacer pasar la muestra por otro filtrado en jeringa,
con 1 ml de silica gel, realizando 2 lavados de 5 ml con metanol como
eluyente. El filtrado se evapor0 hasta sequedad, el residuo se re-suspende
en 5 mL de acetonitrilo (grado HPLC) y se pasé por un filtro por una
membrana (Millipore-Nylon®) de 0.45 micras (Figura 111.9).

Las muestras filtradas tanto de la planta como del suelo, fueron analizadas
con un equipo de HPLC Agilent 1200®, serie infinity, detector de arreglo
de diodos con una columna Poroshell® 120 EC-C18 4.6 x 50mm 2.7
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micron. La condicion cromatografia inicio6 en fase movil 70/30
agua/acetonitrilo (v/v), a un flujo de 0.5 mL min™ e inyeccién de muestra
del0 microlitros. EI tiempo de retencion, fue de 2.84 minutos para atrazina
con limite de deteccion de 1 ng mL™. Las soluciones de trabajo para
realizar la curva de calibracién de atrazina fueron: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 mg
mL™; que prepararon a partir de la solucién stock de 1 mg mL™ (estandar
de atrazina 98%, reactivo analitico) por dilucion con acetonitrilo grado
HPLC (Figura 111.10).

Viales con Automuestrador Columna
muestra

Cromatograma  HPLC Agilent 1200®

Figura 111.10. Cuantificacion de atrazina por HPLC. Agilent 1200, serie infinity.

Los valores obtenidos en HPLC, se ajustaron a la ecuacién 8 de la curva

estandar:
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(Ec.
8)
R%=0.987

De esta ecuacion, se obtuvo la masa retenida de atrazina (X), tanto en
planta como en suelo. Siendo el balance de masa global para la atrazina en

el ensayo:

M-entrada= IVl-retenida + M-degradada (EC.9)

Donde:

M= masa de atrazina,

De la ecuacion 10, se estim6 los miligramos de atrazina degradada:
M-degradada = IVl-entrada - IVl-retenida (EC.lO)

111.10. Analisis estadistico

El disefio experimental en la caracterizacion fisica y quimica de los suelos,
fue completamente al azar. Los tres muestreos tuvieron tres repeticiones.
Los datos obtenidos fueron analizados mediante analisis de varianza y la

prueba de comparacion de medias simple (Tukey: a=0.05).

La biodegradacion de atrazina en laboratorio, fue un disefio completamente
al azar. Lo valores obtenidos de los siete tratamientos y sus tres
repeticiones se analizaron por andlisis de varianza de un solo factor y la

prueba de comparacion de medias simple por Tukey: a=0.05.
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El analisis estadistico de todos los datos obtenidos fueron realizados con el
programa estadistico Number Cruncher Statistical System (NCSS), version

2007 y las graficas en Sygma Plot, version 11 (2009).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. 1. Parametros fisicos y quimicos de las muestras de suelo

Los valores de los parametros fisicos y quimicos encontrados en las
muestras de suelo recolectada en los tres sitios de estudio se reportan en el
cuadro IV.1. ElI pH de acuerdo a la NOM-021-RENACT-2000, esta
clasificado como moderadamente acido para dos de los sitios (Capulin y
Santana) y neutro para el suelo de Tepantitla. En estos intervalos los
nutrimentos son mas disponibles, asi como los contaminantes en la
solucion del suelo (Rinnan et al., 2007). A estos intervalos de pH los
microrganismos rizosféricos como bacterias y hongos pueden crecer, sin

que su poblacion se afecte significativamente.

Cuadro IV.1. Comparacién de medias de las propiedades fisicas y quimicas de los suelos

estudiados.
Suelos agricolas del Valle de Tulancingo Hidalgo, México
Capulin Tepantitla Santana Error
Estandar

% Humedad 14.89, 15.86, 15.20, 0.20
pH (1:2 en agua) 6.35, 6.69, 5.78y 0.12
%Nitrégeno Total 0.18, 0.24, 0.30, 0.0094
%Carbono Organico 2.86, 3.36p 4.08; 0.012
% Materia Organica 4,94, 5.79, 4.04, 0.0086
CIC (Cmol(+)kg™) 29.34, 59.63; 25.46, 3.63
Densidad real (g cm™) 2.38, 2.43, 2.29, 0.11
Textura Franco arenoso  Franco Franco

Para cada linea letras distintas indican diferencia significativa (con 0=0.05, Tukey)
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El nitrégeno total en suelo resulté con valores diferentes para cada sitio en
estudio. En la Norma Oficial Mexicana (NOM-021-RENACT-2000), estan
clasificados en intervalos de alto (0.15-0.25 %) y muy alto (> 0.25).

En relacién al contenido de materia organica (MO) y carbono organico
(CO), la norma sefiala que valores de MO entre 4.1-6.0%, indican un bajo
contenido de fertilidad. Contrariamente, para Rodriguez y Rodriguez
(2002) la cantidad de materia organica y carbono organico en clasificacion

agronomica es alto y muy alto (>3.5%).

Por altimo, en funcion de la textura (proporcién de las particulas del suelo:
Arcilla, Limo y Arena) se clasifican como franco y franco arenoso (NOM-
021-RENACT-2000). EIl suelo que resultd de textura gruesa fue el suelo
del Capulin. La principal caracteristica de los suelos franco arenoso, es su

baja capacidad para retener nutrimentos y agua.

Los suelos de Santana y Tepantitla, resultaron de textura media por ser
franco y son suelos ideales para la produccion agricola, por su amplia
capacidad productiva y disponibilidad de agua. Estos suelos podrian
considerarse del tipo versitol, por su alta capacidad de intercambio

cationico la cual varia en el rango de 20 a 45 cmol kg™ (cuadro 1V.1).

Las pruebas de comparacion de medias (Tukey 0.05) en las propiedades
fisicas y quimicas, mostraron que hay diferencias significativas en el suelo
de Santana, en relacion a los otros dos suelos. Ademas, se debe considerar

que clasificar estas propiedades no solo son importantes en la génesis y
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fertilidad del suelo, también inciden en la capacidad de retencion,
adsorcion y degradacion de la atrazina en el suelo (Bridges et al. 2008;
Raymundo et al. 2009).

Con observaciones de las referencias bibliograficas (Monard et al., 2008) y
los datos experimentados, se estima que los tres sitios estan en intervalos de
fertilidad agricola, pero el suelo de Santana por ser una zona agricola
intensiva (uso de fitosanitarios), podria ser vulnerable a deterioro e

impactos ambientales negativos a corto plazo.

Las propiedades de la mezcla de suelo utilizada, en los ensayos en
laboratorio (matraz) e invernadero (maceta), se pueden observar en el
cuadro 1V.2. En él, se observa un incremento minimo en el pH después de
los tratamientos (4.9%), pero considerando la NOM-021-RENACT-2000,
esté valor es neutro. El contenido de carbono organico y materia organica,
aument6 a 13.69 % y 13.81 % respectivamente y estan dentro del mismo

intervalo que el suelo de origen (Tepantitla).
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Cuadro IV.2. Propiedades fisicas y quimicas de la mezcla de suelo.

Parametro Suelo Tepantitla Mezcla de suelo (80:20
vlv), después de los

tratamientos

pH (1:2 en agua) 6.69 7.02
% Carbono orgénico 3.36 3.82
% Materia organica 5.79 6.59
% Humedad 15.86 34.67
Densidad aparente 1.32 *ND
% Arena 50.2 ND
% Limo 24.9 ND
% Arcilla 24.9 ND

*ND: No Determinada.

El contenido de humedad de la mezcla de suelo es superior al suelo de
origen, aumentd a 118.6 %. Esto puede deberse a la Agrolita® utilizada en
la mezcla, debido a que es un material inerte que eleva la capacidad de
retencion de agua disponible. Por otro lado, los valores del cuadro 1V.2 son
similares a lo reportado por Dehghani et al. (2013), para remediacion de
suelos contaminados por atrazina con clase textural franco a excepcion de

la materia organica, donde el valor es menor en 2.2 unidades.

Los parametros de humedad en la mezcla de suelo, se engloban en el
cuadro IV.3. En aspectos de control agricola, los datos indican que hay
disponibilidad de agua presente en el suelo y se puede hacer un uso 6ptimo

del recurso hidrico para la planta.
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Cuadro 1V.3. Parametros de humedad en la mezcla de suelo.

Parametro Promedio
Capacidad de campo 19.83 %
Punto de marchitez permanente 11.69 %
Humedad aprovechable 8.14 %
Profundidad de la raiz en la maceta 20 cm

El valor de la capacidad de campo, esta en los intervalos referenciados a la
clase textural del suelo original (Tepantitla). EI punto de marchitez
permanente, fue cuatro puntos porcentuales mayores y la humedad
aprovechable tres puntos menos a lo reportado para suelos de textura
franco. En ambos casos la adicion de agrolita influye en los pardmetros de

humedad de la mezcla.

En sintesis, los requerimientos edafoldgicos de la mezcla de suelo estan en
intervalos reportados para biorremediacion de suelos con mecanismos de
fitorremediacion y bioaumentacion (Cisneros 2003; Monard et al., 2008;
Smith et al., 2005; Aceves et al., 2008; Raymundo, 2008).

IV. 2. Diversidad de microorganismos en la rizosfera del Phaseolus

vulgaris L.

IV.2.1.Cuantificacién de bacterias y hongos en la rizosfera

En la figura 1V.1, se muestran los resultados del conteo total de bacterias en
los tres sitios por condicion de suelo. Se obtuvo un intervalo de 1.09 x10°—
1.5x10° UFC g™ de suelo. En los suelos rizosféricos se encontré mayor

poblacién bacteriana y los de menor poblacién fueron los no rizosfeéricos.
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La poblacion bacteriana en el suelo de santana (en las tres condiciones del
sitio), esta en los mismos intervalos de los suelos considerados como no
perturbados por la aplicacion de atrazina. La cuenta total de bacterias, es
similar a lo reportado por Sangabriel et al. (2006), donde suelos a nivel de
rizosfera (con cultivo de Phaseolus coccineus a dos condiciones de suelo:
contaminado con combustéleo y sin contaminar) reportan 1.7x10° UFC g*
de suelo de bacterias totales y observaron incremento en la poblacion de
bacterias, después del proceso de fitorremediacion por Phaseolus

coccineus.
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Figura IV.1. Cuenta total de bacterias aerobias (UFC g*) de los tres suelos
agricolas del Valle de Tulancingo, Hidalgo, México. Donde C es el

suelo de EI Capulin, T de Tepantitlay el suelo S de Santana.

Otras referencias, como la de Maier y Pepper (2009); Calvo et al. (2008);
Cordova et al. (2009); Ferrera et al. (2007), citan poblaciones de 10> a 10°
UFC g* suelo, de bacterias totales en suelos rizosféricos en cultivos de
leguminosas para procesos de biorremediacion. Comparativamente, los
resultados experimentales estan dentro de los estimados por estos autores
independientemente de la condicion del sitio, régimen hidrico, localizacion

geogréfica y clase textural.
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En relacién a los hongos, se observo que la cantidad poblacional (cuenta
total) en los suelos en estudio es también mayor en la zona de la rizosfera,
en una relacion rizosfera/suelo (R/S) de 2:1, en los tres sitios (Figura 1V.2):
Capulin (C), Tepantitla (T) y Santana (S).

le+d
de+d "

EE Suelo sin planta

Suelo de la rizosfera T
Be+d — Suelo planta seca

UFC g
}_.

de+d

2e+4

D T T T T T I
Cc cC C T T T S S S

Condicion de suelo por sitio experimental

Figura 1V.2. Cuenta total de hongos (UFC g™) de los tres suelos agricolas del
Valle de Tulancingo, Hidalgo, México. Donde C es el suelo de El

Capulin, T de Tepantitla y el suelo S de Santana.

La proporcion de conidios por gramo de suelo (UFC g'), se encuentran
dentro del rango estimado por Maier y Pepper (2009), siendo esta de 10° a
10° UFC g™ en suelo rizosférico. Calvo et al. (2008) y Coérdova et al.
(2009), reportan intervalos de 10° UFC g™ de suelo, menores a los

encontrados en suelos no rizosféricos en la zona en estudio.
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Inclusive, los dos los suelos agricolas (Capulin y Tepantitla) en régimen
hidrico de temporal y sin fertilizacion inducida, presentaron valores
recomendables. Lo que refiere que la diversidad y cantidad de géneros

fangicos reportados son rangos apropiados.

IV.2.2. Seleccion e Identificacion de cepas bacterianas y fungicas

Las cepas de hongos y bacterias seleccionadas, se aislaron de los suelos
rizosféricos de Santana al considerar lo planteado por Robinson (1996),
quien relaciona la resistencia genética de los microorganismos de sistemas
silvestres con su capacidad de autorregularse y adaptase a medios
contaminados. Los cuadros IV.4 y IV.5, resumen las pruebas realizadas a

las cepas de bacterias identificadas a nivel de genero.
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Cuadro 1V.4. Resultados de las observaciones macroscopicas, microscopicas y pruebas
bioquimicas de los generos bacterianos aislados (parte 1).

Género

Sphingomonas
sp

Descripcion Macroscopica

Colonia
circular,
convexa,
margen entire,
color naranja

Descripcion Microscopica

Bacilos gram -

Ensayos bioquimicos

Movilidad
Catalasa
Oxidasa
NO3
Triptofano
O-F de la
glucosa
Glucosa
Lactosa
Urea
Xilosa
Gelatina
Manosa
Manitol
Maltosa
Citrato
Almidon

+
+

+
negativo
negativo
Oxidativo

negativo
NA

negativo
NA

positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
NA

*NA = No Aplica.

Micrococcus sp

Colonia circular
, plana, margen
entire, color
amarillo,

aspecto viscosa

Cocos
positivo

gram

++

NA*
NA
NA

Positivo

Serrantia sp

Colonia
circular,
elevacion
convexa,
margen entire,
color: rojiza-
café, aspecto
ViSC0s0

Bacilos gram
negativo

NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA

Bacillus sp

Colonias de forma
circular, en domo
margen entire,
cremosa, color
beige opaco

Bacilos
negativo

gram

NA
NA
NA
NA
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IV.2.2.1. Identificacion de Rhizobium sp., aislado de los nodulos
de la planta de frijol

Las caracteristica fenoldgicas de la planta de frijol donde se extrajo los
nodulos para aislar la bacteria de Rhizobium sp.), resultaron con una media
de 3.2 nudos, 3.8 inflorescencias y 11.47 cm de longitud de la raiz del total
de plantas seleccionadas. Respecto a los nodulos extraidos por planta
promediaron 23 nodulos por raiz periférica de aspecto rosado, tamafios
diferentes, diametro de 0.34 cm y un volumen de 0.10 mL (en vial conico
de 1 mL).

Se encontraron similitudes en las caracteristicas de la planta y noédulos con
lo reportado por Mora et al. (2007), sobre efectividad de cepas de
Rhizobium en diferentes variedades de frijol. Se observo que estan dentro
del rango de algunas variedades de frijol. Sin embargo, en variedades
mejoradas de frijol se reportan cantidades mayores. No obstante, estos
autores en el mismo informe, sefialan que la efectividad de las cepas no fue
significativo en relacion a las caracteristicas fenologicas de las variedades

de frijol estudiadas.

La observacion al microscopio (figura 1V.3) de los nodulos de frijol en
fresco, revelaron la existencia de organismos vivos en forma de bacilos de
color beige traslucidos y de consistencia mucilaginosa. La longitud del
bacilo promedio 109. 85 um y su tincién en fresco resulto Gram negativo.
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Figura 1V.3. Nodulo de frijol, en fresco. Se aprecian organismos en forma de
bacilos, con una longitud de 109.85 UM.

En la comparacion de pruebas bioquimicas y caracteristicas morfoldgicas,
resultd que la cepa aislada del nodulo de frijol es el género bacteriano
Rhizobium sp. (cuadro IV. 5, parte Il). Resultados similares fueron
reportaron por Acosta y Martinez, 2002; Richardson et al., 2004 y Santana,
2007. En estos informes, las cepas de Rhizobium se aislaron de nodulos de

leguminosas de suelos contaminados por plaguicidas.
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Cuadro 1V.5. Resultados de las observaciones macroscopicas, microscopicas y pruebas
bioguimicas de los géneros bacterianos aislados (parte I1).

Género

Erwinia sp.

Rhizobium sp.

Pediococcus
sp.

Agrobacterium
sp

Descripcion Macroscopica

Colonia Colonia circular | Colonia de | Colonia circular
puntiforme, 0 convexa, borde | forma circular, | crecimiento
convexa, entire color | |jsa, plana, | elevado,
margen entire, | 21anc0- DEIG. | margen  wavy, | margen  labed,
color amarillo semitranslucido cremosa, color | color Blanco-
aspecto . . .
claro de o amarilla beige y viscosa
i mucilaginoso .

aspecto fino brillante

Descripcion Microscopica
Bacilos gram | Bacilos Coco gram | Bacilos  gram
negativo gramnegativos | positivo negativos

Ensayos bioquimicos

Movilidad + + + +

Catalasa - + - +

Oxidasa NA* + NA +

NO3 NA NA NA -

Triptofano NA + NA

O-F de Ila|NA Oxidativo NA F

glucosa

Glucosa - - NA Positivo

Lactosa + + + NA

Urea NA NA + +

Xilosa NA NA + +

Gelatina - NA + NA

Manosa NA NA + A

Manitol NA + + NA

Maltosa NA + + NA

Citrato NA NA + NA

Almidon NA NA - NA

Medio YMA | NA + NA -

(azul de

bromo timol)

Test: Hug | NA Oxidativo NA -

yleftson

*NA = No Aplica.
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Otros resultados similares reportados por: Smith et al., 2005; So y Kyung,
2009; Vasquez et al., 2010; Maldonado et al., 2010; refieren a los géneros
de Sphingomonas sp.; Micrococcus sp.; Serrantia sp.; Bacillus sp.;
Rhizobium sp. y Agrobacterium sp., como bacterias aisladas del suelo con
capacidad de biodegradar contaminantes organicos incluyendo al herbicida

atrazina.

En las pruebas descriptivas macro, microscopicas y bioquimicas se
identificd ocho géneros de bacterias (Sphingomonas sp. Micrococcus sp.
Serrantia sp. Bacillus sp Erwinia sp. Rhizobium sp. Pediococcus sp. vy
Agrobacterium sp.). De hongos, se identificO 7 géneros (23 posibles
especies) registrados de la siguiente manera: Alternaria (uno), Mucor (dos),
Clandosporium (uno), Fusarium (tres), Aspergillus (uno), Penicillium
(siete) de Trichoderma (cinco) y tres cepas fungicas no identificadas
(Cuadro 1V.6).
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Cuadro 1V.6. Diversidad de microorganismos aislados e identificados por condicion de suelo.

Suelo sin planta Suelo de larizosfera  Suelo con planta seca
Género T C S C S C
Sphingomonas sp. + - - +
Micrococcus sp. + + + +
Serrantia sp. + - + -
Bacillus sp + + +
Erwinia sp + - +
Rhizobium sp - - -
Pediococcus sp - +

Agrobacterium sp
Alternaria
Mucor sp. 1
Mucor sp. 2
Clandosporium
Fusarium sp. 1
Fusarium sp. 2
Fusarium sp. 3
Aspergillus sp.
Penicillium sp. 1
Penicillium sp. 2
Penicillium sp. 3
Penicillium sp. 4
Penicillium sp.5
Penicillium sp. 6
Penicillium sp. 7
Trichoderma 1
Trichoderma 2
Trichoderma 3
Trichoderma 4
Trichoderma 5
No identificada 1
No identificada 2
No identificada 3

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + A+ + A+ +
+ + + + + + + + + + + F + + + A+ + o+ + A+ o+

+ + + + + + + + + + A+ A+ o+ A+ + o+

+ + + + + + + + + + + F A+ A+ o+ A+ A+ + A
+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ ++ 4+ + 4+ ++++ A+ A+ A+ A+ A+ +
+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ ++ 4+ + 4+ ++++ A+ A+ A+ A+ A+ +
+ + 4+ + + + + 4+ + + + A+ A+ A+ A+ A
+ + + + + + + 4+ + + A+ A+ + o+

+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ ++ A+ A+ A+ A+ O

Otro punto a resaltar en el cuadro V.6, refiere que los microorganismos

identificados (bacterias y hongos) son rizosféricos, nativos, viables y
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cultivables de la planta de frijol que se cultiva en el valle de Tulancingo,
Hidalgo, México.

La frecuencia de los microorganismos identificados por condicién de suelo,
se muestran en la figura 1V.4, se destacan los géneros fungicos y las
bacterias Micrococcus sp. y Bacillus sp., por encontrarse en los tres suelos
y en las tres condiciones de muestreo. De esta circunstancia, se deduce que
los hongos identificados son autdctonos y persisten a diferentes

condiciones del ciclo agricola de los suelos.
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Figura IV.4. Frecuencia (%) de géneros de bacterias y hongos identificados por

condicion de suelo.
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La bacteria de Rhizobium sp., presenta menor frecuencia, solo fue
identificada en suelo rizosférico y se aislo de los nddulos de la planta de
frijol. Por lo tanto la condicién del suelo sin planta resulto ser la limitante

en las bacterias con menor frecuencia (figura I\VV.5 y cuadro 1V.6).

El comportamiento en los resultados de frecuencia y tipos de géneros
fangicos identificados, se relacionan con investigaciones realizadas por
Ibiene et al. 2011; Gopi et al. 2012; Martinez et al. 2012 y Maldonado et
al. 2010, quienes citan a géneros como Mucor, Fusarium, Aspergillus,
Penicillium y Trichoderma presentes en suelos contaminados por metales,

plaguicidas, hidrocarburos entre otros.

IV.2.2.2. Identificacion del género Trichoderma sp.

La figura IV.5 muestra las caracteristicas morfoldgicas observadas en la
identificacion del genero Trichoderma sp., las fotografias del microcultivo
ilustran que en el micelio hay conidioforos hialinos, ramificados no
verticilados, fidlides en grupos con la produccion de conidios (fialosporos)

hialinos en forma ovoide y en racimos terminales.
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Figura 1V.5. Morfologia del Trichoderma sp.: a. Aspecto macroscépico; b.
Imagen del microcultivo en aumento linear 40x, que muestra
conidioforos hialinos; c. Fialides simples sin produccion de
conidios; d. Conidioforos con fialosporos (produccion de
conidios) y e. Estructura morfoldgica en lactofenol.

Por otro lado, las caracteristicas macroscopicas de la cepa purificada,
reveld que inicialmente crece en circulos pequefios verdes en forma de
cojines de conidios y esporas blancas aéreas visibles. Se expande
radialmente sobre la superficie de la caja y su aspecto se torné polvoriento
de color verde olivo (figura 1V.5.a). Trabajos como los de Guigon et al.
(2010); Moran (2008); Correa y Pefiuela (2002); Barnett y Hunter (2006)
y Cruz 2007, reportaron semejanzas en la identificacion y caracteristicas
morfologicas del genero Trichoderma sp.
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V.3 Bioensayos de resistencia por inhibicion de crecimiento

La exposicion a contaminantes, puede ocasionar la disminucion y/o
modificacion de la poblacion microbiana de los suelos. Sin embargo, en
algunos casos los microorganismos permanecen |y aumentan
exponencialmente. Esto se debe a que el organismo, se desarrolla y adapta

a diferentes condiciones.

Los resultados de la concentracion inhibitoria (CI) de los
microorganismos a diferentes concentraciones de atrazina, se resumen en el
cuadro 1V.7. Los géneros identificados crecieron sin halo de inhibicion en

concentraciones de 0-2500 mg L™ de atrazina.

Bacterias como: Pediococcus sp., Bacillus sp  Erwinia sp., Sphingomonas
sp., Micrococcus sp. Y Serrantia sp., presentan crecimiento inhibitorio a
5000 mg L™?, y se incrementa a 7500 mg L™. Finalmente, se inhiben por

completo a 10,000 mg L™ de atrazina.

Se destaca el género Agrobacterium con menor porcentaje de crecimiento a
7500 mg L. La bacteria Rhizobium sp., fue la de menor halo de inhibicion

en presencia de 10, 000 mg L™ de atrazina.

Los siete géneros fangicos (23 posibles especies) identificados, no
presentaron halos de inhibicion de crecimiento de micelio en
concentraciones de atrazina de: 0 hasta 10,000 mgL™, por el método de CI.
Este comportamiento es evidencia de que los géneros aislados son

resistentes concentraciones altas del agroquimico.
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Cuadro IV.7. Resultados del % de crecimiento inhibitorio a diferentes concentraciones
de atrazina de los géneros identificados.

Concentracién minima Inhibitoria (mg L™ )

0-2500 5000 7500 10000 Tiempo de Velocidad
% C* %Gl % Cl %Cl crecimiento de

Género (dias) crecimiento
(mm dias™)

Sphingomonassp 0 8.75 15 100 4 20
Micrococcus sp 0 5 13.75 100 3 26.66
Serrantia sp 0 6.25 16.25 100 4 20
Bacillus sp 0 13.75 18.75 100 5 16
Erwinia sp 0 12.5 20 100 3 26.66
Rhizobium sp 0 0 0 2.5 4 11.42
Pediococcus sp 0 16.25 18.75 100 5 16
Agrobacteriumsp 0 0 6.25 13.75 6 13.33
Alternaria 0 0 0 0 7 11.42
Mucor sp. 1 0 0 0 0 7 11.42
Mucor sp. 2 0 0 0 0 7 11.42
Clandosporium 0 0 0 0 5 16
Fusarium sp. 1 0 0 0 0 5 16
Fusarium sp. 2 0 0 0 0 5 16
Fusarium sp. 3 0 0 0 0 5 16
Aspergillus sp. 0 0 0 0 6 13.33
Penicillium 1 0 0 0 0 7 11.42
Penicillium 2 0 0 0 0 7 11.42
Penicillium 3 0 0 0 0 7 11.42
Penicillium 4 0 0 0 0 7 11.42
Penicillium sp.5 0 0 0 0 7 11.42
Penicilliumsp.6 0 0 0 0 7 11.42
Penicillium sp.7 0 0 0 0 7 11.42
Trichoderma 1 0 0 0 0 5 16
Trichoderma 2 0 0 0 0 5 16
Trichoderma 3 0 0 0 0 5 16
Trichoderma 4 0 0 0 0 5 16
Trichoderma 5 0 0 0 0 5 16
No identificadal O 0 0 0 6 13.33
No identificada2 0 0 0 0 6 13.33
No identificada3 0 0 0 0 6 13.33

*%CI. Porcentaje de crecimiento inhibitorio.
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Los ensayos por concentracion minima inhibitoria y tipo de
microorganismos (Figura IV.6), son altas, en comparacion con otras
investigaciones (Mondragon et al., 2008; Getenga et al., 2009; Monard et
al., 2011; Sene et al., 2010). Las bacterias identificadas, se inhiben en
mayor proporcion a partir de 5000 mg L™ de atrazina, a excepcion del
género Rhizobium sp. Por otro lado, los géneros flngicos no muestran
inhibicion en su crecimiento a ninguna concentracion de atrazina (Figura
IV.6).

B Bacterias con crecimiento inhibitorio
/3 Hongos con crecimiento inhibitorio
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% Crecimiento inhibitorio (CI)

Concentracion de atrazina mg L1

Figura IV.6. Ensayo de crecimiento inhibitorio (Cl) a diferentes concentraciones

de atrazina.
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De los 15 microorganismos identificados, el 74.18 % corresponden a los
géneros fangicos sin inhibicién en su crecimiento a 10,000 mg L™ de
atrazina. Solo el 3.22% de bacterias crecieron a esta concentracion y el
22.58 % mostro inhibicion de crecimiento (Figura 1V.7). Existen pocas
referencias que relacionen a estos microorganismos nativos con estos
resultados. Regularmente la resistencia y/o tolerancia es inducida por

modificacion genética (Evy y Nilanjana, 2012, Prasad, 2011).

mmmmm % Hongos resistentes a la atrazina
% Bacterias inhibidas por atrazina
% Bacterias resistentes a la atrazina

Figura IV.7. Porcentaje de crecimiento inhibitorio de los microorganismos

a 10,000 mg L™ de atrazina.
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IV.4. Seleccibn de microorganismos con potencial de remocion de

atrazina

Los resultados mostraron que las cepas nativas y rizosféricas de Rhizobium
sp. y Trichoderma sp., son candidatos viables para biorremediacion de
suelos contaminados por atrazina. Para exhibir lo anterior de manera mas

clara, se argumentan los siguientes resultados:

El Rhizobium sp., fue el dnico género bacteriano que no mostro
crecimiento inhibitorio significativo a 10,000 mg L™ de atrazina, lo que
hace suponer su resistencia al herbicida (figuralV.8.a). En aspectos
agricolas, la simbiosis Rhizobium-Phaseolus vulgaris ha demostrado
efectos sinérgicos como promotor del crecimiento vegetal. Ademas, su uso
como inoculante en mecanismos de fitorremediacion ha registrado un
aumento a la tolerancia y acumulacion de contaminantes en la planta
(Chaudhary et al., 2011).

Resultados experimentales recientes de Evy y Nilanjana (2012), reportan
sus capacidades catabolicas en consorcios mixtos para degradar atrazina.
En concordancia con la revision bibliografica, esta bacteria tiene mayor
oportunidad genética para biodegradar al herbicida y al mismo tiempo

brindar beneficios a los suelos agricolas.
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() (b)

Figura IV.8. Imagen del ensayo de concentracion minima inhibitoria a 10,000 mg L™ de

los microrganismos seleccionados (a) Rhizobium sp., y (b) Trichoderma sp.

De la misma manera, el género Trichoderma sp. fue seleccionado por tener
diferentes funciones ambientales. Al igual que todos los hongos
identificados crecié sin inhibicién (figura 1V.8. b) a diferentes
concentraciones de atrazina (0-10,000 mg L™). Es un hongo considerado
como agente de control biolégico y promotor del crecimiento vegetal. Son
pocas las especies que se referencia como patégeno para cultivos agricolas
y es resistente a diferentes contaminantes xenobidticos (incluyendo
sustancias explosivas). Tolerante a condiciones fisicas y quimicas
extremas, como cambios de pH, temperatura, intercambio i6nico, cambios
de estado nutricional, entre otras. Es un simbionte en plantas, desarrolla
co-metabolismo y cuenta con mecanismos genéticos para llevar acabo
extraccion, remocion y biodegradacion de sustancias toxicas y
contaminantes como la atrazina (Schuster y Schmoll, 2010; Hoyos et al.,
2009; Harman et al., 2004; Cocaign et al., 2011).
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IV.5. Produccién de biomasa: Rhizobium sp., y Trichoderma sp.

La biomasa del género bacteriano, resulto de 1x10° UFC mL™, en 5 dias de
incubacion a 150 rpm, temperatura de 26.5 °C y un pH de 6.5. La biomasa
se observa cuando se presenta turbidez en el medio liquido de extracto de
levadura y manitol (incoloro al inicio). La biomasa de la bacteria es de
color blanco lechoso y consistencia viscosa. Se obtuvo 0.92 g de biomasa
htmeda por 50 mL™ de cultivo liquido (1.84 %).

Los resultados experimentales, se relacionan con lo publicado por Mnastri
et al., 2007; Krishnan y Benntt, 2007 y Chaudhary et al., 2011, refieren
que la biomasa de la bacteria varia de 1x10° a 5.2x10°. Lo diferente, es que
la cepa del Rhizobium sp., se aislo de otra variedad de leguminosas. Aun
asi, en los tres casos revisados, la finalidad fue utilizar la bacteria en

biorremediacion de suelos.

La biomasa del hongo, se realiz6 a partir de la cepa identificada como Ts (
se identificaron 5 posibles especies de Trichoderma sp.:Ty, Ty, T3, T4 y
Ts). El criterio de eleccion fue: a) el crecimiento fue uniforme y radial a
intervalos de pH de 4.5 a 7.5; b) fue la Unica cepa que se desarrollo y crecio
en medio solido y liquido; c) la consistencia polvosa del micelio fue
soluble en agua y d) fue la Unica cepa que crecié con y sin la presencia de

luz.

El trabajo mostro que se puede obtener 0.12 g de micelio del Trichoderma
sp., por cada 78.53 mm?® de area con PDA. La biomasa que se formé en
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cultivo sumergido no fue posible separarla y purificarla del caldo nutritivo
(extracto de papa y dextrosa). Por lo tanto, solo se utilizé la generada en
medio solido. La viabilidad de la biomasa en suspension (agua destilada)

resultd de 1x10* a 1x10° conidios mL™.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Kolombet et al (2008),
quienes reportan un rendimiento de biomasa de Trichoderma de 5x10°
conidios mL™. Sin embargo, en el mismo afio, Chavez et al. (2008), y
Agamez et al. (2008), citan rendimientos superiores (2.31x10° a 45x10™
conidios mL™) en procesos artesanal y semi-industrial donde utilizan

diferentes sustratos y condiciones de luz.

IV.6 Cinetica de crecimiento de Rhizobium sp., y Trichoderma sp.

Los resultados de la cinética de crecimiento se observan en la figura I1V.9.
El comportamiento en la poblacién de los microorganismos no se modifica
significativamente del dia cero al cinco, pero a partir del quinto dia el
Trichoderma sp., crece exponencialmente al dia 10 y paulatinamente

durante los 15 dias a temperatura ambiente.

La biomasa de Trichoderma sp., se increment6 de 1x10* a 1.8x10° conidios
g™ de suelo en 15 dias a temperatura ambiente teniendo a la atrazina como
Unica fuente de carbono y nitrogeno. Se puede estimar que la
bioaumentacion con el hongo resulté favorable, comparado con el testigo
(consorcio microbiano no identificado). Trabajos similares (Maldonado et

al., 2010; Véasquez et al., 2010), reportan intervalos de crecimiento entre
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40x10° — 1x10° del mismo género fungico en presencia de hidrocarburos

totales de petrdleo en un periodo de tiempo entre 40-158 dias.

La poblacion de la bacteria Rhizobium sp., disminuye entre el dia cinco y
diez y se muestra con una tendencia de crecimiento a los 15 dias. Los
cambios en la cinética del género Rhizobium sp., reflejan disminucién de
1x10° a 1x10" UFC g, pero al analizar detalladamente, se aprecia la
tendencia de crecimiento de la poblacion bacteriana. El intervalo de UFC
es menor, al comparar el informe de Chaudhary et al. (2011) donde la
viabilidad de células fue de 2.6-5.2x10° UFC mL™ en 10 dias y con el

mismo género de bacteria.

1le+10 ~
Le+9 —e— Trichoderma sp.
—o— Rhizobium sp.
le+8 - —vw— Blanco
2 —a— Testigo
L 1e+7 A
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Figura 1V.9. Cinética de crecimiento en UFC g™ de Trichoderma sp. y
Rhizobium sp., en suelo estéril, saturado a capacidad de campo por
100 mg L™ de atrazina y su comportamiento en relacién al Blanco
(suelo esteril) y Testigo (suelo no estéril) a los 0, 5, 10 y 15 dias de
incubacion.
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Ademas, en este mismo estudio se relaciona el incremento de la biomasa de
la bacteria con la tolerancia y acumulacion de metales en plantas de Vigna
radiata y Vigna angularis L. Por otro lado, Mondragon et al. (2008),
mencionan que en 42 dias incremento la poblacion de un consorcio
bacteriano (que incluyd al Rhizobium sp.), de 5x10° a 3x10® UFC mL™,
usando un quimiostato para degradar compuestos s-triazinicos. En ambos

casos, los valores indicados son semejante a los resultados experimentales.

Por el contrario, el comportamiento del testigo (suelo no estéril) en menor
proporcion incrementd su poblacion, no tan significativa comparada con
los microorganismos en estudio. Finalmente, el blanco (suelo estéril)

evidencié una disminucion progresiva de UFC g™de suelo.
IV.7 Biorremediacion de suelo contaminado por atrazina

a) Bioaumentacion: Cuantificacion en laboratorio (500 mg L™

de atrazina)

El analisis estadistico en los tratamientos de remocion de 10 mg de atrazina
50 g* de suelo en laboratorio, se detecté diferencias significativas (0=0.05)
entre los tratamientos a partir del quinto dia y hasta los 20 dias del ensayo.
Al final del experimento (40 dias), la cantidad de atrazina eliminada por el
género Trichoderma sp. (T), fue estadisticamente diferente y mayor
comparada con lo alcanzado por el Blanco (B) y el Testigo (Te) en el

mismo tiempo (Cuadro 1V.8).
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La bacteria Rhizobium sp., al dia 10 del muestreo, promedio mayor
degradacion, no obstante para el dia 20 disminuyé y al final registré un
méximo de 8.35 mg 50 g™ de suelo (417.5677 mg L™) para el dia 40. Esto
coloca a la bacteria en segundo lugar de los tratamientos de

bioaumentacion y a la mezcla Rhizobium + Trichoderma como tercero.

Cuadro 1V.8. Comparacion de medias de la remocion de atrazina en suelo a diferentes

tratamientos por bioaumentacién y dias experimentales.

Atrazina (500 mg LY,

Tratamiento 5 dias 10 dias 20 dias 40 dias
Trichodermasp. (T) 114.9452b 168.5607a 442.3395d 447.1820d
Rhizobium sp. (R) 293.1485c  302.2429c 256.7403c 417.5677c
Rhizobium +

Trichoderma (RT) 284.418c 198.7616a 219.523c 403.6424c
Blanco (B) 29.6909b 67.0079b 59.9570b 207.0662b
Testigo (Te) 119.8873a  174.3655a 112.2000a 147.4810?
Error Estandar +12.8536 +12.8536 +12.8536 +12.8536

Columna de medias con letras distintas difieren estadisticamente (a=0.050, Tukey).

Proporcionalmente, como se ve en la figura 1V.10. La tendencia marca al
Trichoderma sp., como el mejor tratamiento respecto al tiempo. Elimind
447.1 mg L™ de una concentracién inicial de 500 mg L™ de atrazina,
equivalente a 8.9 mg de atrazina 50 g suelo, es decir el 89.4% del
herbicida. Se observa que a partir del dia 20 hay una diferencia del género
fangico Trichoderma sp. ; Rhizobium sp., y la mezcla de ambos, respeto al
Testigo y Blanco (0=0.050, Tukey).
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Este comportamiento del Trichoderma sp., es diferente a lo reportado por
Przybulewska vy Sienicka (2008), donde el mismo género mineralizd
atrazina (hasta NH; y CO,) de una concentracion inicial de 2.5 mg 50 g™ de
suelo, la redujo a 1x10° mg 50 g* de suelo en 112 dias (inéculo inicial:
10°-10" UFC g™). Sin embargo, la concentracion inicial de atrazina que se
trabajo es 3.5 veces mayor que lo reportado, 2.8 veces menor en tiempo y

hay similitud en la cantidad inicial de inéculo.

100 H
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Dias de tratamiento

—e— Rhizobium sp.

—o— Rhizobium- Trichoderma
—w— Trichoderma sp

—v— Blanco
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Figura 1V.10. Porcentaje de remocion de atrazina (concentracién inicial: 10 mg de
atrazina 50 g™* de suelo) en suelo, respecto al tiempo de incubacién: 5, 10,
20y 40 dias.
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Distintas revisiones como la de: Ghopita et al., 2011; Cheyns et al., 20011
y Sene et al., 2010, se comparan con los resultados de remocion de
atrazina. En estos trabajos, la biodegradacion es por consorcios
microbianos o por un solo microorganismo, incluidos los microorganismos
propuestos, los intervalos de remocion de atrazina que reportan son entre
25-90% para tiempos de 9 a 60 dias; con igual 0 mayor concentracion de

atrazina.

b) Fitorremediacion y bioaumentacién: Cuantificacion de

atrazina en invernadero

Los resultados de biorremediacion en invernadero a las dos
concentraciones de suelo contaminado por atrazina, se presentan en el
cuadro 1V.9. Los datos reflejan tres posibles escenarios de la remocion del
atrazina: i) en primer lugar, se encontraron diferencias estadisticas en
cuatro tratamientos (FT, FR, FRT y F) respecto al blanco (B) y testigo (Te);
ii) el tratamiento de fitorremediacidn que incluye solo a la planta de frijol (
F), elimind 24.44% y 52.02%, de 16.6 y 33.3 mg de atrazina 50 g™ de
suelo respectivamente y iii) la combinacion de fitorremediacion (planta de
frijol) + bioaumentacion con Trichoderma sp. (FT), fue el mejor

tratamiento en remocion del herbicida.
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Cuadro 1V.9. Resultados de la comparacion de medias en la remocion de atrazina en
suelo a diferentes tratamientos por fitorremediacion y bioaumentacion en

invernadero.
Atrazina (mg L),
Tratamiento 1000 % 2000 %
remocion remocion
Frijol+Trichoderma sp. (FT) 558.5515e 55.85 1532.603e  76.63
Frijol+Rhizobium sp. (FR) 313.7177d 31.37 1224.677d 61.23
Frijol+Rhizobium + Trichoderma 434.9978c 43.49 1248.323d 62.41
(FRT)
Frijol (F) 244.4174b  24.44 1040.574c  52.02
Blanco (B) 98.9121a  9.89 391.000b 19.55
Testigo (Te) 130.8838a 13.08 885.453a 44.27
Error Estandar +32.4016 +51.6385

Columna de medias con letras distintas difieren estadisticamente (a=0.050, Tukey).

Los dias experimentales entre las dos concentraciones resultaron diferentes.
El mayor tiempo se registré a los 40 dias en la concentracién 2000 mg L™,
Entre los tratamientos: frijol+ Rhizobium sp.+ Trichoderma sp. (FRT), y el
frijol (F), hay cinco dias de diferencia. Frijol + Rhizobium sp. (FR), 10 dias
y 15 dias en Frijol + Trichoderma sp. (FT), respecto al primer experimento.
A excepcion del blanco (B) y testigo (Te) por ser los puntos de referencia

experimental.

La remocion de atrazina en 2000 mg L™ (33.3 mg de atrazina /50 g de
suelo) resultd ser mayor respecto a la de 1000 mgL™(16.6 mg de atrazina
/50 g de suelo), en concentracion y tiempo (Figura 1V.11). La posible
explicacion se relaciona a la forma de inoculacion de los microorganismos
y a la siembra de la semilla. En la metodologia, se describié que para el
ensayo a 1000 mg L*, la semilla germinada y el in6culo, fueron

incorporados al mismo tiempo. La diferencia en el experimento dos (2000
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mg L™ fue que la siembra de la semilla germinada fue cinco dias antes de

la inoculacion de los microorganismos. Esto podria haber dado ventaja a la

planta de frijol para adaptarse y por lo tanto, aumentar la fitorremediacién
hasta 1040.57 mg L™ de atrazina (figura 1V.11).
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Figura IV.11. Comparacion de las dos concentraciones de atrazina en

invernadero en relacion a los tratamientos.

Es pertinente, destacar que el punto de cambio para interrumpir el

experimento en invernadero, fue precisamente el estrés fisico que mostré la

planta de frijol, es decir los dias experimentales resultaron ser limitados

por la planta.
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El analisis de varianza y la prueba de medias refieren que se incremento en
25 % mas la remocion del herbicida, combinando bioaumentacion y
fitorremediacion (cuadro 1V.10 y figura 1V.11). La planta de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) puede ser viable, como modelo de planta para
fitorremediacion de suelos contaminados por atrazina. Ademas, la
bioaumentacion con microorganismos rizosfericos, juegan un papel
importante en dicha remocion, no solamente como promotores del
crecimiento de la planta, al incrementar la disponibilidad nutrientes.
También porque aumentan la biodisponibilidad del contaminante, debido a

su estructura organica.

En el segundo experimento (en invernadero), la combinacion de
fitorremediacion + bioaumentacion del tratamiento FT, elimin6 25.51 mg
de atrazina 50 g™ de suelo en 40 dias. Los tratamientos FR y FRT fueron
capaces de remover un promedio de 20 mg de atrazina 50 g™ de suelo cada
uno, entre 35 y 40 dias experimentales. Solamente, la planta de frijol (F),
eliminé 17.32 mg de atrazina 50 g™ de suelo, en 35 dias. Finalmente, el
blanco (B) 6.5 mg y el testigo (Te) 14.74 mg de atrazina 50 g™ de suelo,
ambos en 40 dias de ensayo (Cuadro V.10 y figura 1V.12).
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FR= Frijo+Rhizobium sp.; FRT= Frijol+Rhizobium sp. + Trichoderma sp. ;
FT= Frijol + Trichoderma sp.; F= Frijol; B= Blanco; Te= Testigo

Figura 1V.12. Comparacion de tratamientos en invernadero de los dos

ensayos en funcién de los mg de atrazina 50 g™ de suelo.

Los datos obtenidos, son comparables al reciente trabajo de Dehghani et al.
(2013), en el difunden una remocion del 60.5 % del herbicida
(concentracion inicial de 65 mg de atrazina 50 g™ en suelo) comparado con
el 12 % del blanco (sin indculo), por 30 dias. El experimento consistié en
bioestimulacion de un consorcio microbiano (no identificado), mediante
adicion de fuentes de carbono y nitrégeno (nitrato de amonio y urea), con
una concentracion del inoculo de 7.5x10° células g™ a un pH del suelo de
7.0. De acuerdo con este planteamiento, en el segundo ensayo se tiene una
concentracion inicial de 33.3 mg atrazina 50 g™, con una proporcion

semejante de inoculo, pero una remocion de 76.63 % en el tratamiento FT.
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Otra semejanza, son las propiedades fisicas del suelo en ambos estudios
(Cuadro 1V.10).

No obstante que la concentracion inicial en invernadero es menor a lo
reportado por Dehghani et al. (2013), se confirma la pertinencia del
proyecto, ademas, se debe considerar que los microorganismos en estudio
no mostraron inhibicion de crecimiento en concentracion de 250 mg g
(10,000 mg L) de atrazina. Esto implica, que es posible igualar y
aumentar lo reportado. Otro aspecto importante, podria ser el consto que

implica la bioestimulacion, comparado con el modelo biolégico propuesto.

Recapitulando, el cuadro 1V.10, sintetiza los resultados de la remediacion
de suelo contaminado por atrazina a las tres concentraciones
experimentales y con el mismo inéculo inicial de 1x10° UFC mL™ de
Rhizobium sp., y 1x10° conidios mL™ de Trichoderma sp. Para el primer
experimento en matraz (a nivel laboratorio), se trabajé inicialmente con 10
mg de atrazina 50 g™ de suelo. Se alcanzo, a eliminar con bioaumentacion
por Trichoderma sp. (T), 8.94 mg 50 g™ de suelo, por 40 dias a 25°C y pH
de 7.7.
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Cuadro 1V.10. Resultados de la biorremediacion de suelo contaminado por atrazina en

laboratorio e invernadero.

Tratamientos Atrazina eliminada Dias

Concentracion inicial :*10 mg 50 g™ de suelo (en laboratorio)

Trichoderma sp. (T) 8.94 40
Rhizobium sp. (R) 8.35 40
Rhizobium + Trichoderma (RT) 8.07 40
Blanco (B) 4.14 40
Testigo (Te) 2.9 40
Concentracion inicial :*16.6 mg 50 g™* de suelo (en invernadero**)
Frijol + Trichoderma sp. (FT) 9.27 25
Frijol + Rhizobium sp. (FR) 5.27 30
Frijol + Rhizobium + Trichoderma 7.22 30
(FRT)

Frijol (F) 4.05 25
Blanco (B) 1.64 30
Testigo (Te) 2.1 30
Concentracion inicial :*33.3 mg 50 g de suelo (en invernadero**)
Frijol + Trichoderma sp. (FT) 25.51 40
Frijol + Rhizobium sp. (FR) 20.39 40
Frijol +Rhizobium + Trichoderma (FRT) 20.78 35
Frijol (F) 17.32 35
Blanco (B) 6.51 40
Testigo (Te) 14.74 40

*Inoculd inicial: 1x10° UFC mL™ de Rhizobium sp. y 1x10° conidios mL™ de Trichoderma sp.
** Las condiciones abidticas registradas en invernadero fueron (i) temperaturas: 22.15 °C
temperatura media alta; 11.30 °C promedio minimo; valor maximo registrado de 35 °C y valor
minimo 5.2 °C. (ii) Régimen de luz: 14 h luz y 10 h oscuridad. (iii) pH: 7.5. (iv) Humedad:
33.3% de C.C.; con riego de 200 mL de agua cada 4 dias.
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Para el primer ensayo en invernadero con 16.66 mg de atrazina 50 g™ de
suelo iniciales, se removi6 hasta 9.27 mg 50 g™* de suelo en el tratamiento
fitorremediacion + bioaumentacion (FT). Los registros abioticos fueron:
temperatura (promedio) de 11.30°C a 22.15 °C, pH 7.5, el fotoperiodo fue

14 h luz y 10 h oscuridad y los dias experimentales entre 25-30.

En las mismas condiciones abioticas, se desarrollé el segundo ensayo en
invernadero, la concentracion inicial de atrazina fue de 33.3 mg 50 g™ de
suelo. La tendencia de eliminacion mas alta promedio 25.51 mg 50 g™ de
suelo, por el tratamiento frijol + Trichoderma sp., seguido del tratamiento
FRT. El tiempo oscilo de 35 a 40 dias experimentales y el contenido de
humedad en el suelo de cada maceta, se mantuvo a 33.3 % de capacidad de

campo, en ambos ensayos.

En semejanza con los resultados experimentales, esta la propuesta por
Kumar y Kumar (2012). Reportan entre 50- 95 % de remocion de una
concentracion inicial de 1000 mg L™ de atrazina, a pH 6 y 30 °C, mediante

sistema de biosorcion bacteriana no identificada en agua.

Tras una revision preliminar (cuadro I11.7 del capitulo I11) y al comparar los
promedios, resultantes con estudios publicados por Gopinath y Sims
(2011); Lima et al. (2009); Lin et al. (2008); Mondragon et al. (2008); Ma
et al. (2011); Sene et al., (2010) y Govantes et al., 2009), se infiere que la
eliminacion de atrazina oscila entre el 50 % y 95%; en concentraciones
iniciales de Ing a 50 g; hay coincidencias en los paradmetros de control
como: pH (7-8), temperatura (20-30 °C), dias experimentales (20-40) y

humedad del suelo (30-65%). La mayoria de estas revisiones, trabajé con
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menos concentracion de atrazina a la evaluada (cuadro 1V.10). Es
pertinente aclarar que algunas de estas referencias, difieren en el
mecanismo de biorremediacion, otros en la especie de la planta o bien en el

género del microorganismo.

No fue posible, comparar un modelo igual al propuesto que muestre la
fitorremediacion por la planta de frijol, en trabajo conjunto con los géneros
Rhizobium sp., y Trichoderma sp., en la remediacion de suelo contaminado
por atrazina en invernadero. No se encontraron investigaciones (o bien no
han sido publicadas y disponibles para consulta) que englobe toda la
propuesta. Las comparaciones que se describen, estan en funcién del

contenido del herbicida atrazina.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se identificaron ocho géneros bacterianos: Sphingomonas sp.
Micrococcus sp. Serrantia sp. Bacillus sp Erwinia sp. Rhizobium sp.
Pediococcus sp. 'y Agrobacterium sp., y 7 géneros fdngicos:
Alternaria, Mucor, Clandosporium, Fusarium, Aspergillus,
Penicillium y Trichoderma. Ademas, tres cepas flngicas no
identificadas. Son autéctonos, rizosfericos y fueron aislados de la

planta de frijol.

El consorcio de géneros identificados no presentd inhibicion de
crecimiento en ensayos a 2500 mg L™ de atrazina. En particular la
bacteria Rhizobium sp., y el hongo Trichoderma sp. no registraron
crecimiento inhibitorio a 10,000 mg L™ Por esta razén, son

candidatos viables en la remocion del herbicida.

Se obtuvo una biomasa en Rhizobium sp., de 1x10° UFC mL?y de
Trichoderma sp. 1x10° conidios mL™. Este inéculo generado es
viable, cultivable y con tendencia a incrementar exponencialmente la
biomasa en suelo contaminado por atrazina en condiciones de

laboratorio e invernadero.

Se demostro la remocion por bioaumentacion con los tratamientos

por Trichoderma sp., Rhizobium sp., y la mezcla Trichoderma sp.-
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Rhizobium sp., de acuerdo a las diferencias estadisticas en relacion al

blanco y testigo a 40 dias experimentales.

La fitorremediacion se manifesto en los ensayos en invernadero. La

planta de frijol con una remocion del 52.02 % de atrazina en 35 dias.

Se mostrd cuantitativamente la remocién del 76.63% de atrazina en
el tratamiento de fitorremediacion por la planta de frijol vy
bioaumentacion con el género nativo y rizosférico Trichoderma sp.,

en 40 dias en invernadero.

Los resultados confirman que el modelo biologico propuesto para
remediar suelos contaminados por atrazina en el valle de Tulancingo,

Hidalgo, México, es viable en invernadero.

Recomendaciones

La metodologia desarrollada puede mejorar los procesos nativos
existentes en el medio ambiente, mejorar la eficiencia de eliminacion
de xenobiodticos en suelos agricolas y evitar o reducir la

contaminacion de otros ecosistemas.

Se requiere mas investigacion para identificar los mecanismos
fisioldgicos, bioquimicos y moleculares de la planta de frijol y de los
géneros nativos. Ademas, de validar la biorremediacion en

condiciones in vivo a nivel de campo o parcela experimental.
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Son escasas o nulas, las referencias que citen a todos los
componentes del modelo biologico propuesto. Regularmente, el
estudio de estos microorganismos Yy de la planta de frijol se
limitan en aspectos de mejoras agricolas como promotores de
crecimiento o de control bioldgico. No se visualizan, como
herramientas en biorremediacion. Por consiguiente, esta
metodologia biotecnoldgica se puede abordar en el area ambiental

y agricola.
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VIlI. ANEXOS
Anexo 1. Tridngulo de textura para calcular la capacidad de campo en suelo
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Anexo 2. Reportes del Analisis de Varianza en laboratorio e invernadero

Reporte de Analisis de Varianza

Pagina/Fecha/Hora 1 23/04/2013 09:45:00 a.m.
Base de datos Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Predicciones y analisis de residuos

Valor Nivel Decision
Predicciones (0.05)
Normalizacion de residuales:
Asimétricas 0.2947 0.768239  Aceptar
Curtosis 0.8715 0.383486  Aceptar
General 0.8463 0.654970  Aceptar

Varianza modificada de Levene 0.5545 0.915938  Aceptar

Seccion grafica de caja

Mg Atz degradada

500.00 7 _ El
275.00 ] - =
§ 250.00 Q =
= i [ B B
= 125.00 i Q i D
==
i 813234(]35?1@2@4@?::32[)_3?':;:;10_ 20 40T 9 edeI@4Des
Cuadrados medios esperados
Fuente valor Denominator Cuadrado medio
Variacion (FV) GL  Fijo?
A: C1 19 Si S(A) S+sA
S(A) 40 No S(A)
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Nota: Cuadrado medio esperado para cada caso de frecuencia balanceada.

Tabla de andlisis de varianza

FV Sumade  Cuadrado Nivel Alfa
Cuadrados  medio F-cal proba. (0.05)

GL (SM) (CM)

A:Cl 19 959158.3 50482.02 101.85 0.000000* 1.000000

S(A) 40  19825.81  495.6453

Total 59 978984.1

(Ajust)

Total 60

* Factor de significacia alfa = 0.05

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 2 23/04/2013 09:45:00 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

ANOVA simple de Kruskal-Wallis
Hipdtesis

HO: Todas las medias son iguales.

Ha: Al menos 2 medianas son diferentes.

Resultados

Ji-Cuadrada Nivel
Método GL (H) Decision (0.05)
No corregida 19  57.62951 0.000009 Rechazada HO
Corregida 19  57.62951 0.000009 Rechazada HO

Conjuntos relacionados 0
Factor de Multiplicidad 0
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Grupo Repeticiones SC Media Valor Z Mediana
B10 3 22.00 7.33 -2.3573 78.62894
B20 3 17.00 5.67 -2.5269 67.12675
B40 3 93.00 31.00 0.0509 224.2121
B5 3 6.00 2.00 -2.9000 27.62825
R10 3 138.00 46.00 1.5772 305.13
R20 3 115.00 38.33 0.7971 251.6793
R40 3 156.00 52.00 2.1877 421.5896
R5 3 131.00 43.67 1.3398 291.1203
RT10 3 88.00 29.33 -0.1187 209.2593
RT20 3 97.00 32.33 0.1865 219.3237
RT40 3 153.00 51.00 2.0859 397.5385
RT5 3 125.00 41.67 1.1362 279.9632
T10 3 76.00 25.33 -0.5257 151.6678
T20 3 172.00 57.33 2.7304 435.8408
T40 3 173.00 57.67 2.7643 445.3301
T5 3 41.00 13.67 -1.7128 113.377
Tel0 3 77.00 25.67 -0.4918 187.8422
Te20 3 36.00 12.00 -1.8824 110.1219
Te40 3 63.00 21.00 -0.9667 133.7589
Te5 3 51.00 17.00 -1.3737 121.5436
Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 3 23/04/2013 09:45:00 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2
Medias y efectos del error estandar (EE)
FV  repeticiones Media EE Efecto
All 60 223.3364 223.3364
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A: C1

B10 3 67.0079 12.8536 -156.3285
B20 3 59.95706 12.8536 -163.3793
B40 3 207.0662 12.8536 -16.27023
B5 3 29.69098 12.8536 -193.6454
R10 3 302.2429 12.8536 78.90652
R20 3 256.7403 12.8536 33.40388
R40 3 417.5677 12.8536 194.2313
R5 3 293.1485 12.8536 69.81213
RT10 3 198.7616 12.8536 -24.5748
RT20 3 219.523 12.8536 -3.813358
RT40 3 403.6424 12.8536 180.306
RT5 3 284.4184 12.8536 61.08197
T10 3 168.5607 12.8536 -54.77571
T20 3 442.3395 12.8536 219.0031
T40 3 447.182 12.8536 223.8456
T5 3 114.9452 12.8536 -108.3912
Tel0 3 174.3655 12.8536 -48.97094
Te20 3 112.2 12.8536 -111.1364
Te40 3 147.481 12.8536 -75.85538
Te5 3 119.8873 12.8536 -103.4491

Gaficos de medias

Medias por tratamiento

500.00 -
375.00 |

250,00 1

mg Atrazina

I
a
8

0.00
B1B2B4BRIE2RARRTRIRT AT 5 10 20 40TF e TeT@40e5
Tratamientos
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Reporte de Analisis de Varianza

Pagina/Fecha/Hora 4 23/04/2013 09:45:00 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Prueba de comparacion multiple de Duncan's

Variable de respuesta: C2
FV A: C1

Alfa=0.050 variable de error =S(A) GL=40 EEM=495.6453

Grupo repeticiones medias Diferencias entre grupos

B5 3 29.69098 Te20, T5, Te5, Te40, T10, Telo,
RT10, B40, RT20, R20, RT5, R5,
R10, RT40, R40, T20, T40

B20 3 59.95706 Te20, T5, Te5, Te40, T10, TelO,
RT10, B40, RT20, R20, RT5, R5,
R10, RT40, R40, T20, T40

B10 3 67.0079  Te20, T5, Te5, Te40, T10, TelO,
RT10, B40, RT20, R20, RT5, R5,
R10, RT40, R40, T20,T40

Te20 3 112.2 B5, B20, B10, T10, Tel0, RT10,
B40, RT20, R20, RT5, R5, R10,
RT40, R40, T20, T40

T5 3 114.9452 B5, B20, B10, T10, Tel0, RT10,
B40, RT20, R20, RT5, R5, R10,
RT40, R40, T20, T40

Te5 3 119.8873 B5, B20, B10, T10, Tel0, RT10,
B40, RT20, R20, RT5, R5, R10,
RT40, R40, T20, T40
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Te40

T10

TelO

RT10

B40

RT20

R20

RTS

RS

R10

RT40

R40

147.481

168.5607

174.3655

198.7616

207.0662

219.523

256.7403

284.4184

293.1485

302.2429

403.6424

417.5677
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B5, B20, B10, RT10, B40, RTZ20,
R20, RT5, R5, R10, RT40, R40, T20,
T40

B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, R20,
RT5, R5, R10, RT40, R40, T20, T40
B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, R20,
RT5, R5, R10, RT40, R40, T20, T40
B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
R20, RT5, R5, R10, RT40, R40,
T20, T40

BS5, B20, B10, Te20, T5, Tes, Te40,
R20, RT5, R5, R10, RT40, R40, T20,
T40

B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
R20, RT5, R5, R10, RT40, R40, T20,
T40

BS, B20, B10, Te20, T5, Tes, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, T40,
R40, T20, T40

B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, RTA40,
R40, T20, T40

B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, RT40,
R40, T20, T40

BS, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, T40,
R40, T20, T40

BS5, B20, B10, Te20, T5, Ted5, Te40,
T10, Tel0, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10

B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10
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Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 5 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Prueba de comparacion multiple de Duncan's

Variable de respuesta: C2
FV A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453

Grupo rept. Medias Diferencia entre grupos

T20 3 442.3395 B5, B20, B10, Te20, T5, Teb, Te40,
T10, Tel0, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10

T40 3 447.182  B5, B20, B10, Te20, T5, Teb, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10

Nota:

Comparacion multiple para las diferencias entre todos los pares. Segun
Hsu(1996, pag 130), la tasa de error por grupo especificado (alfa) puede ser
exagerado, se recomienda el método de Tukey-Kramer's

Reporte de Anélisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 6 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2
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Prueba de comparacion multiple Tukey-Kramer

Response: C2

Term A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Grupo
B5

B20

B10

Te20
T5
TeS
Te40 |
T10
Tel0
RT10

B40

repeti.
3

Media
29.69098

59.95706

67.0079

112.2

114.9452

119.8873

147.481

168.5607

174.3655

198.7616

207.0662

Islas-Pelcastre, M. 2013

Diferencia entre grupos

Te20, T5, Teb5, Te40, T10, TelO,
RT10, B40, RT20, R20, RT5, R5,
R10, RT40, R40, T20, T40

Ted0, T10, Tel0, RT10, B40, RT20,
R20, RT5, R5, R10, RT40, R40, T20,
T40

Te40, T10, Tel0, RT10, B40, RT20,
R20, RT5, R5, R10, RT40, R40, T20,
T40

B5, RT10, B40, RT20, R20, RT5,
R5, R10, RT40, R40, T20, T40

B5, RT10, B40, RT20, R20, RT5,
R5, R10, RT40, R40, T20, T40

B5, RT10, B40, RT20, R20, RT5,
R5, R10, RT40, R40, T20, T40

B5, B20, B10, RT20, R20, RT5, R5,
R10, RT40, R40, T20, T40

B5, B20, B10, R20, RT5, R5, R10,
RT40, R40, T20, T40

B5, B20, B10, R20, RT5, R5, R10,
RT40, R40, T20, T40

B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, RT5,
R5, R10, RT40, R40, T20, T40

B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, RT5,
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R5, R10, RT40, R40, T20, T40

RT20 3 219.523 BS5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
RS, R10, RT40, R40, T20, T40

R20 3 256.7403 B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, Tel0O, RT40, R40, T20, T40

RT5 3 284.4184 B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT40, R40,
T20, T40

RS 3 293.1485 B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, RT40,
R40, T20, T40

R10 3 302.2429 B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, T40,
R40, T20, T40,

RT40 3 403.6424 B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10

R40 3 417.5677 B5, B20, B10, Te20, T5, Teb, Te40,
T10, Tel0O, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10

T20 3 442.3395 B5, B20, B10, Te20, T5, Te5, Te40,
T10, TelO, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 7 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Prueba de comparacion multiple Tukey-Kramer

Response: C2
Term A: C1
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Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Grupo repeti. Medias Diferencias entre grupos

T40 3 447182  B5, B20, B10, Te20, T5, Teb, Te40,
T10, Tel0, RT10, B40, RT20, R20,
RT5, R5, R10

Nota:

Pruebas de comparacion multiple entre todas las medias.

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 8 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2
Varible A: C1

Alfa=0.050, Error =S(A), GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparacion L 95.0% U 95.0%

Grupos Repeti. MS.C.I. Dife Simult.C.I. Resulta.
B10 3 67.0079

- B20 3 59.95706 -61.81278 7.050839 75.91446

- B40 3 207.0662 -208.9219 -140.0583 -71.19466 L
- B5 3 29.69098 -31.5467 37.31693 106.1805

- R10 3 302.2429 -304.0987 -235.235 -166.3714 L
- R20 3 256.7403 -258.596  -189.7324 -120.8688 L
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- R40
-R5
-RT10
- RT20
- RT40
- RT5
-T10
-T20
-T40
-T5

- TelO
- Te20
- Ted0
- Teb

B20 3
- B10
- B40
-B5

- R10
- R20
- R40
-R5
-RT10
-RT20
- RT40
-RT5
-T10
-T20

- T40
-T5

- TelO

Capituilo-VII: Anexos

3 417.5677 -419.4234 -350.5598 -281.6961
3 293.1485 -295.0042 -226.1406 -157.277

3 198.7616 -200.6173 -131.7537 -62.89008
3 219.523  -221.3788 -152.5152 -83.65152
3 403.6424 -405.4981 -336.6345 -267.7708
3 284.4184 -286.2741 -217.4105 -148.5469
3 168.5607 -170.4164 -101.5528 -32.68917
3 442.3395 -444.1953 -375.3316 -306.468

3 447.182 -449.0377 -380.1741 -311.3105
3 1149452 -116.8009 -47.93727 20.92635
3 1743655 -176.2212 -107.3576 -38.49394
3 112.2 -114.0557 -45.19209 23.67154

3 147.481 -149.3367 -80.47312 -11.6095

3 119.8873 -121.743  -52.87938 15.98424
59.95706

3 67.0079 -75.91446 -7.050839 61.812/8
3 207.0662 -215.9727 -147.1091 -78.2455

3 29.69098 -38.59754 30.26608 99.12971
3 302.2429 -311.1495 -242.2859 -173.4222
3 256.7403 -265.6469 -196.7832 -127.9196
3 4175677 -426.4742 -357.6106 -288.747

3 293.1485 -302.0551 -233.1915 -164.3279
3 198.7616 -207.6682 -138.8045 -69.94092
3 219.523  -228.4296 -159.566 -90.70236
3 403.6424 -412.5489 -343.6853 -274.8217
3 284.4184 -293.325 -224.4613 -155.5977
3 168.5607 -177.4673 -108.6036 -39.74001
3 4423395 -451.2461 -382.3825 -313.5189
3 447.182 -456.0885 -387.2249 -318.3613
3 114.9452 -123.8517 -54.98811 13.87551
3 1743655 -183.272 -114.4084 -45.54478

Reporte de Anélisis de Varianza

Islas-Pelcastre, M. 2013
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Pagina/Fecha/Hora
Base de datos:

Variable de respuesta: C2

Capituilo-VII: Anexos

9 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Bioaumentacion en laboratorio

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2

A:C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico =5.3575

Comparacion

Groups
- Te20
- Ted0
- Teb

B40 3
- B10
- B20
- B5

- R10
- R20
- R40
-R5

- RT10
- RT20
- RT40
- RTS
- T10

- T20

- T40

rep. Medias
112.2
147.481
119.8873

W w w

207.0662
67.0079
59.95706
29.69098
302.2429
256.7403
417.5677
293.1485
198.7616
219.523
403.6424
284.4184
168.5607
442.3395
447.182

W W WwWwWwwwwwwwwwwow

L 95.0%
SM.C.I.
-121.1065
-156.3876
-128.7938

71.19466
78.2455
108.5116
-164.0404
-118.5377
-279.3651
-154.946
-60.55904
-81.32049
-265.4398
-146.2158
-30.35814
-304.137
-308.9794

Dife.

-52.24293
-87.52396
-59.93022

140.0583
147.1091
177.3752
-95.17675
-49.67411
-210.5015
-86.08236
8.304578
-12.45687
-196.5762
-17.3522
38.50548
-235.2734
-240.1158

Islas-Pelcastre, M. 2013

U 95.0%
SM.C.I.
16.6207
-18.66034
8.933402

208.9219
215.9727
246.2388
-26.31313
19.18952
-141.6379
-17.21873
77.1682
56.40675
-127.7126
-8.488575
107.3691
-166.4097
-171.2522

Result

rCcCCCcC
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-T5 3 1149452 23.25738 92.121 160.9846 U
- TelO 3 1743655 -36.16291 32.70071 101.5643

- Te20 3 112.2 26.00257 94.86619 163.7298 U

- Te40 3 147.481 -9.278467 59.58516 128.4488

- Ted 3 119.8873 18.31528 87.17889 156.0425 U
B5 3 29.69098

- B10 3 67.0079 -106.1805 -37.31693 31.5467

- B20 3 59.95706 -99.12971 -30.26608 38.59754

- B40 3 207.0662 -246.2388 -177.3752 -108.5116 L
- R10 3 302.2429 -341.4156 -272.5519 -203.6883 L
- R20 3 256.7403 -295.9129 -227.0493 -158.1857 L
- R40 3 417.5677 -456.7403 -387.8767 -319.0131 L
-R5 3 293.1485 -332.3212 -263.4576 -194.5939 L
- RT10 3 198.7616  -237.9342 -169.0706 -100.207 L
- RT20 3 219.523  -258.6957 -189.8321 -120.9684 L
- RT40 3 403.6424 -442.815 -373.9514 -305.0878 L
- RTS5 3 284.4184 -323.591 -254.7274 -185.8638 L
- T10 3 168.5607 -207.7333 -138.8697 -70.0061 L

Pagina/Fecha/Hora

Base de datos:

Variable de respuesta:

Reporte de Analisis de Varianza
10 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Bioaumentacion en laboratorio
C2

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre

todos los pares

Variable de respuesta: C2

Factor A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Islas-Pelcastre, M. 2013

Pagina 189



Capituilo-VII: Anexos

Comparicion L 95.0% U 95.0%
Grupos Rep. Medias SM.CL.I. Difference SM.C.I.
-T20 3 442.3395 -481.5122 -412.6486 -343.7849
- T40 3 447182  -486.3546 -417.491 -348.6274
-T5 3 114.9452 -154.1178 -85.2542  -16.39058
- TelO 3 174.3655 -213.5381 -144.6745 -75.81087
- Te20 3 112.2 -151.3726 -82.50901 -13.64539
- Te40 3 147.481  -186.6537 -117.79 -48.92643
- Te5 3 119.8873 -159.0599 -90.1963 -21.33268
R10 3 302.2429

- B10 3 67.0079  166.3714 235.235  304.0987
- B20 3 59.95706 173.4222 242.2859 311.1495
- B40 3 207.0662 26.31313 95.17675 164.0404
-B5 3 29.69098 203.6883 2725519 341.4156
- R20 3 256.7403 -23.36098 45.50265 114.3663
- R40 3 4175677 -184.1884 -115.3247 -46.46112
-R5 3 293.1485 -59.76923 9.094395 77.95802
- RT10 3 198.7616 34.61771 103.4813 172.345

- RT20 3 219.523  13.85626 82.71989 151.5835
- RT40 3 403.6424 -170.2631 -101.3994 -32.53581
- RT5 3 284.4184 -51.03907 17.82455 86.68818
-T10 3 168.5607 64.81861 133.6822 202.5459
-T20 3 442.3395 -208.9602 -140.0966 -71.23299
- T40 3 447182  -213.8027 -144.939 -76.07542
-T5 3 1149452 118.4341 187.2978 256.1614
- TelO 3 174.3655 59.01384 127.8775 196.7411
- Te20 3 112.2121.1793 190.0429 258.9066 U

- Ted0 3 147.481  85.89828 154.7619 223.6255
-Te5 3 119.8873 113.492  182.3557 251.2193
R20 3 256.7403

- B10 3 67.0079  120.8688 189.7324 258.596

Islas-Pelcastre, M. 2013

Result

rr -
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U

Pagina 190



Capituilo-VII: Anexos

- B20 3 59.95706 127.9196 196.7832 265.6469 U
- B40 3 207.0662 -19.18952 49.67/411 118.5377
- B5 3 29.69098 158.1857 227.0493 295.9129 U
- R10 3 302.2429 -114.3663 -45.50265 23.36098
- R40 3 417.5677 -229.691 -160.8274 -91.96377 L
-R5 3 293.1485 -105.2719 -36.40825 32.45537
- RT10 3 198.7616  -10.88494 57.97868 126.8423

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 11 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Database  Bioaumentacion en laboratorio
Response C2

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2

A:C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparicién L 95.0% U 95.0%
Grupos Rep. Medias S.C.I. Difere. S.C.I. Result
- RT20 3 219.523  -31.64638 37.21724 106.0809

- RT40 3 403.6424 -215.7657 -146.9021 -78.03845 L
- RT5 3 284.4184 -96.54172 -27.67809 41.18553
-T10 3 168.5607 19.31597 88.17959 157.0432 U
-T20 3 442.3395 -254.4629 -185.5993 -116.7356 L
- T40 3 447,182  -259.3053 -190.4417 -121.5781 L
-T5 3 1149452 7293149 141.7951 210.6587 U
- TelO 3 1743655 135112  82.37482 151.2384 U
- Te20 3 112.2 75.67667 1445403 213.4039 U
- Ted0 3 147.481  40.39564 109.2593 178.1229 U

Islas-Pelcastre, M. 2013
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-Teb

R40
- B10
- B20
- B40
- B5
- R10
- R20
-R5

- RT10
- RT20
- RT40

3

- RTS

-T10
- T20
- T40
-T5

- TelO
- Te20
- Ted0

-Teb5

RS

- B10
- B20
- B40
- B5

3

3 119.8873

417.5677
67.0079
59.95706
207.0662
29.69098
302.2429
256.7403
293.1485
198.7616
219.523
403.6424
284.4184
168.5607
442.3395
447.182
114.9452
174.3655
112.2
147.481
119.8873

W W WwWwWwWwwwwwwwwwwwwwwow

293.1485

3 67.0079
3 59.95706
3 207.0662
3 29.69098

67.98938

281.6961
288.747
141.6379
319.0131
46.46112
91.96377
55.55552
149.9424
129.181
-54.93831
64.28568
180.1434
-93.6355
-98.47791
233.7589
174.3386
236.5041
201.223
228.8168

157.277

164.3279
17.21873
194.5939

Capituilo-VII: Anexos

136.853

350.5598
357.6106
210.5015
387.8767
115.3247
160.8274
124.4191
218.8061
198.0446
13.92531
133.1493
249.007
-24.77187
-29.61429
302.6225
243.2022
305.3677
270.0866
297.6804

226.1406
233.1915
86.08236
263.4576

Islas-Pelcastre, M. 2013

205.7166

419.4234
426.4742
279.3651
456.7403
184.1884
229.691

193.2828
287.6697
266.9083
82.78893
202.0129
317.8706
44.09175
39.24933
371.4861
312.0658
374.2313
338.9503
366.544

295.0042
302.0551
154.946

332.3212

U

ccCcCccccccc

cC C

ccCcccc
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Pagina 192



Capituilo-VII: Anexos

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 12 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Base de datos: Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta:: C2
A: Cl

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparicién L 95.0% U 95.0%

Grupos repet. Medias S.C.I. Dife. S.C.I. Result
- R10 3 302.2429 -77.95802 -9.094395 59.76923

- R20 3 256.7403 -32.45537 36.40825 105.2719

- R40 3 4175677 -193.2828 -124.4191 -55.55552 L
- RT10 3 198.7616 25.52331 94.38693 163.2505 U
- RT20 3 219.523  4.761867 73.62549 142.4891 U
- RT40 3 403.6424 -179.3575 -110.4938 -41.6302 L
- RT5 3 284.4184 -60.13346 8.730159 77.59378
-T10 3 168.5607 55.72422 1245878 193.4515 U
-T20 3 442.3395 -218.0546 -149.191 -80.32739 L
- T40 3 447182  -222.897 -154.0334 -85.16981 L
-T5 3 114.9452 109.3397 178.2034 247.067 U
- TelO 3 174.3655 49.91945 118.7831 187.6467 U
- Te20 3 112.2 112.0849 180.9485 249.8122 U

- Ted0 3 147.481  76.80389 145.6675 2145311 U
-Te5 3 119.8873 104.3976 173.2612 242.1249 U
RT10 3 198.7616

- B10 3 67.0079  62.89008 131.7537 200.6173 U

Islas-Pelcastre, M. 2013
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-B20
- B40
-B5

- R10
- R20
- R40
-R5
-RT20
- RT40
-RT5
-T10
-T20

- T40
-T5

- Tel0
- Te20
- Te40
- Teb

RT20 3
- B10

Capituilo-VII: Anexos

3 59.95706  69.94092 138.8045
3 207.0662 -77.1682 -8.304578
3 29.69098 100.207 169.0706
3 302.2429 -172.345 -103.4813
3 256.7403 -126.8423 -57.97868
3 417.5677 -287.6697 -218.8061
3 293.1485 -163.2505 -94.38693
3 219.523  -89.62507 -20.76144
3 403.6424 -273.7444 -204.8808
3 284.4184 -154.5204 -85.65678
3 168.5607 -38.66272 30.2009
3 4423395 -312.4416 -243.5779
3 447.182 -317.284  -248.4204
3 114.9452  14.9528 83.81642
3 174.3655 -44.46749 24.39614
3 112.2 17.69799 86.56161 155
3 147.481 -17.58305 51.28057
3 119.8873  10.0107 78.87432
219.523

3 67.0079  83.65152 152.5152

Islas-Pelcastre, M. 2013

207.6682 U
60.55904
237.9342 U
-34.61771 L
10.88494
-149.9424 L
-25.52331 L
48.10218
-136.0171 L
-16.79315 L
99.06453
-174.7143 L
-179.5567 L
152.6801 U
93.25976
4252 U
120.1442
147.73719 U
221.3788 U
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Pagina/Fecha/Hora

Base de datos:

Capituilo-VII: Anexos

Reporte de Analisis de Varianza
13 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Bioaumentacion en laboratorio

Variable de respuesta: C2

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre

todos los pares

VR: C2
FV A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparicién L 95.0% U 95.0%
Grupos rep. Medias Simult.C.1. Difference Simult.C.I. Result
- B20 3 59.95706 90.70236 159.566  228.4296 U
- B40 3 207.0662 -56.40675 12.45687 81.32049
-B5 3 29.69098 120.9684 189.8321 258.6957 U
- R10 3 302.2429 -151.5835 -82.71989 -13.85626 L
- R20 3 256.7403 -106.0809 -37.21724 31.64638

- R40 3 4175677 -266.9083 -198.0446 -129.181 L
-R5 3 293.1485 -142.4891 -73.62549 -4.761867 L
-RT10 3 198.7616  -48.10218 20.76144 89.62507

- RT40 3 403.6424 -252.9829 -184.1193 -115.2557 L
- RT5 3 284.4184 -133.759  -64.89533 3.968292
-T10 3 168.5607 -17.90127 50.96235 119.826

-T20 3 4423395 -291.6801 -222.8165 -153.9529 L
- T40 3 447182  -296.5226 -227.6589 -158.7953 L
-T5 3 114.9452 35.71425 1045779 173.4415 U
- TelO 3 174.3655 -23.70604 45.15758 114.0212

- Te20 3 112.2 38.45943 107.3231 176.1867 U

- Ted0 3 147.481  3.178399 72.04202 140.9056 U
- Teb 3 119.8873 30.77214 99.63577 168.4994 U

Islas-Pelcastre, M. 2013
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405.4981
412.5489
265.4398
442.815

170.2631
215.7657
54.93831
179.3575
273.7444
252.9829
188.0876
303.9453
30.16644
25.32402
357.5608
298.1405

RT40 3 403.6424

- B10 3 67.0079 267.7708 336.6345
- B20 3 59.95706 274.8217 343.6853
- B40 3 207.0662 127.7126 196.5762
- B5 3 29.69098 305.0878 373.9514
- R10 3 302.2429 32.53581 101.3994
- R20 3 256.7403 78.03845 146.9021
- R40 3 417.5677 -82.78893 -13.92531
-R5 3 293.1485 41.6302 110.4938
- RT10 3 198.7616 136.0171 204.8808
- RT20 3 219.523 115.2557 184.1193
- RTS 3 284.4184 50.36036 119.224
-T10 3 168.5607 166.218  235.0817
-T20 3 442.3395 -107.5608 -38.69719
- T40 3 447.182 -112.4032 -43.5396
-T5 3 1149452 219.8336 288.6972
- TelO 3 1743655 160.4133 229.2769
- Te20 3 112.2 222.5788 291.4424  360.306 U
- Ted0 3 147.481 187.2977  256.1613

Pagina/Fecha/Hora

Base de datos:

Reporte de Analisis de Varianza
14 23/04/2013 09:45:01 a.m.

Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

325.025

ccCccccc

cCcCcccc

U

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre

todos los pares

Variable de respuesta:: C2

A:C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 valor critico=5.3575

Islas-Pelcastre, M. 2013
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Comparicion

Grupos rep. Medias

- Te5 3 119.8873
RT5 3 284.4184

- B10 3 67.0079
- B20 3 59.95706
- B40 3 207.0662
-B5 3 29.69098
- R10 3 302.2429
- R20 3 256.7403
- R40 3 417.5677
-R5 3 293.1485
-RT10 3 198.7616
- RT20 3 219.523
- RT40 3 403.6424
-T10 3 168.5607
-T20 3 442.3395
- T40 3 447.182
-T5 3 114.9452
- TelO 3 174.3655
- Te20 3 112.2

- Te40 3 147.481
- Te5 3 119.8873
T10 3 168.5607

- B10 3 67.0079
- B20 3 59.95706
- B40 3 207.0662
-B5 3 29.69098
- R10 3 302.2429
- R20 3 256.7403
- R40 3 417.5677

L 95.0%

Simult.C.1.

214.8915

148.5469
155.5977
8.488575
185.8638
-86.68818
-41.18553
-202.0129
-77.59378
16.79315
-3.968292
-188.0876
46.99406
-226.7848
-231.6272
100.6096
41.18929
103.3548
68.07373
95.66747

32.68917
39.74001
-107.3691
70.0061
-202.5459
-157.0432
-317.8706

Capituilo-VII: Anexos

Dife.
283.7551

217.4105
224.4613
77.3522
254.7274
-17.82455
27.67809
-133.1493
-8.730159
85.65678
64.89533
-119.224
115.8577
-157.9212
-162.7636
169.4732
110.0529
172.2184
136.9373
164.5311

101.5528
108.6036
-38.50548
138.8697
-133.6822
-88.17959
-249.007

Islas-Pelcastre, M. 2013

U 95.0%

Simult.C.1.

352.6187

286.2741
293.325
146.2158
323.591
51.03907
96.54172
-64.28568
60.13346
154.5204
133.759
-50.36036
184.7213
-89.05755
-93.89997
238.3368
178.9165
241.082
205.801
233.3947

170.4164
177.4673
30.35814
207.7333
-64.81861
-19.31597
-180.1434

Result
U

L

U

cccccrrD cr

U
U
L
L
L

Pagina 197



-R5
-RT10
- RT20
- RT40
-RT5
- T20

- T40

Pagina/Fecha/Hora

W W wwwwow

Base de datos:

Variable de respuesta:

293.1485
198.7616
219.523

403.6424
284.4184
442.3395
447.182

Reporte de Analisis de Varianza
15 23/04/2013 09:45:01 a.m.

-193.4515
-99.06453
-119.826

-303.9453
-184.7213
-342.6425
-347.4849

Capituilo-VII: Anexos

-124.5878
-30.2009

-50.96235
-235.0817
-115.8577
-273.7788
-278.6213

Bioaumentacion en laboratorio

C2

-55.72422
38.66272
17.90127
-166.218
-46.99406
-204.9152
-209.7576

L

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2

Term A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparison
Groups
-T5

- TelO

- Te20

- Ted0

- Ted

T20 3
- B10
- B20
- B40

rep. Medias

3 114.9452
3 174.3655
3 112.2

3 147.481
3 119.8873
442.3395

3 67.0079
3 59.95706
3 207.0662

L 95.0%

Simult.C.1.

-15.2481

-74.66839
-12.50291
-47.78395
-20.19021

306.468
313.5189
166.4097

Diferenc
53.61552
-5.80477
56.36071
21.07967
48.67342

375.3316
382.3825
235.2734

Islas-Pelcastre, M. 2013

U95.0%

Simult.C.1.

122.4791
63.05885
125.2243
89.94329
117.537

4441953
451.2461
304.137

Result

U
U
U
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Capituilo-VII: Anexos

- B5 3 29.69098 343.7849 412.6486 481.5122
- R10 3 302.2429 71.23299 140.0966 208.9602
- R20 3 256.7403 116.7356 185.5993 254.4629
- R40 3 417.5677 -44.09175 24.77187 93.6355
-R5 3 293.1485 80.32739 149.191 218.0546
- RT10 3 198.7616  174.7143 243.5779 312.4416
- RT20 3 219.523 153.9529 222.8165 291.6801
- RT40 3 403.6424 -30.16644 38.69719 107.5608
- RTS5 3 284.4184 89.05755 157.9212 226.7848
- T10 3 168.5607 204.9152 27/3.7788 342.6425
- T40 3 447.182 -73.70604 -4.84242  64.0212
-T5 3 1149452 258.5308 327.3944 396.258
- Tel0 3 1743655 199.1105 267.9741 336.8377
- Te20 3 112.2 261.2759 330.1396 399.0032 U
- Ted0 3 147.481 225.9949 2948585 363.7221
- Ted 3 119.8873 253.5886 322.4523 391.3159
T40 3 447.182

- B10 3 67.0079  311.3105 380.1741 449.0377
- B20 3 59.95706 318.3613 387.2249 456.0885
- B40 3 207.0662 171.2522 240.1158 308.9794
- B5 3 29.69098 348.6274 417.491  486.3546
- R10 3 302.2429 76.07542 144.939 213.8027
- R20 3 256.7403 121.5781 190.4417 259.3053
- R40 3 417.5677 -39.24933 29.61429 98.47791
-R5 3 293.1485 85.16981 154.0334 222.897
- RT10 3 198.7616  179.5567 248.4204 317.284
- RT20 3 219.523 158.7953 227.6589 296.5226

Pagina/Fecha/Hora

Base de datos:

Reporte de Anélisis de Varianza
16 23/04/2013 09:45:01 a.m.

Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Islas-Pelcastre, M. 2013

cC C

cCC

cC C

CcC C

ccCccccc
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Capituilo-VII: Anexos

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2

A:C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparicion

Grupos rep. Medias

- RT40 3 403.6424
- RT5 3 284.4184
-T10 3 168.5607
-T20 3 442.3395
-T5 3 114.9452
- TelO 3 174.3655
- Te20 3 112.2

- Te40 3 147.481
- Te5 3 119.8873
5 3 114.9452

- B10 3 67.0079
- B20 3 59.95706
- B40 3 207.0662
-B5 3 29.69098
- R10 3 302.2429
- R20 3 256.7403
- R40 3 417.5677
-R5 3 293.1485
- RT10 3 198.7616
- RT20 3 219.523
- RT40 3 403.6424
- RT5 3 284.4184

L 95.0%

Simult.C.I.

-25.32402
93.89997
209.7576
-64.0212
263.3732
203.9529
266.1183
230.8373
258.4311

-20.92635
-13.87551
-160.9846
16.39058

-256.1614
-210.6587
-371.4861
-247.067

-152.6801
-173.4415
-357.5608
-238.3368

Diferenc.
43.5396
162.7636
278.6213
4.84242
332.2368
272.8165
334.982
299.701
327.2947

47.93727
54.98811
-92.121
85.2542
-187.2978
-141.7951
-302.6225
-178.2034
-83.81642
-104.5779
-288.6972
-169.4732

Islas-Pelcastre, M. 2013

U 95.0%

Simult.C.1.

112.4032
231.6272
347.4849
73.70604
401.1004
341.6801
403.8456
368.5646
396.1583

116.8009
123.8517
-23.25738
154.1178
-118.4341
-72.93149
-233.7589
-109.3397
-14.9528
-35.71425
-219.8336
-100.6096

Result

cCcCcccc

rrr O - - - CcCr
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-T10
-T20
-T40
- TelO
- Te20
- Ted0
- Teb

TelO 3
- B10
- B20
- B40
- B5

- R10
- R20

168.5607
442.3395
447.182
174.3655
112.2
147.481
119.8873

W W wwwwow

174.3655
67.0079
59.95706
207.0662
29.69098
302.2429
256.7403

W W wwwow

-122.4791
-396.258

-401.1004
-128.2839
-66.11843
-101.3995
-73.80573

38.49394
45.54478
-101.5643
75.81087
-196.7411
-151.2384

Capituilo-VII: Anexos

-53.61552
-327.3944
-332.2368
-59.42029
2.745188

-32.53585
-4.942106

107.3576
114.4084
-32.70071
144.6745
-127.8775
-82.37482

Islas-Pelcastre, M. 2013

15.2481
-258.5308
-263.3732
9.443333
71.60881
36.32777
63.92152

176.2212
183.272
36.16291
213.5381
-59.01384
-13.5112

L

U

U
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Base de datos:

Variable de respuesta:

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora

C2

Capituilo-VII: Anexos

17 23/04/2013 09:45:01 a.m.
Bioaumentacion en laboratorio

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2

A:C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparicion

Grupos
- R40
-R5
-RT10
- RT20
- RT40
-RT5
-T10

- T20

- T40
-T5

- Te20
- Ted0
- Teb

Te20 3
- B10
- B20

rep.

W W WwWwwWwwwwwwwwow

112.2
3
3

Medias
417.5677
293.1485
198.7616
219.523
403.6424
284.4184
168.5607
442.3395
447.182
114.9452
112.2
147.481
119.8873

67.0079
59.95706

Islas-Pelcastre, M.

L 95.0%

Simult.C.I.
-312.0658
-187.6467
-93.25976
-114.0212
-298.1405
-178.9165
-63.05885
-336.8377
-341.6801
-9.443333
-6.698144
-41.97918
-14.38544

-23.67154
-16.6207

Diferen.
-243.2022
-118.7831
-24.39614
-45.15758
-229.2769
-110.0529
5.80477
-267.9741
-272.8165
59.42029
62.16548
26.88444
54.47818

45.19209
52.24293

2013

U 95.0%
Simult.C.l. Result
-174.3386 L
-49.91945 L
44.46749
23.70604
-160.4133 L
-41.18929 L
74.66839
-199.1105 L
-203.9529 L
128.2839
131.0291
95.74806
123.3418
114.0557
121.1065
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- B40 3 207.0662
- B5 3 29.69098
- R10 3 302.2429
- R20 3 256.7403
- R40 3 417.5677
-R5 3 293.1485
- RT10 3 198.7616
- RT20 3 219.523
- RT40 3 403.6424
- RTS5 3 284.4184
- T10 3 168.5607
- T20 3 442.3395
- T40 3 447.182
-T5 3 114.9452
- Tel0 3 174.3655
- Te40 3 147.481
- Ted 3 119.8873
Ted40 3 147.481

- B10 3 67.0079
- B20 3 59.95706

Pagina/Fecha/Hora

Base de datos

Reporte de Analisis de Varianza
18 23/04/2013 09:45:01 a.m.

-163.7298
13.64539

-258.9066
-213.4039
-374.2313
-249.8122
-155.4252
-176.1867
-360.306

-241.082

-125.2243
-399.0032
-403.8456
-71.60881
-131.0291
-104.1447
-76.55092

11.6095
18.66034

Capituilo-VII: Anexos

-94.86619
82.50901

-190.0429
-144.5403
-305.3677
-180.9485
-86.56161
-107.3231
-291.4424
-172.2184
-56.36071
-330.1396
-334.982

-2.745188
-62.16548
-35.28104
-7.687294

80.47312
87.52396

Bioaumentacion en laboratorio

Variable de respuesta: C2

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre

todos los pares

Variable de respuesta:C2

A:C1

Islas-Pelcastre, M. 2013

-26.00257
151.3726
-121.1793
-15.67667
-236.5041
-112.0849
-17.69799
-38.45943
-222.5788
-103.3548
12.50291
-261.2759
-266.1183
66.11843
6.698144
33.58258
61.17633

149.3367
156.3876

- rrr - rCcr

cC C
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Capituilo-VII: Anexos

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=40 EEM=495.6453 Valor critico=5.3575

Comparicion

Grupos rep. Medias

- B40 3 207.0662
-B5 3 29.69098
- R10 3 302.2429
- R20 3 256.7403
- R40 3 417.5677
-R5 3 293.1485
- RT10 3 198.7616
-RT20 3 219.523
- RT40 3 403.6424
- RT5 3 284.4184
-T10 3 168.5607
-T20 3 442.3395
- T40 3 447.182
-T5 3 114.9452
- TelO 3 174.3655
- Te20 3 112.2

- Te5 3 119.8873
Te5 3 119.8873

- B10 3 67.0079
- B20 3 59.95706
- B40 3 207.0662
-B5 3 29.69098
- R10 3 302.2429
- R20 3 256.7403
- R40 3 417.5677
-R5 3 293.1485
- RT10 3 198.7616
-RT20 3 219.523

Islas-Pelcastre, M.

L 95.0%

Simult.C.1.
-128.4488
48.92643

-223.6255
-178.1229
-338.9503
-214.5311
-120.1442
-140.9056
-325.025

-205.801

-89.94329
-363.7221
-368.5646
-36.32777
-95.74806
-33.58258
-41.26988

-15.98424
-8.933402
-156.0425
21.33268

-251.2193
-205.7166
-366.544

-242.1249
-147.7379
-168.4994

Diferen.
-59.58516
117.79
-154.7619
-109.2593
-270.0866
-145.6675
-51.28057
-72.04202
-256.1613
-136.9373
-21.07967
-294.8585
-299.701
32.53585
-26.88444
35.28104
27.59374

52.87938
59.93022
-87.17889
90.1963
-182.3557
-136.853
-297.6804
-173.2612
-78.87432
-99.63577

2013

U 95.0%
Simult.C.1.
9.278467
186.6537
-85.89828
-40.39564
-201.223
-76.80389
17.58305
-3.178399
-187.2977
-68.07373
47.78395
-225.9949
-230.8373
101.3995
4197918
104.1447
96.45737

121.743
128.7938
-18.31528
159.0599
-113.492
-67.98938
-228.8168
-104.3976
-10.0107
-30.77214

rr O - CcCcr
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- RT40
-RT5
-T10
-T20

- T40
-T5

- Tel0
- Te20
- Te40

Pagina/Fecha/Hora
Base de datos:

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

W W WwWwwwwwow

403.6424
284.4184
168.5607
442.3395
447.182
114.9452
174.3655
112.2
147.481

Reporte de Analisis de Varianza
19 23/04/2013 09:45:01 a.m.

-352.6187
-233.3947
-117.537

-391.3159
-396.1583
-63.92152
-123.3418
-61.17633
-96.45737

Capituilo-VII: Anexos

-283.7551
-164.5311
-48.67342
-322.4523
-327.2947
4.942106

-54.47818
7.687294

-27.59374

Bioaumentacion en laboratorio
Variable de respuesta: C2

Variable de respuesta: C2

A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) DF=40 EEM=495.6453 valor critico =5.3575

Comparicion
Grupos rep. Medias
Nota:

Pruebas de comparacion multiple entre todas las diferencias de medias.

L 95.0%

Simult.C.1.

Diferen.

Islas-Pelcastre, M. 2013

-214.8915
-95.66747
20.19021
-253.5886
-258.4311
73.80573
14.38544
76.55092
41.26988

U 95.0%
Simult.C.1.
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Capituilo-VII: Anexos

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 1 24/05/2013 08:45:39 a.m.
Base de datos: C:\Users\tellezjar\Documents
07\Report\invernal000ppm.SO
Variable de respuesta: C3

Predicciones y analis de residuales

Predicciones Valor nivel Decisién
Nomalizacion de residuales (0.05)
Asimetricas -0.6862 0.492563 A
Curtosis -0.2382 0.811734 A
General 0.5277 0.768105 A
Varianza modoficiada 0.5327 0.747961 A

Graficos de caja

Box Plot
800.00
600.00 B
[+
<
&
S 400.00 -
<
2 [
200.00 =
0.00
25F 25T  30B 30R 30RT 30Te
Tratamientos

Cuadrados medios

FV Valor Denominator

GL Fijo? Cuadrado medio
A: C1 5 Si S(A) S+sA
S(A) 12 No S(A)

Nota: Cuadrado medio esperado para cada caso de frecuencia balanceada.
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FV

GL
A: C1 5
S(A) 12
Total
(Ajustada) 17
Total 18
* alfa=0.05

Capituilo-VII: Anexos

Tabla de Analisis de Varianza
SC CM Proba.
F-calcul Alfa=0.05
471991 904398.2 29.97 0.000002* 1.000000
37795.27 3149.605

509786.3

Reporte de Analisis de Varianza

Pagina/Fecha/Hora 2 24/05/2013 08:45:39 a.m.

Base de datos

C:\Users\tellezjar\Documents ...

007\Report\invernal000ppm.SO
Variable de respuesta: C3

ANOVA simple de Kruskal-Wallis

Hipotesis

HO: Todas las medias son iguales.
Ha: Al menos 2 medias son diferentes.

Resultados

Method DF
No

Corregida 5
Corregida 5

JI-Cuadrada Nivel

(H) Decision(0.05)
16.15789 0.006407 Rechazada HO
16.15789 0.006407 Rechazada HO

Conjuntos relacionados 0
Factor de multiplicidad 0
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Capituilo-VII: Anexos

Detalle del grupo

Grupo rep. SC Media Valor Z Mediana
25F 3 24.00 8.00 -0.5331 255.5279
25T 3 51.00 17.00 2.6656 565.4514
30B 3 9.00 3.00 -2.3102 108.0149
30R 3 33.00 11.00 0.5331 309.7666
30RT 3 42.00 14.00 1.5993 417.4496
30Te 3 12.00 4.00 -1.9548 162.5306

Medias y efectos del error estandar (EE)

FV repe. Media Error Efecto

All 18  296.9134 296.9134

A:C1

25F 3 244.4174  32.40167 -52.49596
25T 3 558.5515 32.40167 261.6381
30B 3 98.91213 32.40167 -198.0012
30R 3 313.7177 32.40167 16.80427
30RT 3 4349978 32.40167 138.0844
30Te 3 130.8838 32.40167 -166.0296

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 3 24/05/2013 08:45:39 a.m.
Database  C:\Users\tellezjar\Documents ... 007\Report\invernal000ppm.SO
Response C3

Graficos de medias
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Capituilo-VII: Anexos

Medias por tratamiento

mg Atrazina
g
8

25F 25T  30B  30R 30RT 30Te
Tratamientos

Prueba de Comparacion Multiple Tukey-Kramer

Variable de respuesta: C3
A:Cl

Alfa=0.050, Error =S(A) GL=12 EEM=3149.605, Valor critico=4.7502

Grupo rep. Medias Diferencias entre grupos
30B 3 98.91213 30R, 30RT, 25T

30Te 3 130.8838 30R, 30RT, 25T

25F 3 2444174  30RT, 25T

30R 3 313.7177 30B, 30Te, 25T

30RT 3 434.9978 30B, 30Te, 25F

25T 3 558.5515 30B, 30Te, 25F, 30R
Nota:

Pruebas de comparacion multiple entre todas las diferencias de medias.

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 4 24/05/2013 08:45:39 a.m.
Base de datos: C:\Users\tellezjar\Documents ...
007\Report\invernal000ppm.SO
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Variable de respuesta: C3

Capituilo-VII: Anexos

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple
entrebtodos los pares

Variable de respuesta:C3

A: C1

Alfa=0.050 Error=S(A) GL=12 EEM=3149.605 Valor critico=4.7502

Compacion

Grupos
25F

- 25T

- 30B

- 30R

- 30RT
- 30Te

25T

- 25F

- 30B

- 30R

- 30RT
- 30Te

30B

- 25F

- 25T

- 30R

- 30RT
- 30Te

30R

repet. Medias

W W wwwaw W W wwwow

W wWwWwwwwow

2444174
558.5515
98.91213
313.7177
434.9978
130.8838

558.5515
2444174
98.91213
313.7177
434.9978
130.8838

98.91213
2444174
558.5515
313.7177
434.9978
130.8838

313.7177

L 95.0%

Simult.C.1.

-468.05
-8.41062
-223.2161
-344.4963
-40.38226

160.2182
305.7234
90.91792
-30.36225
273.7518

-299.4212
-613.5552
-368.7214
-490.0016
-185.8875

Diferen.

-314.1341
145.5053
-69.30023
-190.5804
113.5336

314.1341
459.6393
244.8338
123.5536
427.6677

-145.5053
-459.6393
-214.8055
-336.0857
-31.97164

Islas-Pelcastre, M. 2013

U 95.0%

Simult.C.1.

-160.2182
299.4212
84.61566
-36.66451
267.4495

468.05

613.5552
398.7497
277.4695
581.5836

8.41062
-305.7234
-60.88961
-182.1698
121.9443

Result

L

L

c

L
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- 25F
- 25T
- 30B
- 30RT
- 30Te

W wWwwwow

30RT
- 25F
- 25T
- 30B
- 30R
- 30Te

W W wwwow

30Te
- 25F
- 25T 3

w w

Pagina/Fecha/Hora

Base de datos:

2444174
558.5515
98.91213
434.9978
130.8838

434.9978
2444174
558.5515
98.91213
313.7177
130.8838

130.8838
2444174
558.5515

Reporte de Analisis de Varianza
5 24/05/2013 08:45:39 a.m.

-84.61566
-398.7497
60.88961
-275.1961
28.91797

36.66451
-277.4695
182.1698
-32.63572
150.1982

-267.4495
-581.5836

Capituilo-VII: Anexos

69.30023
-244.8338
214.8055
-121.2802
182.8339

190.5804
-123.5536
336.0857
121.2802
304.114

-113.5336
-427.6677

C:\Users\tellezjar\Documents ...
007\Report\invernal000ppm.SO
Variable de respuesta: C3

223.2161
-90.91792
368.7214
32.63572
336.7498

344.4963
30.36225
490.0016
275.1961
458.0299

40.38226
-273.7518

U

U

L

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple
entrebtodos los pares

Variable de respuesta:C3

Term A: C1

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=12 MSE=3149.605 Critical

Value=4.7502

Islas-Pelcastre, M. 2013
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Comparacion L 95.0%

Grupos rep. Medias Simult.C.I1. Diferen.
3 98.91213 -121.9443 31.97164
- 30R 3 313.7177 -336.7498 -182.8339
3 4349978 -458.0299 -304.114

- 30B

- 30RT

Nota:

Capituilo-VII: Anexos

U 95.0%

Simult.C.l. Result
185.8875
-28.91797 L
-150.1982 L

Pruebas de comparacion multiple entre todas las diferencias de medias.

Reporte de Analisis de Varianza

Pagina/Fecha/Hora 1 23/04/2013 04:37:30 p.m.
Base de datos: Fitorremediacion+Bioaumentacion en invernadero a 2000

mg/L
Variable de respuesta: C2

Predicciones y analisis de residuos
Predicciones

Normalizacion de residuales Valor

Asimeétricas 0.6194
Curtosis -0.1243
General 0.3991
Varianza modificada de Levene 0.5524

Graficas en cajas

Islas-Pelcastre, M. 2013

Nivel

0.535636
0.901068
0.819082
0.734181

Decision
(0.05)
Accept
Accept
Accept
Accept
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Capituilo-VII: Anexos

mg Atz degradada

1600.00

1250.00 + Q Q
< H

]

mg Atrazina
g
8

a
S
8

=

35F 35RT  40B  40R 40T  40Te
Tratamientos

200.00

Cuadrados medios

FV GL V. Fijo? Denominador Cuadrado medio
A:C1 5 Si S(A) S+sA
S(A) 12 No S(A)

Nota: Cuadrado medio esperado para cada caso de frecuencia balanceada.

Tabla de analisis de varianza

FV GL SC CM F-cal nivel Alpha
(0.05)

A: C1 5 2292329  458465.7 57.3 10.000*  1.0000

S(A) 12 9599536 7999.613

Total

(Ajusta) 17 2388324

Total 18

*alfa=0.05

Reporte de Anélisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 2 23/04/2013 04:37:30 p.m.

Base de datos:Fitorremediacion+Bioaumentacion en invernadero a 2000 mg/L

Variable de respuesta: C2

ANOVA simple Kruskal-Wallis ANOVA
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Hipdtesis

HO: Todas las medias son iguales.
Ha: Al menos 2 medianas son diferentes.

Resultados

Método

No Corregida

Corregida

GL
S)
)

Conjuntos relacionados 0
Factor de Multiplicidad 0

Detalle del grupo

Grupo
35F
35RT
40B
40R
40T
40Te

repe.

3
3
3
3
3
3

SC
24.00
39.00
6.00
36.00
51.00
15.00

Medias y efectos del error estandar (EE)

FV
All
A:C1
35F
35RT
40B
40R
40T
40Te

repet.
18

W wWwWwwwwow

Capituilo-VII: Anexos

Ji-Cuadrada
(H) nivel Decision(0.05)
16.15789 0.006407 Rechazada HO
16.15789 0.006407 Rechazada HO
Medias Valor Z Mediana
8.00 -0.5331 1040.166
13.00 1.2439 1218.241
2.00 -2.6656 381.545
12.00 0.8885 1189.535
17.00 2.6656 1558.846
5.00 -1.5993 894.5124
Media EE Efecto
1053.772 1053.772
1040.574 51.63853 -13.19727
1248.323 51.63853  194.5507
391.0001 51.63853 -662.7717
1224.677 51.63853 170.9056
1532.603 51.63853 478.8311
885.4534 51.63853 -168.3184

Reporte de Anélisis de Varianza

Islas-Pelcastre, M. 2013
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Capituilo-VII: Anexos

Pagina/Fecha/Hora 3 23/04/2013 04:37:30 p.m.

Base de datos: Fitorremediacion+Bioaumentacion en invernadero a 2000
mg/L

Variable de respuesta: C2

Graficos de medias

Medias por tratamiento en invernadero 2000 ppm

1600.00 -

1250.00 -

mg Atrazina
g
8

&
S
8

g
8

35F 3B5RT  40B  40R 40T  40Te
Tratamientos

Prueba de comparacion multiple Duncan's

Variable de respuesta: C2
A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=12 EEM=7999.613

Grupo repet. Medias Diferencias entre grupos
40B 3 391.0001 40Te, 35F, 40R, 35RT, 40T
40Te 3 885.4534 40B, 40R, 35RT, 40T

35F 3 1040.574 40B, 40R, 35RT, 40T

40R 3 1224.677 40B, 40Te, 35F, 40T

35RT 3 1248.323  40B, 40Te, 35F, 40T

40T 3 1532.603 40B, 40Te, 35F, 40R, 35RT
Nota:
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Capituilo-VII: Anexos

Comparacién multiple para las diferencias entre todos los pares. Segun
Hsu(1996, pag 130), la tasa de error por grupo especificado (alfa) puede ser
exagerado, se recomienda el método de Tukey-Kramer's

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 4 23/04/2013 04:37:30 p.m.
Base de datos: Fitorremediacion+Bioaumentacion en invernadero a 2000
mg/L
Variable de respuesta: C2

Comparacion multiple de Tukey-Kramer

Variable de respuesta:C2
A: C1

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=12 EEM=7999.613 Valor critic =4.7502

Grupo repet. Medias Diferencias entre grupos
40B 3 391.0001 40Te, 35F, 40R, 35RT, 40T
40Te 3 885.4534 40B, 40R, 35RT, 40T

35F 3 1040.574 40B, 40T

40R 3 1224.677 40B, 40Te, 40T

35RT 3 1248.323  40B, 40Te, 40T

40T 3 1532.603 40B, 40Te, 35F, 40R, 35RT
Notas:

Pruebas de comparacion multiple entre todas las diferencias de medias.

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2
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A: C1

Capituilo-VII: Anexos

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=12 EEM=7999.613 Valor critico=4.7502

Comparacién L 95.0% Ur 95.0%

Groups repet. Medias Simult.C.l. Diferen. Simult.C.I. Result
35F 3 1040.574

- 35RT 3 1248.323 -453.0436 -207.7479 37.54774

- 40B 3 391.0001 404.2787 649.5745 894.8701 U
- 40R 3 1224.677 -429.3986 -184.1029 61.19279

- 40T 3 1532.603 -737.324  -492.0284 -246.7327 L
- 40Te 3 885.4534 -90.17451 155.1212 400.4168
35RT 3 1248.323

- 35F 3 1040.574 -37.54774 207.7479 453.0436
-40B 3 391.0001 612.0267 857.3224 1102.618 U
- 40R 3 1224.677 -221.6506 23.64506 268.9407

- 4073 1532.603 -529.5761 -284.2804 -38.98475 L
- 40Te 3 885.4534 117.5734 362.8691 608.1648 U
40B 3 391.0001

- 35F 3 1040.574 -894.8701 -649.5745 -404.2787 L

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 5 23/04/2013 04:37:30 p.m.
Database  Fitorremediacion+Bioaumentacion en invernadero a 2000 mg/L
Variable de respuesta:C2

Intervalos de confianza de Tukey-Kramer's para comparacion multiple entre
todos los pares

Variable de respuesta: C2
A: C1
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Capituilo-VII: Anexos

Alfa=0.050 Error =S(A) GL=12 EEM=7999.613 Valor critico=4.7502

Comparacién

Groups
- 35RT
- 40R
- 40T
-40Te

40R 3
- 35F
- 35RT
-40B
- 40T
- 40Te

40T

- 35F

- 35RT
-40B

- 40R
-40Te

40Te
- 35F
- 35RT
- 40B
- 40R
- 40T

Nota:

repet. Mean

3 1248.323
3 1224.677
3 1532.603
3 885.4534

1224.677

1040.574
1248.323
391.0001
1532.603
885.4534

W W www

1532.603
1040.574
1248.323
391.0001
1224.677
885.4534

W W wwww

885.4534
1040.574
1248.323
391.0001
1224.677
1532.603

W W wwww

L 95.0%
Simult.C.1.
-1102.618
-1078.973
-1386.899
-739.749

-61.19279
-268.9407
588.3817
-553.2212
93.92838

246.7327
38.98475
896.3071
62.62981
401.8539

-400.4168
-608.1648
249.1576

-584.5197
-892.4453

Diferen.

-857.3224
-833.6773
-1141.603
-494.4533

184.1029
-23.64506
833.6773
-307.9255
339.2241

492.0284
284.2804
1141.603
307.9255
647.1495

-155.1212
-362.8691
494.4533

-339.2241
-647.1495

U 95.0%

Simult.C.1.
-612.0267
-588.3817
-896.3071
-249.1576

429.3986
221.6506
1078.973
-62.62981
584.5197

737.324

529.5761
1386.899
553.2212
892.4453

90.17451
-117.5734
739.749
-93.92838
-401.8539

Result
L

L
L
L

U

ccCccCccc

Pruebas de comparacion multiple entre todas las diferencias de medias.

Islas-Pelcastre, M. 2013

Pagina 218



Capituilo-VII: Anexos

Reporte de Analisis de Varianza
Pagina/Fecha/Hora 6 23/04/2013 04:37:30 p.m.
Database Fitorremediacién+Bioaumentacion en invernadero a 2000 mg/L
Response C2

Comparacién: Tendencia lineal

Response: C2
Term A: C1
Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=12 MSE=7999.613

Comparcion Valor=108.8749 T=2.1084 Prob>|T|=0.056692 Decision
(0.05)=No rechazar

Comparison Error estandar = 51.63853 Comparacion del intervalo de
coeficiente =-3.63579 to 221.3856

Coeficiente de

Grupo Comparacion repeticiones valor medio
35F -0.5976143 3 1040.574
35RT -0.3585686 3 1248.323
40B -0.1195229 3 391.0001
40R 0.1195229 3 1224.677
40T 0.3585686 3 1532.603
40Te 0.5976143 3 885.4534
Notas:

Se presentan los resultados significativos de la prueba de comparacion de un
polinomio de primer orden (tendencia lineal)

Islas-Pelcastre, M. 2013 Pagina 219



Capidtulo-VII: Anexos

Anexo 3. Cromatograma

Data File C:\CHEM3I2\1\UATA\140112\ATERZINEC 2012-02-03 10-18+57\SIGL000066.D
Sample Mame: 30A atrazina

B e e R s s e = T T
Acyg, Operator : MARTHA Saq. Lane 1 85
Acqg. Instrument : UABH-TAL Location ; Vial 3¢
Injaction Date : 2/3/2012 4:36:58 PM Injy b3

In} Volume : 10.000 pi

Acg. Mathod
Last changed s
Analysis Methcd :
Last changsd

: C:\CHEM32\1\DATA\I40112\ATRAZINEC 2012-02-03 L0-18-57\ATRAZINA.M

2/3/2012 10:19:%7 AM by MARTHA
C:\CHEM32\ 1\ METHODS\ATRAZINA . M

i 2/3/2012 10:18:57 AM by MARTHA
: Atrazina

Method Info
cuantificacion de atrazina en suslo degpues deser tratada con
rizobiuwm/Troichoderma 3 diversos tismpos de incubacion
Sample Info : Suelo extraidoMeOH Tratamiento en invernadero s 1000 pp
m planta con Trichoderma
TUADT A Sig=d50 d Fat=ofi (1401 12 ATRAZINES 30120200 10-18-57SKs1000085 0)
LU § "é‘
- i
20 !\
| [
{ A { .
J ] |
! B |
15 4 \ o
o' I 5 ' l‘
| |
10~
(4] I' ,‘ &l
| ] | |
l , '
| \
5 | |
|
3 | |
0 o e e e —— —
{ — ey —— o == — ey e
4
1 e
T T A P ¥ e T
L 03 1 15 2 23 ey
R e L b o et B T T b R Sy
Arss Percent Reporxt
I.....I...--...............I-.......l...l.l...l.‘...I.IIIII..I.I.IIII
Sorvted By Signal )
Multiplier: t 1.0000 o)
Dilueien: : 1.0000 }
Uze Multiplier & Dilution Factor with IBTha
Signal 1: DAD1 A, Big=250,4 Ref=off
UkBﬁ-IAL 471172012 1:21:2% PM MARTHA Fage 1 of 2
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