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Introduccion

Colombia es un pais que cuenta con diferentes escenarios, donde se desarrollan nuevos retos
para mejorar las condiciones del medio ambiente, esto conlleva a la sensibilizacién de la
problematica generada por un desarrollo sostenible, el cual logre albergar recursos suficientes para
las futuras generaciones, ya que en los ultimos afios, estos se han visto afectados por los focos
contaminantes que interfieren con el desarrollo natural del medio ambiente, convirtiéndose en un
reto imperativo para analizar, evaluar y generar nuevos proyectos de proteccion, remediacion y
prolongacion, asi como lo propuesto por Vélez O. & Londofio A., (2016), a través de su
investigacion, donde plantean generar una iniciativa para que se establezcan proyectos de
investigacion e innovacion, como resultado de una alianza entre los comités de universidades o
empresas, el estado y la sociedad, dado que constituye una oportunidad para que las organizaciones
de estos sectores generen soluciones a problemas ambientales y desarrollo sostenible de una

manera integral en el pais.

Una de las problematicas con mayor incidencia es la generada por la contaminacion con
hidrocarburos en suelos, debido a diversas circunstancias; entre estas se encuentran actividades
voluntarias, accidentales o atentados por grupos al margen de la ley, en lugares donde las
circunstancias dificultan implementar grandes estrategias para mitigar este impacto (Vasquez J.,
2016), por ello la biorremediacion se convierte en la alternativa de mayor ventaja. Tal como lo
sefiala Ponce D., 2014, ya que este es un proceso dindmico de interaccion entre el suelo, el
contaminante, la actividad bioldgica y el clima para inmovilizar, degradar y transformar los
constituyentes del contaminante, este proceso se genera a través del metabolismo de diferentes
organismos, destacandose las plantas, microorganismos e insectos. Dentro de este estudio se
implementd la planta lechuga (Lactuca sativa L) como bioindicador, en la medicion de toxicidad
de suelos contaminados con hidrocarburos obtenidos de Tibu-Norte de Santander, al ser una planta
vascular, permite obtener una mayor sensibilidad ante los agentes toxicos presentes en
comparacion con otras especies segun Pentreath et al., (2015), través de estos resultados se busco
generar una alternativa aplicable en la zona afectada y en otras, donde se presenten problematicas
similares, con el fin de mitigar el impacto toxico, por medio de una alternativa sostenible que

permitira ser base fundamental en futuros proyectos de investigacion en la misma area de estudio.
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Como parte de la ejecucion, al indagar sobre informes y trabajos que permiten detallar y
validar investigaciones con similares propuestas de este estudio, se llevd a cabo una revision
respecto a la contaminacién que produce el derrame de petréleo y los impactos medioambientales
que esto conlleva, y a su vez, las principales practicas que permiten esclarecer los impactos
toxicoldgicos generados por el derrame de petréleo. Consecuentemente, se visualizé que existe
poca informacién publicada en el &mbito nacional y local en muestras de suelo contaminado con
hidrocarburos. Por consiguiente, se llevé a cabo la descripcion de los referentes usados para el

desarrollo del presente estudio.

Al evaluar la efectividad de la biorremediacion, Chaineau et al., (2003), evidenciaron que,
mediante el establecimiento de condiciones Optimas de biodegradacion, se pueden reducir los
porcentajes de concentracion de hidrocarburos, mediante altas tasas de materia orgéanica y arcilla.
Por consiguiente, la accion microbiana trabaja directamente sobre la degradacion, pero debido a la
toxicidad que presentan los suelos, esta accion se puede ver intervenida notoriamente, ya que
necesita una constante adicion de materia organica y nutrientes para sus actividades metabdlicas.
Con respecto a esto, es correcto afirmar que la sola biodegradacion no puede revertir los efectos
nocivos sobre el suelo, pero si permite una estimacion del impacto toxicolégico, dado que no solo
afecta el suelo, sino también el ambiente y la salud humana. Referente a los resultados, en las
plantas hubo inhibicién de la fotosintesis y realizaron pruebas de bioluminiscencia bacteriana, para

determinar el alcance de la toxicidad sobre organismos vivos.

En relacion a los fitoindicadores, Rodriguez et al., (2014), en México, precisaron la
evaluacion de los “Indices de germinacion y elongacion radical de Lactuca sativa L. en el
biomonitoreo de la calidad del agua del rio Chalma”. De acuerdo a los resultados, pudieron
distinguir tres zonas con afinidad a los componentes fundamentales; como los nutrientes y los
indices de toxicidad. En torno a la toxicidad, la parte alta present6 disminucion de este parametro,
por lo que, en conjunto con la cantidad de nutrientes, estimularon el desarrollo radicular. La parte
media demostré una toxicidad moderada, a causa de que el indice de toxicidad fue el mas
abreviado. Finalmente, en la parte baja la toxicidad se caracteriz6 por ser de moderada a baja;
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debido al hacinamiento de altas cantidades de compuestos halados por medio de la sucesion de la

lixiviacion en épocas de lluvia.

Seguidamente en Venezuela, Hernandez et al., (2017), llevaron a cabo una investigacion
sobre “Evaluacion de la toxicidad de un suelo contaminado con diferentes tipos de crudos sobre la
germinacion de dos pastos tropicales”, argumentando que la toxicidad puede ser variante respecto
a las concentraciones de crudo, debido a la composicién quimica. Por ello, realizaron bioensayos
a corto plazo en donde las muestras fueron expuestas a suelos contaminados con crecientes

concentraciones de crudo y de diferente gravedad API.

Como parte del estudio realizado, evidenciaron que los crudos de menor gravedad API, son
menos toxicos, con esta disminucidn, las semillas lograron germinar en concentraciones mas altas
de crudo. De manera contraria, al aumentar la gravedad API, se presentdé un menor indice de
germinacién y por ende mayor incidencia sobre la elongacion de la radicula. Finalmente, los
resultados mostraron que al aumentar la concentracion y gravedad API, disminuyeron los indices
de germinacion y crecimiento, obteniendo un efecto mas tdxico, debido a un mayor contenido de

compuestos aromaticos y saturados.

En esta perspectiva, Yafez S., (2015), desarroll6 la “Evaluacion fitotoxica de suelos con
diferentes porcentajes de hidrocarburo obtenidos de la planta de biorremediacion de aseo urbano
S.AS E.S.P, en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) y pasto estrella africana (Cynodon
nlemfuensis). Analizaron el efecto fitotdxico de suelos contaminados con diferentes porcentajes de

hidrocarburo, obtenidos de la planta de biorremediacion del Parque Ambiental.

Para la recopilacién de datos congruentes, los sustratos estudiados fueron sometidos a
analisis fisicoquimicos para conocer sus caracteristicas, tuvieron en cuenta variables como altura
de la planta, nimero de hojas y longitud de raices (estos dos ultimos para el caso de Lactuca sativa
L), como indicadores de fitotoxicidad. Los resultados obtenidos a través del tratamiento con suelo
biorremediado y compost, fueron mejores sobre el indice de crecimiento, concretamente para la
longitud de la raiz y la altura de lechuga. En cuanto al suelo contaminado, los indices de crecimiento

fueron bastante deplorables con respecto a la longitud de la raiz y nimero de hojas de la lechuga.



16

Segun los aspectos obtenidos, evidenciaron que, en la etapa final de biorremediacion, el suelo

tratado, potencio el crecimiento de las plantas.

Las bases sobre las que se fundamentan estas investigaciones son altamente solemnes,
debido a la practicidad y efectividad que la integran. Puesto que, engloba una tematica que pocos
quieren considerar, debido a la economia que se maneja sobre las investigaciones. También
generan consideraciones fundamentales para la metodologia e interpretacion de datos, debido a las

fuentes con las que desarrollaron el cumplimiento de los objetivos.

Paralelamente, estas evidencias permiten distinguir diferentes tipos de evaluacion de los
peligros ecotoxicologicos, ya que los bioensayos con Lactuca sativa L. suscitan respuestas
bioldgicas constituidas por la exposicion de semillas a diferentes tipos de compuestos. Debido a
las especificaciones y parametros planteados en las investigaciones anteriormente mencionadas,
enrolla gran relevancia que permite establecer relaciones e ideas de como se traté y como se

analizan los problemas generados por estos derrames.
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1. Delimitacion del ejercicio de investigacion

En Colombia, cada afio se presentan numerosos dafios que afectan el oleoducto que
atraviesa nuestro pais, especificamente en el oleoducto Cafio Limon Covefias, en Tiba, Norte de
Santander, de acuerdo a Ecopetrol (2020), este ha sufrido mas de 1.500 atentados terroristas en 33
afios, generando el derrame de cerca de 3,7 millones de barriles de crudo en suelos, quebradas y
rios. debido a esta situacion, esta investigacion surge con la iniciativa de generar una alternativa
amigable con el medio ambiente; que permita mitigar el impacto generado en el suelo afectado,
implementando como bioindicador en el proceso de biorremediacion a la lechuga (Lactuca sativa
L.).

1.1 Planteamiento del problema

Los derrames de petrdleo generan acumulacion de hidrocarburos en el suelo, contribuyendo
a la contaminacion a largo plazo de fuentes hidricas, fauna, la flora, la salud humana y los recursos
naturales (Casallas S. & Gonzéalez M., 2020), estos derrames pueden ocurrir debido al rompimiento
de oleoductos, accidentes de vehiculos que transportan el petroleo en tanques en las carreteras, por
derrames de petroleo de los tanques de almacenamiento o por dafios a los oleoductos (Chaineau et
al., 2003; Rivera Y. & Dendooven L., 2004). Teniendo en cuenta lo anterior, cabe resaltar que la
entidad Ecopetrol, desde sus inicios ha sido victima de este tipo de ataques, de alrededor de unas
3.000 veces, generando asi un estimado de 3,7 millones de barriles de crudo derramados, la
magnitud de los dafios ha sido gigantesca (Pardo T., 2018). Esto genera afectaciones en mayor
medida, cuando no se cumplen o no se asumen las responsabilidades correspondientes frente a
estos graves impactos generados por la voladura de oleoductos, debido a que no realizan ningln
tipo de investigacion, monitoreo o seguimiento, ni actdan para buscar la recuperacion de los suelos,
fauna y vegetacion; asi mismo no realizan inventarios de recursos ambientales afectados, ni planes

para su recuperacion.

El Catatumbo es una region de Norte de Santander que ha enfrentado a través de la historia,
conflictos sociales, politicos y econdmicos que han afectado consecuentemente al medio ambiente

y la poblacién, las secuelas generadas por estos conflictos han impactado en el estado benéfico de
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los recursos y el medio ambiente, asi mismo en la calidad que gozan los habitantes de los diferentes
municipios; al conectarse a través del abastecimiento de los diferentes recursos, tales como el
recurso hidrico y recurso suelo, que han sido los principalmente afectados en el area. Por ello como
lo establece Arenas D., (2018), es vital establecer e implementar planes de contingencia con el fin
de prevenir grandes desastres antes de que se presente, postulando métodos compatibles con el

medio ambiente y asi no generar mas dafios de los ya causados.

Segun Guerrero M., (2016), las causas como remocion de masas, voladuras y ruptura de
valvulas clandestinas, han liberado en grandes cantidades hidrocarburos que afectan la
optimizacion de los recursos en sus estados libres, contaminando y alterando su estructura. Al
presentarse diferentes y repetitivos eventos a lo largo del tiempo se conoce que en 2017 se llego
contaminar con 18.000 barriles, el recurso hidrico y consecuentemente el recurso suelo, esta
afectacion genera cambios drésticos en las condiciones presentes para la macro y microbiota

vigente en estos recursos.

El &rea donde se extrajo la muestra, se encuentra ubicada especificamente en la vereda
Campo Seis (Figura 1), hasta el momento de la toma de muestra en el afio 2019, se presentaron
mas de 5 ataques al oleoducto Cafio Limdn-Covefias, generando asi derrames de crudo; afectando
directamente fuentes hidricas como el rio Tiba y Tibucito, que alimenta el sitio turistico Pozo Azul
(Redaccion Nacional, 2019). En base a lo anterior, el panorama de estos sitios se encuentra en
estado de emergencia, debido a las constantes suspensiones de agua potable, los lixiviados

generados que llegan a fuentes hidricas y la disminucién de ecosistemas.

A la contaminacion del suelo por petrdleo se le atribuye la alteracion del crecimiento vegetal
(Riveraet al., 2005) y niveles mas altos de metales en los sedimentos afectados, especialmente Cr,
Cu, Mn, Pb y Zn (Siebe et al.,2005). Cuando el suelo es alterado por diversos elementos, este
cambia su riqueza nutricional, sus niveles de estabilidad y su utilidad. Por consiguiente, la

contaminacion que afecta el suelo perjudica directamente a la poblacion que en él habita.

A menudo, los suelos de agricultura son los que mas afectados se ven con este tipo de

contaminacion. Los compuestos toxicos inciden arduamente sobre la consistencia y composicién
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del suelo, desintegrando las cualidades que lo hacen 6ptimo para el normal desarrollo de diferentes
especies; como comunidades microbianas e insectos, en los que el suelo es su habitat y hasta las
plantas estan expuestas a estos deterioros; a causa de que la absorcién de nutrientes es por medio
de la raiz, si no se cuenta con la cantidad y especificidad necesaria de nutrientes, no puede llevar a

cabo sus funciones fisioldgicas (Lin et al., 2002).

CONTINGENCIA KP 367+070

Rutss de derrame y purfos de control operatvos
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Figura 1. Fuentes hidricas afectadas por el derrame de crudo. Fuente: Google Earth (2019) Rutas
de derrame y puntos de control operativos por Ecopetrol.

La fitotoxicidad de un compuesto puede ser determinada a través de la evaluacion, analisis y
descripcion de la germinacién y desarrollo de algunas plantulas. Debido a la sensibilidad de esta
etapa de desarrollo; la estimacion de la tolerancia a la contaminacion, es clara, ya que puede inhibir
gradualmente las funciones metabdlicas de las semillas (Hubalek et al.,2007). Paralelamente, los
estudios coinciden en que el grado de toxicidad que se puede presentar en las plantas, esta
relacionado con la complejidad de los compuestos organicos. En cada crudo, varia la composicion
quimicay a su vez puede generar una gran variedad de efectos sobre los organismos. Al estimar la
toxicidad que pueden presentar las especies vegetales por medio de los bioensayos, es pertinente
recurrir a metodos de degradacion o transformacion de estos compuestos toxicos (Hubalek et al.).
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Las plantas presentan un sinfin de beneficios, que, gracias a su metabolismo y rapida adaptabilidad

a condiciones adversas, pueden ser implementadas como fitorremediadoras.

La finalidad del proyecto es el mejoramiento del panorama nacional y a su vez, la mejora del
sitio en particular. Este trabajo no solo se enfoca en la estimacién de la toxicidad de hidrocarburos
a través de las semillas de lechuga, sino en ser un apoyo en lo posible, para respectivos tratamientos

que se le puede dar al suelo por medio de la biorremediacion.

1.2 Formulacién del problema

¢La aplicacion de bioensayos con semillas de lechuga permitira analizar la toxicidad

durante el proceso de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos?

1.3. Justificacién

La region del Catatumbo posee gran riqueza y biodiversidad bioldgica por ser un remanente
de la selva humeda tropical, dentro de este, habitan muchas especies y seres humanos que se
desenvuelven en zonas cercanas al Oleoducto Carfio Limdn-Covenias; el cual es de gran importancia
para la region. Debido al impacto que genera, se convierte en un medio de atractivo para grupos
con problemas sociales y politicos, que buscan justificar sus actos al perjudicar la integridad del
oleoducto, generando dafios de impacto ambiental a los habitantes y especies cercanas, asi lo
relaciona Guerrero M., (2018), en su estudio, donde estableci6 que uno de los fendmenos que afecta
en gran proporcion la industria de petréleo en Colombia, son las interrupciones de la cadena de
suministro por interferencias externas como la voladura de oleoductos en zonas de dificil acceso
con la generacion de dafios ambiental por derrame de crudo sobre suelos y aguas.

Los atentados al Oleoducto Cafio Limon-Coverias han crecido exponencialmente en los
altimos afios, Méndez C., (2019), en su andlisis indica que hasta el 2018 se presentaron 1.500

atentados por parte de grupos armados ilegales, siendo un promedio de 50 atentados por afio. Las
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consecuencias de estos actos son negativas para el ecosistema, dado que los derrames representan
una de las principales causas de contaminacion de las corrientes hidricas, ocasionando la
mortalidad de especies acuaticas, la contaminacion del suelo y mortalidad vegetal (Calao J., 2007).
La contaminacidn hidrica afecta a la poblacién, puesto que no se han implementado procesos de
tratamiento de este recurso vital, y consecuentemente las sustancias toxicas son capaces de penetrar
el suelo; generando una inestabilidad de crecimiento y desarrollo para las plantas e igualmente

actuando como una sustancia nociva para la microbiota que se desarrolla en él.

Cuando el derrame se produce en el recurso suelo, este tiende a formar una capa que va
limitando la porosidad, este fenomeno se debe segun Herrero M., (2016), a las propiedades
hidrofébicas de muchos contaminantes organicos; tales como la mayoria de los componentes del
petréleo, PCBs, PAHSs (naftaleno, pireno, fluoreno, entre otros), que tienden a unirse al suelo en su
fraccion orgénica, limitando el intercambio de gases y nutrientes del suelo. Por consiguiente,
afectando directamente la fauna y flora, debido a la ausencia de recursos disponibles, sumando a
esto, si ocurren derrames en medios acuaticos, los dafios no disminuyen; afectando el intercambio
de oxigeno, acumulacion de sedimentos e interrupciones en los ciclos fotosintéticos (Corzo M.,
2017).

La correcta investigacion, ha demostrado que se puede trabajar sobre la eliminacion de
hidrocarburos, mediante tratamientos bioldgicos, como la biorremediacion cuando los requisitos
ambientales son ideales (Pino et al.,2012). Debido a la amenaza que representa la contaminacion
con hidrocarburos para el medio ambiente, surgié este proyecto de biorremediacion con el fin de
medir la toxicidad e impacto negativo generado en el suelo a través de la lechuga (Lactuca sativa
L.) como bioindicador, basados en el mecanismo de accion del mismo; el cual puede desarrollarse
gracias a sus semillas vasculares y altos indices de sensibilidad a diferentes tipos de contaminantes
(metales, pesticidas y otros compuestos) como lo afiade Sobrero M., (2010); por ende, estas
caracteristicas evidencian la trascendencia de los niveles de toxicidad en el suelo y su influencia

en las especies vegetales.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General
Analizar la variacion de la toxicidad durante el proceso de biorremediacién de suelos

contaminados con hidrocarburos provenientes del Municipio de Tibd, Norte de Santander.

1.4.2 Objetivos Especificos
Examinar la variacion de la toxicidad durante el proceso de biorremediacién, utilizando

como indicador semillas de lechuga (Lactuca sativa L.)

Interpretar la ecotoxicidad de las muestras de suelo contaminado durante el proceso de

biorremediacion, por medio de indicadores bioldgicos (Lactuca sativa L.).

Comparar la implementacion de bioensayos en las diferentes muestras de suelo

contaminado.



23

2. Disefio metodoldgico

El proyecto que se desarrollé forma parte de un macro proyecto emprendido por el semillero
SIBIOAM. Para el desarrollo de este proyecto se analizaron parametros como porcentaje de
germinacién, crecimiento de la raiz (radicula) y del tallo (hipocétilo) y el indice de germinacion;
que permitieron conocer el avance del proceso de biorremediacion en las fases de estudio
establecidas (0,30 y 60 dias). Asi mismo una vez registrados los resultados se analizaron con el
programa STATGRAPHICS CENTURION XV, mediante un analisis de ANOVA y parte de estos,
se compararon con articulos y trabajos investigativos (basados en la implementacion de bioensayos
con Lactuca sativa L.) encontrados a traves de las plataformas de investigacion de la biblioteca

virtual Eduardo Cote Lamus.

2.1 Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental y descriptiva, teniendo en cuenta que se evalud
la toxicidad de los suelos contaminados con hidrocarburos, a través de bioensayos con semillas de
lechuga (Lactuca sativa L.), con el fin de analizar las condiciones del suelo después de estar
sometido al proceso de biorremediacion. A nivel tedrico, se referencié a Herndndez, Fernandez y
Baptista, (2003), quienes consideran que la investigacion experimental se ocupa de la orientacion
dirigida a los cambios y desarrollos de las ciencias naturales; manipula una o varias variables
independientes, ejerciendo el maximo control. Su metodologia es generalmente cuantitativa.
Emplea muestras representativas, disefio experimental como estrategia de control y metodologia

cuantitativa para analizar los datos.

Asi mismo, se considera descriptiva porque se especificaron los resultados obtenidos a
partir de los ensayos de laboratorio durante el proceso de biorremediacion. Lo anterior,
fundamentado en Herndndez, Fernandez y Baptista, ya que se efectud cuando se describieron, en
todos sus componentes principales.

Este proyecto integré un macroproyecto del Semillero de Investigacion de Biotecnologia

Ambiental (SIBIOAM), el cual busca generar estrategias de bienestar para el tratamiento de suelos
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contaminados con hidrocarburos, por lo tanto, hicieron parte del mismo los proyectos; Evaluacion
de la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos por bioestimulacion, en el
municipio de Tibd, Norte de Santander y Caracterizacion de microorganismos presentes en el
proceso de biorremediacion como alternativa para la recuperacion de suelos del municipio de Tibu,

Norte de Santander, contaminados con hidrocarburos.

2.2 Método de investigacién

2.2.1 Técnicas de recoleccion de datos

La evaluacion de la toxicidad del suelo se determing a través de la tolerancia de la planta a
los compuestos toxicos, utilizando el porcentaje de germinacion, crecimiento de la raiz (radicula)
y del tallo (hipocétilo) como pardmetros. Para determinar el porcentaje de germinacion se emple6
la siguiente ecuacion:

Numero de semillas germinadas

%Germinacion = ( ) * 100

Numero de semillas totales

El ensayo de toxicidad se evalué a los 0, 30 y 60 dias. EI montaje se mantuvo en oscuridad
y se almaceno en una incubadora de oxitop a una temperatura de 17+/- 2° C (Visser S. & Danielson
R., 1995).

El indice de germinacion (IG) posee la ventaja integrar parametros como el nimero de
semillas germinadas y elongacion de radicula e hipocotilo, a su vez permite la evaluacion de
toxicidad baja que afecta el crecimiento del hipocétilo y la toxicidad pesada que afecta la
germinacion (Celis et al., 2006), a través de la expresion:

G =L
" Go*Le

donde, IG es el indice de germinacion (%), G es el promedio de las semillas germinadas en

1G * 100

la muestra, Gces el promedio de las semillas germinadas en el control negativo, L es el promedio
de longitud del hipocétilo en la muestra (cm), y Lces el promedio de longitud del hipocétilo en el

control negativo (cm).
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Para la medicidon de la longitud de la raiz y el hipocétilo de las semillas de Lactuca sativa
L. germinadas (considerando como criterio de germinacion la aparicion visible de la radicula), se
extrajo la plantula de lechuga de la caja de Petri y se coloc6 sobre papel milimetrado,
cuidadosamente se determind la longitud de las partes en estudio, tomando la longitud de la raiz
como la distancia desde el nudo (region mas engrosada de transicion entre la radicula y el
hipocotilo) hasta el apice radicular. La elongacion del hipocotilo se midio desde el nudo hasta el

sitio de insercién de los dos cotiledones.

2.2.1.1 Técnicas de analisis
Los resultados fueron tabulados, registrados y analizados de forma grafica y porcentual, ademas

de la descripcion de los mismos, basandose en las etapas sefialadas.

2.2.1.2 Instrumentos

Para la toma de muestras de los andlisis, se realizé un formato de registro con las variables
esenciales, mediante la tabulacion de los resultados la longitud de hipocoétilo y la radicula de las
semillas de lechuga (Lactuca sativa L.), también se tuvieron en cuenta la cantidad de semillas que
germinaron en los tiempos que se establecieron para el analisis, el Anexo 1 es una muestra del

formato de registro.

2.2.1.3 Técnicas para la presentacion de datos, tablas y gréaficos estadisticos

Para la determinacion del indice de germinacion, porcentaje de germinacion, elongacion de
hipocotilo y radicula, se utiliz6 un analisis de varianza ANOVA multifactorial, evaluando cada una
de las variables en relacion a los diferentes tratamientos y tiempos de evaluacion empleados. Los
resultados fueron evaluados utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS CENTURION
XV, mediante un analisis de ANOVA vy el test de comparacion de medias de Tukey con un 95%

de confianza.

2.2.2 Fuentes de informacion
Para el desarrollo del objetivo en modalidad monografia de investigacion se indagaron y
analizaron publicaciones y articulos cientificos relacionados con el tema de estudio, esto, a través

de las diferentes bases de suscripcidén (Web of Science, Scopus y ScienceDirect) otorgadas por la
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Biblioteca Eduardo Cote Lamus (Biblioteca virtual), seleccionando los articulos que abarcaran
mayor informacion descriptiva de los procesos utilizando bioensayos, especificamente los que

implementaron como bioindicador la semilla de Lactuca sativa L.

2.3 Metodologia

Para el cumplimiento eficaz de la misma, se desarrollaron los objetivos 1 y 2 de forma
experimental con la modalidad investigacion dentro del laboratorio de biotecnologia general en la
sede Campos Eliseos de la Universidad Francisco de Paula Santander y el tercer objetivo se
modificé debido a la emergencia sanitaria actual por COVID19 (SARS-CoV-2) a modalidad
monografia segin Acta No 21, expedida por el Comité curricular de Ingenieria Biotecnoldgica con

el fin de ejecutar el mismo de forma documental (Anexo 2).

2.3.1 Obtenciodn, control y conservacién de las semillas

La obtencidn de las semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) se realiz a través de semilleros
locales, partiendo de caracteristicas especificas para adquirir un producto de calidad, dentro de
estas se encuentran emplear semillas que no hayan sido expuestas a fungicidas o plaguicidas, que
presenten baja variabilidad en la elongacién de la radicula e hipocétilo y buen poder germinativo.
Asi mismo, una vez seleccionadas y obtenidas las 200 semillas se conservaron a temperatura
ambiente, sin exposicion a la luz solar y diversos factores ambientales que generaran

contaminacion.

2.3.2 Instalacion de los composteros de estudio

Para el inicio del proyecto fue necesario tener en cuenta los factores de medicion a partir
del suelo muestra obtenido, determinandose 5 tratamientos de estudio, los tiempos establecidos
para la toma de muestra fueron 0, 30, 60 y 90 dias, los cuales se evaluaron por triplicado, para ello
fue necesario calcular las condiciones del proceso para cada uno, tomando como referencia que la
base célculo es 1000 g, la relacién carbono, nitrogeno y fdsforo es; C/N (60) y C/P (800), la
humedad 60% cc y materia organica al 15% (Fuentes R., 2019). Posteriormente se establecieron

los componentes de los tratamientos (Tabla 1).
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Tabla 1. Factores de medicion

Compostero a estudiar Contenido Nutrientes Medicion
Control Abidtico Suelo contaminado + Nitrégeno Procesos fisicos
(CA) HgCl, Fosforo
Control Bidtico 1 Suelo nativo Microorganismos nativos
(CBy)
Control Biético 2 Suelo nativo + Nitrégeno
(CB>) Materia orgénica Fosforo
Tratamiento 1 Suelo contaminado Nitrégeno Procesos bioldgicos
(T1) Fosforo
Tratamiento 2 Suelo contaminado + Nitrégeno Procesos bioldgicos con
(T2) Materia organica Fosforo materia organica

Evaluacion del proceso

Tabla 2. Condiciones de proceso para la evaluacion de toxicidad de hidrocarburos en suelos
empleando Lactuca sativa L.

Parametro Condicion

Tipo de ensayo Estatico

Temperatura 22+ 2 °C

Calidad de luz Oscuridad

Cantidad de muestra 5 gramos

Agua de dilucién Agua mineral

Semillas por réplica 20

Numero de réplicas 3

Tiempo de incubacion 120 h

Aceptabilidad de los resultados Germinacion control negativo (>90%)

Fuente: Biotratamiento y Biorremediacion (I sem/19) MSc. Romina Fuentes.

2.3.3 Analisis del indice de germinacion

Las semillas usadas durante todo el proceso cumplieron con criterios pertinentes como el
porcentaje de germinacion, especie y disponibilidad de cantidad para el estudio; una vez obtenidas
las semillas se analizé el indice de germinacion con el suelo muestra CB;. Inicialemente, se

agregaron 5g de suelo contaminado en la caja Petri y se adicionaron 10 mL de agua mineral hasta
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obtener una mezcla homogénea. Posteriormente se afiadieron 20 semillas cuidadosamente, dejando
espacio suficiente entre ellas para permitir el crecimiento de las raices. El proceso se realizé por
triplicado y una vez finalizado se envolvieron las cajas evitando contaminacion y pérdida de
humedad. Se llevaron a incubacién en oscuridad a 22°C durante 120 horas (5 dias). Finalizado el

periodo de incubacidn se procedié a la lectura de los resultados obtenidos.

2.3.4 Analisis del indice de germinacion- Control negativo (CN)

Debido a los resultados obtenidos en la primera prueba de indice de germinacion, fue
requerido conocer la causa del problema (semillas o cantidad contaminante en el suelo), para esto
se realiza nuevamente la prueba con un suelo nuevo obtenido del municipio de Los Patios del cual
ya se conocia una germinacion favorable con las semillas, se realizé el mismo procedimiento

detallado en el numeral 2.2.3.

2.3.5 Toma de la muestra en el tiempo establecido

Una vez organizados los composteros de estudio se tomo la muestra correspondiente (0
dias), para ello se pesé en la balanza analitica 150 g de suelo de cada compostero, los cuales fueron
almacenados en bolsas ziploc debidamente rotuladas, se refrigeraron para su conservacion y
posteriormente realizar su analisis. Este procedimiento se realizé en cada toma de muestra obtenida

de acuerdo al tiempo de estudio (0, 30, 60 y 90 dias).

2.3.5.1 Evaluacion de la toxicidad para la muestra
Una vez desarrollado el procedimiento del numeral 2.2.3 se tomaron los datos pertinentes
(ndmero de semillas germinadas, longitud de hipocoétilo y radicula) los cuales fueron tabulados en

la base de datos para su posterior analisis.

2.3.6 Preparacion de diluciones

Esta se basa en evaluar los efectos fitotdxicos de compuestos puros o de mezclas complejas
en el proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros
dias de crecimiento. Se realizaron los calculos para conocer los gramos necesarios de los diferentes
tipos de suelo (suelo control negativo (CN) y suelo de tratamiento) para las diluciones 40%, 60%
y 80% (Tabla 3).
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Calculos
Las diluciones se realizaron de acuerdo a una regla de tres simple, dado que los gramos de suelo

que se usan son 5, para las diluciones, los gramos (gr) a usar fueron:

40 x5 gr 60 * 5 gr 80 *5gr
40% =—————=29gr 60% =—71—=3gr 80%:W

100 100 =4gr

Por lo tanto, las diluciones se establecieron de la siguiente manera:

Tabla 1. Preparacion de diluciones

Concentracion Muestra
40% 2 gr suelo de tratamiento + 3 gr suelo (CN)
60% 3 gr suelo de tratamiento + 2 gr suelo (CN)
80% 4 gr suelo de tratamiento + 1 gr suelo (CN)

Procedimos a pesar en balanza analitica las cantidades establecidas para cada suelo y se
agregaron en una caja Petri homogenizando con agua. Seguidamente, se afiadieron las 20 semillas
a cada una de las cajas dejando espacio suficiente entre ellas para permitir el crecimiento de las
raices. Luego, se rotularon cada las cajas Petri, ya que el procedimiento se debe realizar por
triplicado. Finalmente se llevaron a incubacion en a 22° C durante 120 horas (5 dias). Finalizado

el periodo de incubacidn se procedio a la lectura de los resultados obtenidos.

2.3.7 Investigacion documental

Con el fin de conocer y establecer una relacion en los diferentes trabajos, publicaciones e
investigaciones relacionadas con la biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, en
los que implementan como bioindicador Lactuca sativa L., se realizaron diferentes jornadas de
investigacion, a través de las diferentes bases de suscripcion (Web of Science, Scopus y

ScienceDirect) otorgadas por la Biblioteca Eduardo Cote Lamus (biblioteca virtual), seleccionando
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aquellas que cumplieran con los requisitos de estudio de la monografia actual (bioindicador y

recurso contaminado).

2.4 Estrategia con el medio

El trabajo que se desarrollé a través de este proyecto, fue basado en la necesidad que surge
debido a la gran contaminacién que se presenta en la region de Tibu - Norte de Santander, cuando
se generan derrames de hidrocarburos en la zona, por ello, el enfoque esencial de esta investigacion
fue la basqueda de una alternativa sostenible, que permitiera disminuir el impacto provocado por

estos contaminantes en el suelo y el medio ambiente.

Dentro de la investigacion, se incorpor6 como bioindicador la lechuga (Lactuca sativa L)
en el proceso de biorremediacion, y a través de esta, se obtuvieron resultados promisorios aplicando
metodologias versatiles. El andlisis de los resultados presentes, permiten proyectar esta
metodologia como una herramienta de facil acceso, dado sus procesos operativos y los resultados
obtenidos, que permiten mitigar el impacto generado, siendo una alternativa sustentable. Debido a
la emergencia sanitaria actual, las fases de investigacion no fueron llevadas a término, por ello,
este trabajo se convierte en un reto de interés para ser finalizado en sus etapas de estudio, y a su

vez, ser propuesto como una alternativa ante las situaciones contaminantes generadas en la region.
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Los resultados que se presentan a continuacion, se llevaron a cabo de manera experimental,

de acuerdo a la modalidad trabajo dirigido con la que se inici6 el proyecto. Los apartados 3.1y 3.2

hacen referencia al primer y segundo objetivo especifico, estos engloban desde el establecimiento

de los composteros de estudio hasta los analisis peridédicos de toxicidad de las muestras

recolectadas.

3.1 Examinar la variacion de la toxicidad durante el proceso de biorremediacion, utilizando

como indicador semillas de lechuga (Lactuca sativa L.)

3.1.1 Obtencidn, control y conservacion de las semillas

Teniendo en cuenta los autores citados, se trabajo con semillas de la marca Fercon, variedad

Black Simpson.
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periodo vegetativo de 90 dias. Es recomencable cosechar
temprano en fa madans. Excelente para ensafacas.

Figura 2. Semillas seleccionadas para los bioensayos.
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3.1.2 Instalacién de los composteros de estudio
Se llevé a cabo el respectivo establecimiento de los tratamientos, cada uno con las
especificaciones sobre cantidad de suelo contaminado, suelo nativo, tipo de control, bases de

calculo, humedad, materia organica, relaciones de C/N y C/P.

Una vez realizados los célculos pertinentes se preparan los composteros, pesando el suelo
muestra y los demas componentes en una balanza analitica para obtener mayor precision, fueron
rotulados cada uno con el fin de identificarlos de acuerdo al tratamiento de estudio y se procedio a
ubicarlos en un lugar donde las condiciones ambientales pudieran estar controladas en la medida
de lo posible; como exposicion al sol, temperatura ambiente y protegido de factores externos que

puedan generar contaminacion.

e
: ;‘:W“N;L”( ’A"’ ;:‘ )

Tl : CBI l : » 'CB2 - CA

Figura 3. Tratamientos de estudio. De izquierda a derecha; Tratamiento 2 (T2), Tratamiento 1
(T1), Control bidtico 1 (CB1), Control bi6tico 2 (CB2) y Control abiético (CA).

3.1.3 Analisis del indice de germinacién

Después del tiempo de incubacién se realizo la respectiva lectura, la cual no present6
germinacion en ninguna replica, las semillas no intentaron siquiera brotar. Generando asi, dudas
sobre las semillas y el suelo, ya que posiblemente el porcentaje de germinacion que indica su
empaque se podria ver afectado por la conservacion y manejo de semillas; en cuanto al suelo, se

sospechd que contenia trazas de petroleo debido a la zona de toma de muestra.
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3.1.4 Analisis del indice de germinacion - Control negativo (CN)

Se realiz6 una segunda prueba con un suelo que no ha tenido contacto con el petréleo, con
el fin de evidenciar si el control bi6tico contiene trazas de petréleo, debido al grado de germinacion.
Al realizar la lectura se confirmaron las sospechas sobre el anterior suelo, ya que la cantidad de

semillas germinadas fueron considerables.

Figura 4. Prueba de viabilidad y porcentaje de germinacion con suelo arcilloso control. De
izquierda a derecha se encuentra la muestra R1, R2 y R3.

Para el calculo del indice de germinacion, se tiene en cuenta el promedio de las semillas

germinadas y sus respectivas longitudes, a continuacidn, se especifica la ecuacion a utilizar:

_ G * L
_GC*LC

1G * 100

Tabla 3. Variables de control para el indice de germinacion.

Control negativo (CN)

Germinadas Longitud (cm)
R, =14 R; = 3,5143
Ry =13 Ry =2,5846 Por lo tanto, la ecuacion es:
Rz =17 R; = 4,1412 G+L

1G = 100

0,7333 * 3,41335

14 + 13 + 17
G=— ——

= 3,51+ 2,58 + 4,14
50 0,7333 L=

3

0,7333 x 100 = 73,33% =3,41335cm
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3.1.5 Tiempo de evaluacion 0 dias

En la Figura 5, se puede apreciar la variacion del porcentaje de germinacion respecto a cada
tratamiento trabajado, en la cual resalta el componente toxico presente en la mayoria (CA, CB1, T1
y T2), de modo que presentaron una germinacion inferior al 20%. A pesar de que el CB; (control
bidtico 1) no presenta crudo, la germinacién se vio afectada por la posibilidad de que este suelo
contenga trazas de crudo por anteriores exposiciones a derrames, por lo tanto, procedimos a trabajar

con un suelo sin antecedentes toxicos, siendo denominado control negativo para toxicidad (CN).

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 5. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de Germinacion (%) para los
diferentes tratamientos en el tiempo de 0 dias.

Teniendo en cuenta la constitucion de los tratamientos (Tabla 1), destaca el CB; (control
bidtico 2) al presentar una germinacion alta, a pesar de esto, se mantiene <50%, por la posible
presencia de componentes toxicos en la muestra de suelo nativo. A nivel general, durante este
analisis resalta un efecto de toxicidad aguda, debido a la muerte del embridn o posibles retrasos en
el proceso de germinacion, por efecto del suelo contaminado. Seguidamente, la prueba de maltiples
rangos sefiald la existencia de grupos homogéneos, el mas grande conformado por CA, CB1, T1y

T, que son quienes presentaron menor germinacion (Anexo 3).

Respecto a la longitud del hipdcotilo en los tratamientos, estos tuvieron ciertas variaciones

(Figura 6), pero aun asi, siguen manteniendose dentro de los grupos homogéneos anteriormente
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resaltados, lo que indica la sensibilidad a componentes toxicos para la elongacién de radicula e
hipocotilo, que es interpretada como toxicidad cronica en el tiempo de evaluacion, esto, respecto a

los datos obtenidos del tratamiento CN.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 6. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de Hipocétilo (cm) para los
diferentes tratamientos en el tiempo de 0 dias.

El indice de germinacion permite evaluar de manera integral la toxicidad que afecta el
crecimiento de la raiz y la toxicidad que afecta la germinacién de la semilla. Por consiguiente, para
el analisis de esta variable, nos basamos en los criterios de interpretacion del indice de germinacion
(IG) establecidos por la EPA y los implementados por Zamora y Garcia (2011), que se relacionan
a continuacion:

Tabla 4. Interpretacion del indice de germinacion.

[€] Interpretacion

> 80% Ausencia de las sustancias fitotdxicas o estdn en muy baja concentracion.

>50% Y <80%  Presencia moderada de dichas sustancias.

<50% Fuerte presencia de sustancias fitotoxicas.

Teniendo en cuenta la Tabla 5, para considerar la existencia de un efecto negativo sobre las

plantulas de lechuga, el IG < 50% indicaria una fuerte presencia de sustancias fitotoxicas.
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Consecuentemente, todos los tratamientos en este tiempo, se mantuvieron por debajo de este rango
(Figura 7), esclareciendo la toxicidad de suelos contaminados con hidrocarburos procedentes de la

vereda Campo Seis, en Tib0 - Norte de Santander.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 7. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de Indice de germinacion (%)
para los diferentes tratamientos en el tiempo de 0 dias.

3.2 Interpretar la ecotoxicidad de las muestras de suelo contaminado durante el proceso de

biorremediacion, por medio de indicadores bioldgicos (Lactuca sativa L.)

3.2.1 Anélisis de diluciones

Debido a la fuerte toxicidad evaluada a través del indice de germinacion, durante el tiempo
0 del proceso de biorremediacién, se procedid a realizar diluciones de cada tratamiento, para
determinar a qué concentracion se obtienen los mejores resultados (Sobrero M., & Ronco A.,
2004). Respecto al porcentaje de germinacion de las diluciones evaluadas (Tabla 3), la dilucion del
60% fue el destacado, por lo que en algunos tratamientos los porcentajes fueron >50%,
seguidamente la dilucién al 40% proporciond porcentajes de 45-55% de germinacion, y finalmente

las concentraciones de 80 y 100%, fueron las que mas impidieron el crecimiento de las semillas,
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llegando a reducir considerablemente el porcentaje en cada tratamiento (Figura 8), debido a que

contienen mayor cantidad de suelo contaminado sin tratar.

Estos resultados ratifican que las semillas en todos los tratamientos, toleraron la mayoria
de concentraciones establecidas, dado que, la toxicidad aguda solo estuvo presente en las
concentraciones menos diluidas y de manera general evidencian la efectividad de la dilucion de

60%, que es en la que se reduce notablemente la disponibilidad de componentes tdxicos.

90
80
70

60
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Figura 8. Relacion del porcentaje de germinacion, respecto a las diluciones planteadas (40,60,80 y
100%). En el tiempo de 0 dias del proceso de biorremediacion.

Existe variacion y mejoria de la elongacion del hipocotilo, por lo que, al diluir la muestra,
las concentraciones de toxicidad guedan en un rango nulo y en algunos casos moderado. Las
semillas sufren una gran recuperacion en cada tratamiento, puesto que en la mayoria de diluciones,
alcanzan longitudes superiores a 3 cm (Figura 9). Las diluciones de 100 y 80%, causaron efectos
de toxicidad crénica y aguda en las semillas, resaltando que, a mayor dilucion, el suelo proporciona

mejores condiciones para el desarrollo de las semillas.

En tratamientos como T2, con solo diluir al 80%, se logra una media de 2,0131 en la
longitud, para este caso, las diluciones son directamente proporcionales a la media, puesto que el

40% alcanza una media de 3,57333 (Anexo 4). De manera similar sucede con el T1, pero este
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necesita una dilucion al 60%, para que alcance una media de 2,77222 (Anexo 5) y en la proxima

dilucion aumentar.
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Figura 9. Relacién de la longitud de hipocétilo (cm) de los tratamientos analizados, respecto a diluciones
planteadas (40,60,80 y 100%). En el tiempo de 0 dias del proceso de biorremediacion.

El indice de germinacién fue completamente destacable (Figura 10), pues en la mayoria de
tratamientos (CB1, CB», T1y T2) hubo porcentajes superiores al 40%. La recuperacion y el avance
de todos los tratamientos a partir de las diluciones es prometedor; el T2 con la sola dilucion al 80%,
presenta un 1G de 26,8077% y para la siguiente dilucion (60%), aumenta abruptamente hasta un
64,9066%, valores que después de 30 dias del proceso de biorremediacion no son obtenidos, por
lo tanto, la recuperacion de suelos y el probable destino final de los mismos, es posible por medio

de la implementacion eficaz de diluciones.

Para el caso del T estos porcentajes son favorecedores, pues demuestran el potencial
reductor de la combinacion de suelos para la disminucion de toxicidad, dado que con la dilucién al
40%, alcanz6 una media de 77,2366 para el IG (Anexo 6), llegando a reducir la toxicidad aguda y
cronica, caracteristica que puede ser de utilidad al realizar analisis en diferentes aspectos sobre la

recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos y especies fitorremediadoras. Dicha
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aplicacion se puede estructurar respecto a la gravedad API de crudos ( Larez L., 2013; Hernandez
etal., 2017).

Seguidamente, para el caso del CB1, la dilucién al 60% es la que presenta la media mas alta
de los tratamientos analizados: 146,46 (Anexo 7), cabe resaltar que este suelo posiblemente tenga
trazas de hidrocarburos de derrames anteriores; lo que permite recalcar el beneficio del uso de
diluciones, pues en todos los tratamientos hubo disminucidon de los efectos de toxicidad crénica 'y

aguda ocasionados por los componentes de los hidrocarburos (Orozco et al., 2014).
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Figura 10. Relacion del indice de germinacion (%), respecto a las diluciones planteadas (40,60,80 y
100%). En el tiempo de 0 dias del proceso de biorremediacion.

3.2.2 Tiempo de evaluacion 30 dias

La germinacion durante este tiempo, exhibe un avance en el proceso de biorremediacion,
especificamente una mejora en el suelo, dado que los rangos para cada tratamiento revelaron
mejores porcentajes de germinacion (Figura 11), a pesar de esto, los tratamientos siguen

exponiendo efectos de toxicidad aguda.



40

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 11. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de Germinacion (%) para los
diferentes tratamientos en el tiempo de 30 dias.

A causa de la similitud entre T1 y T2, no es posible establecer una relacion sobre los
tratamientos que tienen materia organica (CBz y T>), sin embargo, el producto del metabolismo de
los microorganismos y microecosistemas probablemente favorecieron el desarrollo de las semillas
para este tiempo. No obstante, el efecto letal para este periodo estuvo variante entre los
tratamientos, ya que en comparacion con los resultados del tiempo 0, la diferencia es notoria (Tabla
6).

Tabla 5. Comparacién del % de germinacion, tiempos 0 y 30 dias.

Porcentaje de germinacion

Tiempo Control CB1 CB2 CA T1 T2
0 dias 73,3333 0,06111111 30 0 1,1111 5
30 dias 73,3333 20,5556 42,7778 0 26,1111 25

Simultaneamente, se encontré cierto efecto estimulante producto del proceso de
biorremediacion, respecto a la elongacion de hipocotilos (Figura 12), porque de manera general

todos, excepto CA (control positivo para toxicidad), estan dentro del rango al que pertenece el
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tratamiento CN (Anexo 8). En efecto, esto es indicativo de disminucion aparente de la toxicidad

cronica, caso contrario al observado en la germinacion, que presentd toxicidad aguda.

A su vez, la adicion de materia organica y nutrientes a un suelo que contiene hidrocarburos
(T2), permite que este se comporte de manera similar a un suelo con bajas o nulas concentraciones
de hidrocarburos (CB1); por lo que las semillas lograron una elongacién de hipocotilo similar. A
pesar de que los valores no son comparables con el control (CN), si se hacen similares a aquellos
en los que se sospecha que la concentracién de HTP (hidrocarburos totales de petréleo) es mas

baja, respecto a T1y T2 que contienen cerca de un 17% de HTP.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 12. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de Hipocétilo (cm) para los diferentes
tratamientos en el tiempo de 30 dias.

Mientras que, en los analisis expuestos anteriormente, hubo un grupo homogéneo
conformado por CN, CB1, CB», T1y To, el indice de germinacion para cada tratamiento presento
mayor variacion. Para el caso de los tratamientos CB: y T» (Figura 13), estos llegaron a
proporcionar porcentajes similares, a pesar de las diferencias existentes sobre sus componentes,
soportando la deduccion inicial de una mejora del suelo, pues para este tiempo de biorremediacion,
tanto los factores bidticos como abioticos, pueden reducirse o transformarse para ejercer cambios

idnicos sobre los componentes del suelo y el crudo presente (Cuartas D., 2012).
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Al enlazar los tratamientos CA y Ty, destaca que el uso de nutrientes puede favorecer el
desarrollo de las semillas y a su vez disminuir la toxicidad, dado que las variables evaluadas en CA
fueron 0 (%G, H(cm) e 1G). Como complemento, el T1 evidenci6é una media de 26,1111 en %G y
2,38839 de longitud de hipocétilo, comparado con el T2 que fue de 25,0 %G y 2,71323 de longitud
de hipocétilo; esta semejanza es destacable de igual manera, puesto que se diferencian por el uso
de materia organica, acentuando los beneficios del uso estos factores. Finalmente, la diferencia
entre el IG de T1 (19,3794) y T2 (26,7409), no es demasiado grande, lo que permite que sean
similares a CB1 (Figura 14), y a su vez, estan clasificados en un grupo homogéneo que arroja el
programa StatGraphics (Anexo 9).
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Figura 13. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de indice de germinacion (%) para los
diferentes tratamientos en el tiempo de 30 dias.

3.2.3 Tiempo de evaluacion 60 dias

Debido a la situacién actual de emergencia sanitaria por el COVID-19, los tiempos de
evaluacion se interrumpieron y como resultado solo algunos tratamientos fueron analizados. Por lo
tanto, se tienen resultados de 4 de los 5 tratamientos y en el caso del T, solo se pudo sembrar las

réplicas R1 y Rz, por la disponibilidad de material en el laboratorio.

El comportamiento de la germinacion durante este periodo, no tuvo mayor contraste (Figura

14), ya que en todos los tratamientos se not6 un aumento de 0,2% respecto al tiempo anterior, esto
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posiblemente debido a moderados aumentos de niveles HTP (hidrocarburos totales de petrdleo), lo
que inhibe cuantiosamente la germinacion elevando la toxicidad aguda (Adams R. & Guzman F.,

2008).
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Figura 14. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de Germinacion (%) para los
diferentes tratamientos en el tiempo de 60 dias.

Varios estudios han confirmado que en periodos de 30 a 60 dias, en los que a medida que
ocurre la degradacién de compuestos, el proceso genera movilizacion de hidrocarburos, por lo
tanto, afecta el contenido de oxigeno y la capacidad de intercambio idnico en el suelo, y a su vez
dificulta la absorcion de nutrientes por parte de las semillas, generando menores tasas de
germinacion (Adams R. & Guzman F., 2008; Gelves M. & Gualdron L., 2015; Serrano et al., 2006).

Como resultado de la biodisponibilidad de compuestos de hidrocarburos, sigue habiendo
toxicidad aguda, por lo tanto, a pesar de ciertas diferencias entre los tratamientos durante este
periodo, los porcentajes de germinacion se mantuvieron constantes comparados con el anterior
(Tabla 7), aspecto relevante para el proceso de biorremediacion, indicando una leva pausa en el

proceso, y no un completo retroceso del mismo.



Tabla 6. Comparacion del % de germinacién, tiempos 30 y 60 dias.

Porcentaje de germinacion

Tiempo Control CB1 CB2 CA T1 T2
30 dias 73,3333 20,5556 42,7778 0 26,1111 25
60 dias 73,3333 19,4444 41,6667 0 25
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A diferencia de la germinacion, en el caso de la elongacion de hipocétilo (Figura 15), se

proceso de degradacion.
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tratamientos en el tiempo de 60 dias.

presentaron cambios significativos, puesto que los tratamientos CB1 y CB; estuvieron a la par del
CN (Anexo 10), llegando a superarlo para el caso de CB1 (3,83cm - 4,93cm). En lo que respecta al
T», sus bajos valores pueden deberse a que son resultados del triplicado de dos muestras y no de

tres como en los demas tratamientos, también por el posible aumento de toxicidad durante el

Figura 15. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de Hipoc6tilo (cm) para los diferentes

El leve aumento de la elongacion de hipocétilo para cada tratamiento, revela cierta

comparacion con el tiempo de 30 dias (Tabla 8).

disminucion de efectos subletales (Granados et al., 2004), puesto que las semillas que se

desarrollaron con toxicidad aguda expuesta en la germinacion, alcanzaron mejores longitudes, en
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Tabla 7. Comparacion de la elongacion de hipocétilos, tiempos 30 y 60 dias.

Elongacion de hipocétilo

Tiempo Control CB1 CB2 CA T1 T2
30 dias 3,41335 2,71547 3,05903 0 2,38839 2,71323
60 dias 3,41335 4,39740 3,84513 0 1,24882

En cuanto al indice de germinacion (1G), el cual indica el grado de toxicidad presente en
las muestras, aumentd a pesar de las consideraciones antes expuestas (Figura 16), pues este
parametro se basa en los datos individuales de germinacion y elongacién de hipocétilo, por lo tanto,

al haber aumentado en ciertos tratamientos el hipocétilo, el 1G, se vera afectado.
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Figura 16. Medias globales con intervalos de confianza del 95,0% de indice de germinacion (%) para los
diferentes tratamientos en el tiempo de 60 dias.

Asimismo, es destacable el efecto de la materia organica que puede exhibir mayor absorcion
del hidrocarburo, causando un menor efecto toxico sobre el ecosistema (Varjani et al., 2020), que
finalmente permite mayor indice de germinacion, siendo representativo CB2, ya que en este tiempo
supero el 50% de 1G, sefialando la existencia de ligeras cantidades de toxicidad. Al ser un periodo

de biorremediacion intermedio, los datos recolectados, coinciden con diversos estudios sobre
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bioestimulacion y bioaumentacion para el tratamiento de ripios y suelos contaminados con
hidrocarburos (Romaniuk et al., 2007), pues a pesar de esta disminucion, el proceso de

biorremediacion continua.

3.2.4 Analisis de las variables durante 0, 30 y 60 dias

En el transcurso del proceso de biorremediacion (Figura 17), el indice de germinacion
presentd variabilidad; para el caso de CB1, pasé de 2,38 a 33,3%, a pesar del aumento, llega a
manifestar fitotoxicidad hasta el periodo analizado, por lo tanto, el color que presenta este suelo
(Figura 3), no es sinbnimo de ausencia de hidrocarburos, puesto que durante el proceso de
biorremediacion su toxicidad no presento un IG >80%, lo que confirma las sospechas de la

presencia de fracciones solubles de estos metales.
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Figura 17. indice de germinacion para cada tratamiento en el transcurso del proceso de biorremediacion
(0,30 y 60 dias).

Seguidamente el tratamiento CB», fue el Unico en el que aumentd de manera estable,
presentando un IG de 60,8%, pero no alcanza a superar el umbral de >80%, que es el punto en el
que la toxicidad se ha reducido considerablemente. Por lo tanto, la presencia de sustancias
fitotdxicas es moderada teniendo en cuenta lo implementado por Zamora y Garcia (2011), ya que
probablemente algunas semillas usaron lo componentes presentes en el crudo en conjunto con los

nutrientes aportados por la materia organica, para su posterior desarrollo.
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El tratamiento CA, es el control positivo para la toxicidad, por lo que la constante en sus
datos (nula germinacion, longitud de hipocotilo e indice de germinacion), nos permite inferir a
cerca de la importancia de procesos degradativos, ya que al ser comparado con los tratamientos T

y T2, las variables estudiadas presentaron avances durante el proceso de biorremediacion analizado.

En el caso del Ty, este presentd un aumento, el que debido a la disponibilidad de material y
tiempos de ejecucidn, no pudo ser comprobado para el tiempo de 60 dias, sin embargo, el aumento
de 0 a 30 dias, es indicativo de la capacidad degradativa de algunos microorganismos, por lo que
este suelo esta conformado por crudo y nutrientes. Aungue la biomasa microbiana no pudo ser
caracterizada especificamente, los estudios realizados por Botello O. y Correa C. (2020), confirman

la presencia de comunidades microbianas.

Respecto al indice de germinacion durante el proceso, el T» presentd un aumento del 25%
en el periodo de 0 a 30 dias, para el caso de 60 dias, esta variable disminuyd, posiblemente debido
a la cantidad de réplicas trabajadas y por factores de degradacion de hidrocarburos como lo han
mencionado diversos estudios. Sin embargo, el aumento inicial genera validez, sobre los beneficios
del proceso de biorremediacion para este tipo de tratamiento, ya que esta constituido por suelo
contaminado con petréleo, nutrientes y materia organica, la influencia de estos factores es lo que
disminuye la biodisponibilidad y movilidad del hidrocarburo, que finalmente manifiesta una menor

toxicidad*.

3.3 Comparar la implementacion de bioensayos en las diferentes muestras de suelo

contaminado

A continuacion, se describen diferentes trabajos e investigaciones realizadas
implementando bioensayos, con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.), con el fin de comparar
los resultados obtenidos en los mismos con el trabajo realizado actual. Esto como cumplimiento
del tercero objetivo especifico, ante la modificacion del presente trabajo investigativo a monografia

documental.
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3.3.1 Investigacion documental

Infante C. y Garcia F., (2012), dieron a conocer los resultados de toxicidad evaluados
mediante bioensayos empleando semillas de Lactuca sativa L, en diferentes muestras de ripios de
perforacion impregnadas con crudo extrapesado (10°API) y suelos contaminados a escala de
laboratorio, con un crudo mediano (27°API) y uno liviano (32°API) obtenido de Venezuela.
Compararon el efecto toxico de las muestras de suelos contaminadas con crudo antes y después de
ser sometidas al proceso de biorremediacion. Encontraron toxicidad en las muestras impregnadas
con el crudo liviano y mediano, en funcion al porcentaje de elongacién del hipoc6tilo con respecto
al control (suelo sin hidrocarburo) antes del proceso de biorremediacion, y al finalizar el proceso

se registrd una disminucién significativa de la toxicidad.

Al hacer una comparacion de nuestra investigacion y la realizada por Infante y Morales, en
algunos aspectos se obtuvieron resultados similares, dado que en nuestra muestra de crudo (de
caracter pesado 21,5°API) en su primer analisis (muestra 0 dias), es decir, antes del proceso de
biorremediacion present6d toxicidad en funcion al porcentaje del indice de germinacion y
elongacion del hipocétilo. En las muestras analizadas en los tiempos de 30 y 60 dias, los resultados
obtenidos en funcion a las variables expuestas, fueron favorables ya que el proceso de

biorremediacion es mayor gracias a los metabolitos producidos.

En Perd, Callupe N., (2018) determiné la toxicidad en los suelos contaminados por
hidrocarburos mediante bioensayos con semillas de lechuga (Lactuca sativa L), cebolla (Allium
cepa L) y rabanito (Raphanus sativus L). Realizados los analisis establecidos, determiné que el
porcentaje de inhibicion respecto a la germinacion en las plantulas de lechuga, cebolla y rabano,
fue de 77.75%, 56.63% y 97.87% en promedio, revelando la presencia de toxicidad aguda y cronica
en el estudio. Por otra parte, la longitud del hipocoétilo en el rabano fue de 6,67 cm en promedio,
siendo esta la mas grande, seguidamente la lechuga 2,75 cm y por ultimo la cebolla 0,97 cm,

igualmente sucede con la radicula.

Respecto al trabajo realizado por Callupe, existe similitud a nivel general sobre la
germinacion presentada en la primera muestra analizada, pues, estos suelos no recibieron ningun

tratamiento previo y esto conlleva a enlazar los resultados generados (porcentajes de germinacion
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menores o iguales al 20%) con la concentracidn de hidrocarburo, ya que esta influye directamente
sobre la muestra. Consecuentemente en esta investigacion la elongacion del hipocotilo presento
resultados variantes en cada analisis de muestra (30 y 60 dias), caso contrario al estudio citado,
donde se reflejaron altos rangos de elongacién de hipocoétilo puesto que las semillas lograron

germinar en sus primeros analisis.

Asi mismo, Sirit et al., (2008), realizaron la investigacion en Venezuela “Comparacion de
dos métodos de bioensayos para evaluar toxicidad en suelo contaminado con hidrocarburos”
evaluando dos métodos de bioensayos basados en la germinacion de semillas de lechuga (Lactuca
sativa L.) para determinar la toxicidad de suelos petrolizados con gasoil a dos niveles de
contaminacion (5% y 10%). A traves de los resultados, encontraron que el gasoil no causo
inhibicion significativa en la germinacion de las semillas y para comprobar que se pueden aplicar
en suelos con crudos y no solamente gasoil, realizaron un ensayo similar para suelos contaminados
con crudo al 5% en peso, obteniéndose una mayor inhibicion del crecimiento, tanto de la radicula

como del hipocotilo con el método de suelo directo.

En este trabajo se realiz6 el método de suelo directo como el ejecutado por Sirit, ya que
esta técnica evidencia con mayor énfasis el impacto de suelos contaminados con hidrocarburos
sobre los bioindicadores establecidos. Asi mismo, se presentd una diferencia en los resultados
obtenidos al analizar la elongacién del hipoc6tilo en suelos contaminados con hidrocarburos en
esta investigacion, en las muestras 30 y 60 dias incrementaron los resultados siendo favorables,

dado que el proceso de biorremediacion influye en estos.

Tambiéen, Corzo M., (2017), en Bucaramanga realizo el proyecto “Estudio de la remocion
de hidrocarburos por Selenastrum capricornutum en muestras de lixiviados de suelos contaminados
por petroleo”, evaluando el potencial degradador de la microalga Selenastrum capricornutum como
agente biorremediador de hidrocarburos en muestras de suelos contaminados con petrdleo y realizé
pruebas de analisis ecotoxicoldgicos después del tratamiento empleando como bioindicadores
Daphnia magna y semillas de lechuga (Lactuca sativa L). Los resultados obtenidos de los ensayos
toxicoldgicos de Daphnia magna demostraron gran reduccion en el porcentaje de mortalidad

respecto al presentado en pruebas anteriores, ya que este se redujo hasta un 83,3% para las muestras
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durante el tratamiento, y a través de las semillas de Lactuca sativa L se evidencio un aumento en

el porcentaje de germinacion del 56% para las muestras durante el tratamiento.

La vinculacién de microorganismos y plantas, durante los procesos de biorremediacién, es
favorecedora, debido a que aumenta considerablemente la biodisponibilidad de compuestos y
metabolitos que pueden complementar el proceso fitorremediador de Lactuca sativa L. (Petrova et
al., 2017), este proceso fue evidenciado en el actual proyecto, en los tiempos de 30 y 60 dias, pues
en los tratamientos que contenian ademas de crudo materia organica, la germinacién resultd
favorecida como lo evidencia la Figura 18, de la cual representativos son los tratamientos CB2 con
un 60,8% en el periodo de 0 a 60 dias y el T presentd un aumento del 25% en el periodo de 0 a 30

dias.

A nivel regional, Gelvés M. & Gualdron L., (2015), realizaron la “Evaluacion fisicoquimica
y toxicoldgica de suelos contaminados con hidrocarburos en proceso de biorremediacién en las
instalaciones de la empresa aseo urbano S.A.S E.S.P”, la cual se desarrolld a través de la de
construccion de biopilas. Dentro de la metodologia que se establecid se determind necesario
realizar las pruebas fisicoquimicas y pruebas toxicoldgicas a través de bioensayos con semillas de
lechuga (Lactuca sativa L.). En los primeros tiempos de evaluacidn, encontraron altos niveles de
toxicidad que afectaron la longitud de hipocotilo e indice germinacién. Seguidamente en los
tiempos de 30, 60 y 90 dias, resaltaron la disminucion de germinacion, que se ve afectada
directamente por el aumento de TPH; como resultado final de la liberacién de &cidos organicos y
compuestos generados durante la degradacion de los hidrocarburos presentes en este crudo, por lo
que, no todos los compuestos son transformados a formas inertes como el diéxido de carbono y
agua, durante el proceso de biodegradacion. Finalmente, durante el analisis de 120 dias, la mayoria
de tratamientos que contienen crudo exhibieron gran disminucion, esto debido a la atenuacion
natural (factores bidticos y abidticos), por accion de la biomasa microbiana autéctona (Kadri T., et

al.4).

Aunque el proceso desarrollado fue interrumpido en sus analisis practicos debido a la
emergencia sanitaria, los resultados presentados en el lapso de 0, 30 y 60 dias, presentaron un

comportamiento semejante al trabajo realizado por Gelvés, ya que el proceso de biorremediacion
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llega a una etapa en el que la toxicidad aumenta, pero finalmente disminuye, producto de la
degradacion de compuestos. Por ello es importante culminar en la medida de las posibilidades con
los andlisis précticos, con el fin de indagar si al haberse cumplido a cabalidad los tiempos de
estudio, los analisis evidenciarian resultados favorables, como los que fueron presentados en la
investigacion relacionada; en referencia al proceso de biorremediacion y disminuciéon de la

toxicidad de los suelos contaminados con hidrocarburos (Al-Hawash et al., 2018).

Dentro del andlisis realizado a los diferentes trabajos investigativos descritos, destaca el uso
de bioensayos con semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) debido a su proceso de germinacién; ya
que interactta directamente con los componentes presentes en el suelo, lo cual permite obtener un
analisis de la influencia de los derrames de hidrocarburos sobre el suelo y estos procesos
germinativos (Hernandez et al., 2020). A nivel internacional, se han implementado en gran
magnitud trabajos e investigaciones, con bioensayos como componente principal, dado que es una
opcion amigable con el medio ambiente, generando gran cantidad de beneficios, algunos
destacados son la mitigacion de impactos a bajo costo y restauracion de las propiedades del suelo
(Megharaj et al., 2014). A escala nacional, los trabajos realizados y publicados son escasos, ya que
son implementados en mayor cantidad en otras muestras de estudio, como el aire y agua. A nivel
regional hay evidencia de investigaciones que sefialan la capacidad de ciertas plantas
fitorremediadoras, también hay estudios sobre disposicion final de estos suelos contaminados. Por
lo tanto, se considera que esta investigacion se encuentra dentro de las pioneras, debido al
componente ecotoxicolégico estudiado, que sirve de ejemplo y base para continuar con la
investigacion que permita evaluar la toxicidad durante el proceso de biorremediacion en un suelo

contaminado con hidrocarburos utilizando semillas de lechuga (Lactuca sativa L).
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4. Conclusiones

Las conclusiones derivadas del proceso de biorremediacion y analisis de toxicidad que se
llevo a cabo, sefialan la aplicacion futura de estos medios, ya que este es un procedimiento que no
presenta complejidad a nivel operativo para implementarlo y puede llegar a ser de gran ayuda en

los ambientes que han sido desestabilizados por lo derrames de hidrocarburos.

La toxicidad presente en la muestra recolectada evidencia el grado de contaminacién que
existe en este territorio, ya que el suelo nativo inicial fue tomado con varios metros de lejania al
suelo que presentaba crudo visible. De modo que la lluvia y escorrentia pueden llevar a su paso
contaminantes para el ecosistema que se encuentran en el petrdleo, impidiendo el desarrollo de
especies bioldgicas, por tal motivo fue necesario trabajar con suelo de otro origen; exactamente del

municipio de Los Patios, Norte de Santander.

La constitucion de bioindicadores como la lechuga, permite una clara visualizacién del
grado de contaminacion que estéa presente en el suelo muestra, generando una perspectiva respecto
a la problematica contaminante que se puede generar en la zona donde se ocurrio el derrame, ya
que esta no es tratada eficazmente y estos residuos llegan a perpetuarse en el ambiente interfiriendo

con los ciclos biolégicos presentes en el lugar.

La variacion del indice de germinacion en cada tiempo estudiado, es favorable, ya que estas
evidencias engloban mejoras en el proceso de biorremediacion. El avance del tratamiento 1 (T1)
(suelo contaminado), durante el analisis es destacable, por lo que este suelo solo contiene crudo y
nutrientes, lo que indica que la presencia de microorganismos y nutrientes puede reducir la
toxicidad, asi como el efecto que tuvo la materia organica en el tratamiento 2 (T2) (suelo

contaminado con materia organica) que causo efectos estimuladores en las semillas.

Ciertamente en los diferentes trabajos de investigacion citados, se hallé mayor informacion

a nivel internacional, por lo que han implementado en gran magnitud, los bioensayos como una
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opcién amigable con el medio ambiente, dado que los resultados obtenidos permiten adquirir una

mayor informacion toxicoldgica.

A nivel regional y local decisivamente fue escasa la informacidn recopilada. Por lo tanto,
esta monografia de investigacion destaca por ser pionera, ya que el enfoque desarrollado no se ha
publicado dentro de los procesos de tratamiento, aplicados a los derrames ocurridos en el pais, y

especificamente en la zona de Tibu.
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5. Recomendaciones

Por motivos de la pandemia actual a causa del COVID-19, no fue posible analizar las
diluciones para los demas tiempos establecidos (30, 60 y 90 dias), se recomienda que con las
muestras seleccionadas y almacenadas en el semillero SIBIOAM, evaluar la variacion y
comportamiento de las diluciones en estos tiempos, con el fin de confirmar los resultados obtenidos
en el presente proyecto, como la mejora de las condiciones y disminucion de toxicidad.
Seguidamente, analizar las muestras faltantes, tales como la réplica faltante de T2 y todas las del
tiempo de 90 dias, con el objeto de confirmar o refutar la reduccién de toxicidad para ese tiempo,
asi como la implementacion de analisis de hidrocarburos totales de petroleo, para un analisis

cuantitativo de proceso de biorremediacion.

Se sugiere realizar futuras investigaciones tomando como referencia la metodologia y
resultados obtenidos en el presente proyecto, como consecuencia de las constantes emergencias

ambientales de derrames de hidrocarburos.

Finalmente, implementar como proceso experimental la presente investigacion en el lugar

de impacto con el fin de evaluar el proceso biorremediador que se genere dentro de la zona afectada.
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Anexo 1
Fecha: 5-12-19 / 10-12-19
T;:?;:)o Longitud Hipocétilo (cm)
CNR1 CB1-R1 CB1-R2 CB1-R3
R1 R2 R3 RL|R2|R3| RL | R2 | R3 | Rl | R2| R3
5 4,5 6| o 0,3 2,4 3,7
4,8 2,8 2,5 1,5 1,5
7 4,5 7.3 0,5 3
45 2 5,5 0,3 2,1
4 1,3 4 1,5
5 0,8 2,8 0,3
2,5 1,4 43
30 43 4,6 6,7
2,3 3,2 3
2 2,8 1,3
3 3,3 0,6
2 1,4 3,7
2 1 43
0,8 4,2
6,3
5,8
2,1
Total 14 13 17 ol o o 1 o a4l o 6
3,5142| 2,5846| 4,411 o o o] o3| o 1,175| o 2,0166
':::;‘ 3,41335919 0 0,1 1,063888889
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Pruebas de Multiple Rangos para GERMINACION (%) por TRATAMIENTO (0

dias)

Método: 95,0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO |Casos |Media Grupos
Homogeéneos

CA 3 0 X

CB1 3 0,0611111 [X

T1 3 1,1111 X

T2 3 5,0 X

CB2 3 30,0 X

CN 3 73,3333 X

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cules medias

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
CA - CB1 -0,06111115,03995
CA - CB2 -30,0 5,03995
CA-CN -73,3333  |5,03995
CA-T1 -1,1111 5,03995
CA-T2 -5,0 5,03995
CB1-CB2|* [-29,9389 |5,03995
CB1-CN |* |-73,2722 ]5,03995
CB1-T1 -1,04999 |5,03995
CB1-T2 -4,93889 |5,03995
CB2-CN |* |-43,3334 |5,03995
CB2-T1 |* 28,8889 |5,03995
CB2-T2 |* (250 5,03995
CN-T1 * 72,2222 15,03995
CN-T2 * 168,3333  |5,03995
T1-T2 -3,8889 5,03995

son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias

estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 9 pares indica que

estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de

confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la

alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. EI método empleado actualmente para

discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de

Fisher.

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es
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Tabla de Medias para HIPOCOTILO por DILUCION con intervalos de confianza del
95,0% (0 dias)

Error Est.
DILUCION |Casos |Media (s agrupada) |Limite Inferior |Limite Superior
40 3 3,57333 |0,0588166 3,47743 3,66924
60 3 3,04631 |0,0588166 2,9504 3,14221
80 3 2,0131 |0,0588166 1,91719 2,109
100 3 0,360741 |0,0588166 0,264835 0,456647
Total 12 2,24837

El StatAdvisor
Esta tabla muestra la media de HIPOCOTILO para cada nivel de DILUCION. También

muestra el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo.

El error estandar es el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el nimero

de observaciones en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media.

Los intervalos mostrados actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus

intervalos se traslapardn un 95,0% de las veces.

Puede ver graficamente los intervalos

seleccionando Grafica de Medias de la lista de Opciones Graficas. En las Pruebas de Rangos

Mudiltiples, estos intervalos se usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes

de otras.
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Tabla de Medias para HIPOCOTILO por DILUCION con intervalos de confianza del
95,0% (0 dias)

Error Est.
DILUCION |Casos |Media (s Limite Limite

agrupada) |Inferior Superior
40 3 4,0 0,0333333 |3,94565 4,05435
60 3 2,77222 |0,0333333 |[2,71787 2,82658
80 3 0 0,0333333 |-0,0543532  |0,0543532
100 3 0,0666667 |0,0333333 |0,0123135 0,12102
Total 12 1,70972

El StatAdvisor
Esta tabla muestra la media de HIPOCOTILO para cada nivel de DILUCION. También

muestra el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo.

El error estandar es el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el nimero

de observaciones en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media.

Los intervalos mostrados actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus

intervalos se traslapardan un 95,0% de las veces.

Puede ver graficamente los intervalos

seleccionando Grafica de Medias de la lista de Opciones Graficas. En las Pruebas de Rangos

Multiples, estos intervalos se usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes

de otras.
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Anexo 6

Tabla de Medias para IG por DILUCION con intervalos de confianza del 95,0% (T1-

0 dias)
Error Est.
DILUCION |Casos |Media (s Limite Limite
agrupada) |Inferior Superior
40 3 77,2366 10,0443889 |77,1643 77,309
60 3 38,7626  |0,0443889 |38,6902 38,835
80 3 0 0,0443889 [-0,0723803 [0,0723803
100 3 0,0887777|0,0443889 [0,0163975 0,161158
Total 12 29,022

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la media de |G para cada nivel de DILUCION. También muestra el error
estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo. El error estandar
es el resultado de dividir la desviacion estdndar mancomunada entre el nimero de observaciones
en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos
mostrados actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se
traslaparan un 95,0% de las veces. Puede ver gréficamente los intervalos seleccionando Gréfica
de Medias de la lista de Opciones Gréficas. En las Pruebas de Rangos Multiples, estos intervalos

se usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras.
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Anexo 7
Tabla de Medias para IG por DILUCION con intervalos de confianza del 95,0%
(CB1-0 dias)

Error Est.
DILUCION |[Casos |Media |(s Limite Limite

agrupada) |Inferior Superior
40 3 88,0795 [1,17511 86,1633 89,9956
60 3 146,46 |1,17511 144,544 148,376
80 3 0 1,17511 -1,91613 1,91613
100 3 2,38344 |1,17511 0,467305 4,29957
Total 12 59,2307

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la media de IG para cada nivel de DILUCION. También muestra el error
estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo. El error estandar
es el resultado de dividir la desviacion estandar mancomunada entre el nimero de observaciones
en cada nivel. La tabla también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos
mostrados actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se
traslaparan un 95,0% de las veces. Puede ver gréficamente los intervalos seleccionando Gréfica
de Medias de la lista de Opciones Gréficas. En las Pruebas de Rangos Multiples, estos intervalos

se usan para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras.
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Pruebas de Multiple Rangos para HIPOCOTILO (cm) por TRATAMIENTO (30

dias)

Método: 95,0 porcentaje LSD

TRATAMIENT [Casos |Media |Grupos

0 Homogéneos
CA 3 0 X

Tl 3 2,38839 | X

T2 3 2,71323 | X

CB1 3 2,71548 | X

CB2 3 3,05903 | X

CN 3 3,41336 | X

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Contraste  |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
CA-CB1 * -2,71548 1,76797
CA-CB2 * -3,05903 1,76797
CA-CN * -3,41336 1,76797
CA-T1 * -2,38839 1,76797
CA-T2 * -2,71323 1,76797
CB1-CB2 -0,34355 1,76797
CB1-CN -0,697883 1,76797
CB1-T1 0,32709 1,76797
CB1-T2 0,00224868 |1,76797
CB2-CN -0,354333 1,76797
CB2-T1 0,67064 1,76797
CB2-T2 0,345799 1,76797
CN-T1 1,02497 1,76797
CN-T2 0,700132 1,76797
T1-T2 -0,324841 1,76797

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias

son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias

estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 5 pares indica que

estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de

confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la

alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. EI método empleado actualmente para

discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de

Fisher.

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es
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Pruebas de Mudltiple Rangos para INDICE DE GERMINACION (%) por
TRATAMIENTO (30 dias)
Método: 95,0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO |Casos [Media |Grupos Homogéneos
CA 3 0 X

T1 3 19,3794 | X

CB1 3 23,3565 | X

T2 3 26,7409 | X

CB2 3 50,8875 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
CA-CB1 -23,3565 18,586
CA-CB2 -50,8875 18,586
CA-T1 -19,3794 18,586
CA-T2 -26,7409 18,586
CB1-CB2 -27,531 18,586
CB1-T1 3,97705 18,586
CB1-T2 -3,38448 18,586
CB2-T1 31,508 18,586
CB2-T2 24,1465 18,586
T1-T2 -7,36152 18,586

* indica una diferencia significativa.
El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias

son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias

estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 7 pares indica que

estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de

confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogeéneos segun la

alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para

discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de

Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Pruebas de Multiple Rangos para HIPOCOTILO (cm) por TRATAMIENTO (60

dias)

Método: 95,0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO |Casos |[Media |Grupos
Homogéneos
CA 3 0 X
T2 2 1,24882 | X
CN 3 3,41336 | X
CB2 3 3,84513 | X
CB1 3 439741 | X
Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites
CA - CB1 * -4,39741 1,09627
CA -CB2 * -3,84513 1,09627
CA-CN * -3,41336 1,09627
CA-T2 * -1,24882 1,22567
CB1-CB2 0,552278 1,09627
CB1-CN 0,984048 1,09627
CB1-T2 * 3,14858 1,22567
CB2-CN 0,431771 1,09627
CB2-T2 2,59631 1,22567
CN-T2 2,16454 1,22567

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuéles medias

son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias

estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 7 pares indica que

estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de

confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la

alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. EI método empleado actualmente para

discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de

Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.



