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Resumen

Para Ecuador, el petroleo es la principal fuente del PIB; la produccién y las fases de la
actividad petrolera afectan al ambiente, pues conllevan riesgos de contaminacion por
derrames; siendo ineludible remediar estos dafios de alguna manera. La
fitorremediacion se presenta como una tecnologia alternativa de bajo costo para limpiar
suelos contaminados; en el presente trabajo se evaluan los niveles de tolerancia y
potencial de fitorremediacion de Ludwigia peruviana, Mimosa polydactyla, Tessaria
integrifolia y Verbena litoralis en suelo contaminado con petréleo, mediante
comparacion del cambio (desaparicion cuantitativa) en el contenido de la fraccion
pesada de hidrocarburos en tales suelos por método gravimétrico. El estudio se realizd
en un ambiente controlado de lluvia implementado en la comunidad de San Luis,
Canton El Chaco, Provincia de Napo y en los laboratorios de la Universidad Politécnica
Salesiana-Quito. Se pesaron 4 kg de suelo por cada maceta (bolsa plastica) y se
homogenizo6 con 120 y 240 g de petroleo para una contaminacion que representa el 3'y
6%, respectivamente, con un testigo por especie sin petréleo y otro con petréleo y sin
planta. El trasplante de las plantas silvestres recolectadas se realizd a los 14 dias
después de contaminado el suelo con petroleo. El disefio experimental fue de cuatro
repeticiones por tratamiento y seis tratamientos para cada especie. Se encontrd que los
mejores resultados de actividad fitorremediadora en 5 meses de tratamiento fueron para

Tessaria integrifolia y Verbena litoralis a bajas concentraciones de petroleo (3%).

Palabras clave: fitorremediacion, tolerancia a contaminacion, hidrocarburos, suelo y

especies vegetales nativas.
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Abstract

In Ecuador, petroleum is the main source of income; the production and phases of oil
industry can affect the environment, mainly through pollution from spills,
being necessary remedy this damage somehow. Phytoremediation is presented as a low
cost alternative technology for cleaning contaminated soil. The aim of this were to
evaluate the levels of tolerance and phytoremediation potential of Ludwigia peruviana,
Mimosa polydactyla, Verbena litoralis and Tessaria integrifolia in soil contaminated
with petoleum, by comparing the change (quantitative disappearance) in the heavy
hydrocarbon fraction content insuch soils by gravimetric method. The study was
carried out in a rain controlled environment implemented in
community of San Luis, town EI Chaco, Napo Province and inthe laboratories of
the Universidad Politécnica Salesiana-Quito. 4 kg of soil were weighed per pot (plastic
bags) and homogenized with 120 and 240 g of oil contamination of 3 and 6%,
respectively, leaving a control treatment without oil by species and one with oil but
without plant. Transplanting wild plants was 14  days after soil  contamination
with different concentrations of petroleum. The experimental design included
four replicates and six treatments for each species. After 5 months of investigation, the
results showed that Tessaria integrifoliaand Verbena litoralis have the  best
phytoremediation potential at low concentrations of oil (3%). After 5 months of
investigation, the results showed that Tessaria integrifolia and Verbena litoralis have
the best phytoremediation potential at low concentrations of oil (3%).

Keywords: phytoremediation, tolerance to pollution, petroleum, soil, native plant

species.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El petréleo es la principal fuente de ingresos de Ecuador y su producto de mayor
exportacion (Jones, 2010); con una produccion promedio de 475173 barriles de crudo
por dia, de los cuales un 34% son extraidos por las empresas privadas, mientras que el

66% restante es generado por las empresas publicas (Silva, 2010).

Ecuador es un pais megabiodiverso; sus bosques y otros ecosistemas contienen una
altisima biodiversidad, pero la produccion de petréleo y las diferentes las fases de la
actividad petrolera eventualmente la afectan, principalmente por la ocurrencia de
contaminacion por derrames de petréleo (Vogliano, 2009). Desafortunadamente, en
general las empresas que se han venido encargando de la extraccion y gestion del
petréleo no han cumplido a cabalidad con las respectivas normas de prevencion y

correccion de contaminacion ambiental ocasionada por derrames.

Es asi, que considerando los efectos que provocan estos eventos para la salud
ambiental y humana, en el presente trabajo se evaltan los niveles de tolerancia y
potencial de fitorremediacion de cuatro especies nativas (seleccionadas por
determinacion sistémica en sitios contaminados por ocurrencia de derrames):
Ludwigia peruviana, Mimosa polydactyla, Tessaria integrifolia y Verbena litoralis, en
suelo con una contaminacion simulada de petroleo al 3 y 6%, en presencia y ausencia

de fertilizante.

La presente investigacion se basé en el principio en el que se fundamenta la técnica de
la biorremediacién, el cual indica que la naturaleza es capaz de subsanar incluso los
peores dafios ambientales ocasionados por hidrocarburos del petréleo, empleando para
ello su capacidad de regeneracion, siempre y cuando se le dé el tiempo adecuado para
hacerlo (Mendoza y Gémez, 2002). Segun Ibafiez (2006), la fitorremediacion es una
rama de la biorremediacion, que utiliza plantas para llevar a cabo acciones de

eliminacion o transformacion de varios contaminantes.

Ortiz (2004) enuncia que entre los contaminantes que pueden ser biorremediados se

pueden incluir a algunos metales, plaguicidas, solventes, explosivos, petroleo,



hidrocarburos aromaticos policiclicos y lixiviados en vertederos. Ademas, es una
técnica muy aventajada con respecto a técnicas de remediacion convencionales, pues
sus costos son bajos, contribuye a la estabilizacion del suelo, asi como a la mejora del
paisaje, reduce los lixiviados de agua y el transporte de los contaminantes inorganicos
del suelo, aunque evidentemente el tiempo requerido para llevar a cabo este tipo de
remediacion es més largo que el utilizado por otras tecnologias (Ibafez, 2006).

El primer paso para llevar a cavo el presente trabajo fue seleccionar las cuatro especies
vegetales nativas de la region andino-amazonica, en el sector Baeza-El Chaco, que
mostraron tolerancia a derrames de petréleo, guiando esta afirmacion a la presencia
persistente de estas especies en zonas de derrames reportados, mediante observacion

directa aplicada a salidas de campo.

Se instal6 un ambiente controlado de lluvia (sitio de trabajo) en la comunidad de San
Luis, Canton EI Chaco, Provincia de Napo, con la finalidad de comprobar la tolerancia
aparente observada de estas cuatro especies en tales derrames, mediante evaluacion del
crecimiento de las mismas con un monitoreo periodico; se adaptaron los tratamientos
establecidos a condiciones simuladas de derrames a dos concentraciones de petréleo
en el suelo, la primera y mas baja al 3% y una mayor al 6%; ademas se comparo la

evolucion de estas especies en presencia y ausencia de un fertilizante organico.

En el sitio de trabajo se logré obtener condiciones ambientales semi-controladas,
eliminando interferencias (excesos de agua por lluvias, luz solar exagerada, etc.) que

pudieran alterar los resultados de la investigacion.

Luego de 5 meses de tratamiento, en los laboratorios del CIVABI de la UPS-Quito, se
realizaron analisis de algunos parametros edaficos: humedad, pH, textura, color,
materia organica y nutrientes esenciales en el crecimiento de plantas; se determind la
concentracion cuantitativa de la fraccion pesada de Hidrocarburos totales de petréleo,
andlisis realizados con el objetivo de verificar la ocurrencia y la intensidad de la
actividad fitorremediadora de cada especie, mediante método gravimétrico aplicado al
sustrato (suelo contaminado). Finalmente mediante analisis estadisticos se determind

la actividad fitorremediadora de cada especie y cual de ellas fue la mas eficaz.



1.1. Justificacion

“El petréleo se produce en cantidades comerciales en virtualmente toda masa de tierra
de tamafio significativo en nuestro planeta™. Este producto constituye la fuente de
energia mas importante con una participacion de casi el 40% en la demanda mundial
de energia; aunque sus reservas estimadas en 1997, solo alcanzan para cubrir los
préximos 43 afios (Dubois, 2005). Consecuentemente a estas afirmaciones, es que en
todo el mundo existe un grave problema de contaminacion de origen antrépico, debido
a un mal manejo de materiales y residuos peligrosos, provocando el deterioro de
suelos y aguas, disminuyendo la calidad de vida a nivel global; ocasionando el
deterioro progresivo de la calidad del ambiente y generando una amenaza real a la
salud publica, asi como la extincion de gran cantidad de especies vegetales y animales
(Benavides et al. 2006).

La extraccion y el manejo del petréleo en los paises productores de hidrocarburos en
América Latina, donde se incluye al Ecuador, constituye una de las mas severas
contaminaciones (Mendoza y Gomez, 2002). Una de las principales causas de esta
contaminacion en Ecuador, es que las empresas que se han venido encargando de la
extraccion y gestion del petréleo no han cumplido con las respectivas normas de
prevencion y correccion de contaminacién ambiental ocasionada por derrames, entre
otros; lo cual es irrelevante ya que, la produccién y todas las fases de la actividad
petrolera, conllevan a altos riesgos por contaminacion de derrames de petroleo, asi se
registran en el afio 2008 hasta el mes de septiembre 117 derrames, lo que revela que un
incidente de este tipo se produjo cada dos dias, en promedio, segun datos de
Petroecuador (Guaranda, 2011). Convirtiéndose en un problema muy grave para la

salud ambiental y humana por los efectos que provoca.

Si bien a nivel mundial se ha tratado de solucionar este problema aplicando
tecnologias como el proceso de incineracion, la desorcion térmica, extraccion con
vapor o la vitrificacion, pero estas resultan demasiado costosas 0 ecoldgicamente
incompatibles para considerarse como una solucion viable, segin menciona Mendoza

y GOmez. (2002). Sin embargo, la mayor problematica actual de los sitios

' Douglas, M. 1998. Energia: Tecnologia del Petréleo. Tomo 2. Publicaciones Marcombo S.A.
México DF-Barcelona.



contaminados con hidrocarburos, es el grado de dificultad y del enorme costo
econdmico de la remediacion de suelos, cuerpos de agua y atmosfera contaminados
(Schmidt, 2000; citado en Benavides et al. 2006).

Un punto positivo dentro de toda esta problematica de contaminacion es que, la
naturaleza es capaz de subsanar incluso los peores dafios ambientales ocasionados por
hidrocarburos del petréleo, empleando para ello su capacidad de regeneracion, siempre
y cuando se le dé el tiempo adecuado para hacerlo; a partir de este principio se
fundamenta la técnica de biorremediacion, usada mundialmente como una alternativa
ecoldgica compatible y de bajo costo en la remediacion de suelos contaminados por

hidrocarburos (Mendoza y Gémez, 2002).

La biorremediacion se ha convertido en una de las tecnologias a las que se dirige en la
actualidad el mayor interés. Dentro de la biorremediacion se halla una rama muy
importante, la fitorremediacion que es la utilizacion de plantas para llevar a cabo
acciones de eliminacion o transformacion de contaminantes, cuya ventaja se basa en
los bajos costos, su contribucion a la estabilizacion del suelo, asi como a la mejora del
paisaje, y reduce los lixiviados de agua y el transporte de los contaminantes
inorganicos del suelo, aunque evidentemente el tiempo requerido para llevar a cabo
este tipo de remediacidén es mas largo que el utilizado en otras tecnologias (Ibafez,
2006).

Algunos ejemplos gque se pueden citar de fitorremediacidn son los casos que menciona
Lopez et al. (2005) en la Revista Internacional de Contaminaciéon Ambiental como: la
biodegradacion del fenantreno por raices de avena y por comunidades nativas del
suelo; o el caso, en el que investigaron la capacidad de degradacién y la composicion
de las comunidades microbianas durante la fitoestimulacion en la raiz de Festuca
arundinacea expuesta a hidrocarburos de petréleo, donde encontraron que la méaxima
tasa de degradacion fue de 38 mg de hidrocarburos/kg mes; en otro trabajo
demostraron la biodegradacion de varios contaminantes se intensifico debido al

crecimiento de pastos en los suelos contaminados con hidrocarburos.

Ademas, de estos beneficios, es preciso valorar la contribucién de esta técnica a la

atenuacion del proceso de calentamiento global del Planeta, al aprovechar la capacidad
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de retencion del CO, atmosférico de las plantas y el suelo, reduciendo las pérdidas de
carbono organico del suelo y aumentando la produccién de biomasa (Cortés, 2007),

ademas, las plantas producen hidratos de carbono y liberan oxigeno (Dubois, 2005).

Tomando en cuenta todas las bondades de la fitorremediacion, y los perjuicios de la
contaminacion por petrdleo en nuestro pais, considero muy importante investigar si
cuatro especies vegetales nativas de la provincia de Napo pueden cumplir con las

condiciones para aplicar esta técnica como una solucion a la problematica explicada.

Al final del Proyecto, se espera haber determinado si las cuatro especies estudiadas
tienen potencial de fitorremediacién, con lo cual contribuiria al desarrollo de este tipo

de aspectos biotecnoldgicos que necesita nuestro pais.

1.2. Objetivos e Hipotesis

1.2.1. Objetivo General

Determinar los niveles de tolerancia a hidrocarburos de petréleo y potencial de
fitorremediacion en cuatro especies vegetales nativas andinas procedentes del sector

Baeza-El Chaco, Ecuador.

1.2.2. Objetivos Especificos

o Seleccionar cuatro especies vegetales de la region andino-amazonica, en el sector
Baeza-El Chaco, que muestren potencial tolerancia a derrames de petréleo (debido
a su presencia persistente en zonas de derrames reportados), que pudieran tener

actividad fitorremediadora frente a hidrocarburos.

e Comprobar la tolerancia de estas cuatro especies en condiciones simuladas de
derrames a dos concentraciones de petroleo en el suelo (conc. baja: 3%; conc.
media: 6%).



e Verificar la ocurrencia y la intensidad de la actividad y potencial fitorremediador
de cada especie, mediante andlisis de concentracion de hidrocarburos presentes en

el sustrato cuatro a cinco meses después del inicio del experimento.

e Determinar, mediante andlisis estadisticos univariados y multivariados, cual de las
plantas estudiadas puede ser la mas eficaz en cuanto a su actividad

fitorremediadora.
1.2.3. Hipdtesis
Cuatro especies vegetales nativas procedentes del sector Baeza-ElI Chaco, Ecuador,

tienen niveles de tolerancia a la presencia de hidrocarburos en el medio y muestran

potencial de fitorremediacion.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO
2.1. EL PETROLEO

Douglas (1998) define al petroleo como: un liquido aceitoso, inflamable, con amplia
variacion en su viscosidad y olor fuerte caracteristico, cuyo color varia de amarillo a
castafio rojizo oscuro o negro, pero que normalmente exhibe una fluorescencia

verdosa distintiva.

Es de origen orgénico, formado a partir de residuos animales y vegetales sometidos a
condiciones de temperatura y presion, sumado a una accion bacteriana anaerobica
(Lluch, 2008). Este proceso se efectu6 hace millones de afios, generando un
combustible fésil catalogado en la actualidad como recurso no renovable (Dubois,
2005).

Por otra parte, Torres y Zuluaga (2009), enuncian algunas caracteristicas interesantes
del petréleo:

“Dentro de sus hidrocarburos constituyentes, la presencia proporcional
mayor es la de los alcanos de cadena lineal, alcanos ramificados en menor
cantidad, cicloalcanos y cantidades variables de hidrocarburos aromaticos
(Fernandez et al. 1992). Y la composicion elemental de un crudo esta
condicionada por la predominancia de los compuestos tipo hidrocarburo:
84 a 87% de carbono (C), 11 a 14% de hidrégeno (H), de 0 a 8% de azufre
(S), y de 0 a 4% de oxigeno (O) y nitrégeno (N) y metales como niquel y
vanadio (Clark y Brown 1977; Howe-Grant, 1996)”.

2.1.1. Composicion del Crudo de Petréleo

En el presente trabajo se utiliz6 petrdleo crudo, aquel recién extraido de un yacimiento
(Dubois, 2005), compuesto de una mezcla de gran variedad de hidrocarburos?, que
forman una solucion cuya composicion varia segun las diferentes zonas y paises.
Ademas, el petréleo crudo contiene pequefias cantidades de otros productos organicos

como sulfuros, compuestos nitrogenados, oxigenados y metales.

? Desde los més sencillos con un solo 4&tomo de carbono a los mas complejos con elevado niimero de
atomos de carbono.



Segun Wauquier et al. (2004), se puede clasificar a los crudos en “pesados y ligeros”;
es decir, de acuerdo a su densidad (la cual depende de una relacion atomica H/C,
siendo menor la densidad cuanto mayor es esta relacion). Y los términos parafinico,
aromatico y asfaltico (o nafténico) se utilizan para nombrar los tipos predominantes de
constituyentes quimicos encontrados en petréleos crudos de diversas localidades
(Douglas, 1998).

Wauquier et al. (2004) menciona que la composicion de los crudos se encuentra dada
por los constituyentes puros y los compuestos indefinidos quimicamente. Dentro de
los constituyentes puros estan los hidrocarburos mismos que forman parte de la familia
predominante de compuestos (50 a 98% de la composicidn), por su abundancia y
persistencia constituyen uno de los grupos de contaminantes mas importantes en
distintos compartimentos ambientales (Casellas et al. 1995, citado en Torres y
Zuluaga, 2009). A la vez los hidrocarburos se dividen en varias familias quimicas
segun su estructura basadas en la tetravalencia del carbono (segun Wauquier et al.

2004):

- H. alifaticos saturados o alcanos o parafinas, CnH2n+2, tienen una cadena de
atomos de carbono unidos cada uno con 0 a 3 a&tomos de hidrégeno.

- H. ciclicos saturados, cicloalcanos o naftanos, CnH2n, con una ciclacion total o
parcial del esqueleto carbonado. EI nimero de atomos de carbono del anillo
formado puede ser variable, aunque los mas comunes son los de cinco o seis
atomos. Los atomos de hidrdgeno pueden ser sustituidos por una cadena parafinica
recta o ramificada llamada alquilo. Puede haber méas de 2 anillos condensados en
una estructura.

- H. arométicos, CnH2n-6, son hidrocarburos ciclicos poliinsaturados, presentes en
una gran proporcion en los crudos de petroleo. En su formula pueden estar uno o
mas ciclos con tres dobles enlaces conjugados, confiriéndoles notables
propiedades, los hidrocarburos aromaticos con menor cantidad de anillos suelen
ser materias primas para la petroquimica, pero los homdlogos superiores son
nefastos para el ambiente y la sanidad publica. Los atomos de hidrogeno pueden
estar sustituidos por radicales alquilo o por otros aromaticos.

- H. alifaticos insaturados, oleofinas o alquenos, CnH2, tienen uno o varios dobles

enlaces carbono-carbono, dando lugar a casos muy complejos en la formacién de



isdmeros. Los primeros componentes de esta familia también son materias basicas

de gran importancia en petroquimica.

Otros compuestos puros son:

- Compuestos heteroatomicos, contienen: a. Compuestos de azufre abundantes en
crudos (0,1 y méas del 8%), influyen en la calidad del crudo; b. Compuestos
oxigenados responsables de la acidez de los crudos (fenoles, furanos, ésteres, etc.),
en menor cantidad que azufre; y, c. Compuestos nitrogenados: en los crudos se
encuentran en las fracciones de punto de ebullicion superior a 250°C,
principalmente en resinas y asfaltenos, como amidas, aminas, piridinas, etc.

- Compuestos organometalicos, presentes en las fracciones méas pesadas con resinas
y asfaltenos; pueden encontrarse asociados a atomos metalicos como del Niquel y
Vanadio, en cuyo caso forman parte de la familia de las porfirinas (conjunto de

cuatro anillos pirrélicos).

Segun los mismos autores (Wauquier et al. 2004), dentro de los compuestos

indefinidos quimicamente estan:

- Asfaltenos, constituidos por acumulacion de laminas poliarométicas condensadas,
unidas por cadenas saturadas. Son soélidos, brillantes con peso molecular de 1000 a
100000. Son los responsables de taponar tuberias, por sus elevados valores de
densidad y viscosidad en los crudos pesados.

- Resinas, son moléculas con un fuerte caracter aromatico, que contienen

heteroatomos, tienen una masa molecular entre 500 y 1000.

2.1.2. Resefia histdrica de la Extraccion de Petroleo en el Ecuador

Guaranda (2011) coordinador juridico del INREDH (Fundacion Regional de Asesoria
en Derechos Humanos), resume en su boletin de forma muy interesante la historia del
petréleo en Ecuador: El primer pozo petrolero fue perforado en la regién Costa en
1911 (Peninsula de Santa Elena), y desde 1922 varias empresas internacionales han
explorado, explotado, comercializado y refinado crudo en Ecuador. En 1967, Texaco
perforo el primer pozo comercial en la Amazonia; en los afios siguientes, las mayores
obras de infraestructura fueron el Sistema de Oleoducto Trans Ecuatoriano SOTE y la

Via a Coca. Hasta 1990 Texaco extrajo el 88% del total de la produccion nacional de
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petréleo y operd el oleoducto; perford6 399 pozos y construyd 22 estaciones de
perforacion. En 1971, el gobierno ecuatoriano decidio entrar a la Organizacion de Paises
Exportadores de Petroleo (OPEP) y en junio de 1972 se cre6 la Corporacion Estatal
Petrolera Ecuatoriana (CEPE); se puso en vigencia la Ley de Hidrocarburos y se
incrementaron las regalias para el estado; se establecié que los contratos petroleros
podian durar méximo 20 afios y su extension se fijo en 200 000 has, con lo cual las
compafiias devolvieron el 80% de sus concesiones que les fueron otorgadas
originalmente por 50 afos. En 1989, se cre6 PETROECUADOR en reemplazo de
CEPE y se conformd un Holding, es decir, una Matriz y seis Filiales: tres permanentes
y tres temporales. A partir de 1982, la politica petrolera ha sido volcada hacia la
apertura a las transnacionales. Y en 1993 por decision del Gobierno, el Ecuador se
retiré de la OPEP, reintegrandose en el periodo 2007-2008.

Desde 1985 hasta 1996 se ocup6 un &rea de aproximadamente 4.2 millones de
hectareas, de las cuales casi 3.6 millones corresponden a los 13 millones de hectareas
que conforman la Amazonia ecuatoriana. En el 2002 se termina de construir el
Oleoducto de Crudos Pesados (OCP) como parte de la estrategia de expansion de la

frontera petrolera (Guaranda, 2011).

Por otro lado, Vogliano (2009) menciona que en el 2006 el gobierno ecuatoriano
declaré la caducidad del contrato firmado con la empresa Occidental por haber
cometido graves violaciones al contrato, a las leyes y a los derechos de la poblacion
durante sus operaciones en el Bloque 15; el Gobierno ademas propici6 la reforma a la
Ley de Hidrocarburos para conseguir para el Estado un mayor porcentaje en la
distribucion de las ganancias, ya que las transnacionales se llevaban el 80% de las

mismas y para el Estado quedaba el 20% en el mejor de los casos.

En el 2007 el Gobierno anuncia la construccién de una nueva refineria en la provincia
de Manabi y también se inicia el intercambio de crudo por derivados con Venezuela
(Guaranda, 2011).

En 2008, el gobierno ecuatoriano, lanza la iniciativa ITT (Ishpingo Tambococha
Tiputini) para dejar el crudo bajo tierra, a cambio de una compensacién internacional

por la conservacion de la biodiversidad del bloque ITT y su importancia como pulmon
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de la Tierra. Sin embargo, la politica de expansion petrolera adn sigue en pie
(Vogliano, 2009).

2.1.3. Produccion y Potencial petrolifero

El petroleo es la principal fuente econdmica del Ecuador y su producto de mayor
exportacion (Jones, 2010); con una produccién promedio de 475173 barriles de crudo
por dia, de los cuales un 34 por ciento es extraido por las empresas privadas, mientras
que el 66 restante es generado por las empresas publicas Petroecuador, Petroamazonas
y Rio Napo en asociacion con PDVSA (Silva, 2010). Considerando segun el
Ministerio de Recursos no Renovables la existencia de 3362 pozos petroleros
(ANDES/GC, 2010).

2.1.4. Derrames de Petréleo en Ecuador

Desde 1994 a junio de 2002 se produjeron 779 derrames de petréleo a un promedio de
casi 92 anuales u ocho mensuales (Vogliano, 2009). Guaranda (2011) en su boletin
“Acciones Judiciales por Derrames de Petrdleo” manifiesta que en 2003 hubo 138
derrames (2.8 semanales, en promedio), en 2004 ascendi6 a 178 (3.7 semanales), en el
2005, bajo a 169 (3.5 por semana) y en afio 2008 hasta el mes de septiembre, segun
datos de Petroecuador, se registraron 117 derrames de petréleo, lo que revela que un
incidente de este tipo se produjo cada dos dias, en promedio. Estas cifras son
alarmantes, pues las consecuencias para el ambiente son nefastas, con pérdidas

incalculables.

Las dos principales causas de los derrames de petrdleo en Ecuador son: la rotura de los
oleoductos debido a la antigliedad de las tuberias y su mal mantenimiento, y los
atentados provocados; siendo este Ultimo, el pretexto perfecto que las compafiias
petroleras han encontrado para evadir responsabilidades civiles y ambientales,
Ilegando a determinar que en 2005 los atentados fueron la principal amenaza para las

tuberias que transportan crudo (Guaranda, 2011).

Guaranda (2011) menciona, que al evaluar los beneficios obtenidos frente a los

desastres producidos en la industria petrolera, la balanza se inclina abismalmente a lo
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negativo; encontrando una sociedad con un 75y 80% de pobreza, cuando la riqueza
que se ha generado ha ido a los bolsillos de unos pocos y no ha sido una fuente de

utilidad para todos los ecuatorianos.

2.1.5. Contaminacion y consecuencias de los derrames de Petrdleo en Ecuador

Segun la Ley 10/1998 sobre Residuos Téxicos de la legislacion espafola (Ldpez,
2003) los hidrocarburos se encuentran dentro los veintinueve grupos de productos
toxicos que representan un elevado nivel de riesgo para la vida, su fuente de
procedencia es principalmente la industrial. En el caso de Ecuador una fuente
importante son los derrames de petroleo o de sus derivados; los efectos toxicos que
pueden provocar este grupo de productos son cancer y dafios al sistema nervioso

humano (Eweis et al. 1999; citado en Ldpez, 2003).

Un claro ejemplo de estos efectos se presenta en un estudio realizado por un equipo
médico del Departamento de la Pastoral Social del Vicariato de Aguarico, con la
colaboracion de la Facultad de Higiene y Medicina Tropical de la Universidad de
Londres (Kintto, 1999), donde se detectdé una importante incidencia de cancer en la
Joya de los Sachas (tres veces superior al de otras regiones del pais), una zona de la
provincia amazoénica de Orellana; el estudio atribuye el peligro a los veinte afios de
elevada contaminacion con tdxicos por causa de la explotacion petrolera que ha
sufrido esta region; pues la mayoria de los rios y riachuelos, habitualmente utilizados
por los moradores de este sector para consumo de agua estdn contaminados con
petréleo en una proporciéon 200 y 300 veces mayor al limite permitido para el agua de

consumo humano (Kintto, 1999).

Por otro lado, Vogliano (2009) explica que la contaminacién de suelos producida por
los derrames y por los desechos de la industria repercute en la baja productividad de la
tierra, causando pérdidas econémicas a la poblacion por la muerte de ganado y pérdida
de cultivos, generando condiciones de mayor pobreza que en otras poblaciones que no
tienen contacto con esta industria; igualmente manifiesta la existencia de una mayor
cantidad de enfermedades en la poblacion como malformaciones en los nacimientos,

abortos, infecciones de piel, infecciones respiratorias, anemia, desnutricién, etc.
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La explotacién petrolera también ha acarreado graves perjuicios ecoldgicos, pues todas
sus fases afectan al bosque humedo tropical en la Amazonia caracterizado por poseer
una altisima biodiversidad; se han generado millones de galones de desechos toxicos
descargados en el ambiente, contaminando suelos, esteros y rios; en los ultimos afios,
Petroecuador y empresas petroleras privadas estan ya disefiando planes estratégicos de
cuidado al ambiente y ejecutando obras de beneficio de la comunidad (Medina, 2011).

Benavides et al. (2006), detalla (citando a otros autores) algunos de los efectos que

provocan los hidrocarburos de petroleo en el ambiente:

- En el agua, los hidrocarburos vertidos flotan impidiendo la entrada de luz y el
intercambio gaseoso, dando comienzo a la solubilizacion de compuestos
hidrosolubles y a la afeccion de diferentes poblaciones (Fatima et al. 2003).

- En el suelo se ha observado inhibicion en la germinacion y un marcado retraso en
el crecimiento de las plantas evaluadas. Asimismo, los hidrocarburos
poliarométicos (PHA) en ecosistemas forestales y plantas madereras, han
demostrado un efecto de necrosis foliar (Schmidt, 2000).

- Los tipos de suelos mayormente afectados son de zonas bajas con altos contenidos

de materia organica y arcilla.

2.2. FITORREMEDIACION

2.2.1. Definicion

El término genérico “fitorremediacion” estd constituido por un prefijo griego phyto,
que significa planta, y un sufijo latino remedium, que significa eliminar algo

pernicioso (Lépez, 2003).

La fitorremediacion constituye una variacion de las técnicas de biorremediacion
(Lépez, 2003); por tanto, es una técnica bioldgica de remediacién de suelos
contaminados (Eweis, 1999, citado en Lépez et al. 2005), cuyo objetivo segin Harvey
et al. (2002) es degradar, asimilar, metabolizar o detoxificar metales pesados,
compuestos organicos y compuestos radioactivos por medio de la accion combinada
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de plantas y microorganismos con capacidad fisioldgica y bioquimica para absorber,

retener, degradar o transformar sustancias contaminantes a formas menos toxicas.

Por otro lado, Ortiz (2004) menciona los casos en los que se utiliza esta técnica como:
en sitios contaminados con metales, plaguicidas, solventes, explosivos, petréleo,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) y lixiviados en vertederos. En el caso de
efluentes, las principales areas de aplicacion de la fitorremediacion son el tratamiento
de aguas servidas y la neutralizacion del drenaje acido de la mineria. Y, segun
Mentaberry (2011), para zonas contaminadas con solventes organicos, herbicidas,
hidrocarburos derivados del petréleo, bifenilos policlorinados (PCBs) y tricloroetileno
(TCE).

2.2.2. Inicio y Desarrollo de la Fitorremediacién

La USEPA (United States Environmental Protection Agency) (1996,1997, citado por
Lopez et al. 2005) menciona que las técnicas biologicas se desarrollaron hace dos
décadas (para 2011, habran pasado 3 décadas) a escala piloto, pero en los Ultimos afios
se realizan a escala comercial, y aunque segun ArgenBio (2007) la técnica de
Fitorremediacion se encuentra en desarrollo, otros autores como Frick et al. (1999,
citados en Sierra, 2006) indican que esta técnica ha adquirido auge por ser un
procedimiento pasivo, estéticamente agradable, Util para remediar simultdneamente

una gran variedad de contaminantes.

En la Figura 1, se puede observar como la Fitorremediacion ha experimentado un
crecimiento acelerado durante la Gltima década. Aunque los primeros reportes de
publicaciones sobre fitorremediacion datan de 1993, el periodo importante de

innovacion empez6 en 1996 (Saad et al. 2009):
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Figura 1. Publicaciones por fitorremediacion por afio.
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Fuente: Saad et al. 2009. “Fitorremediacion: estudio de inteligencia tecnol6gica competitiva”.

“La fitorremediacion es aun una tecnologia muy joven, pues se ha explorado
la capacidad catalitica s6lo de unas cuantas especies. Las especies
reportadas con las mayores capacidades bioguimicas pertenecen a grupos
boténicos distantes. Con la notable excepcion de los helechos (Chao-Yang y
Tong-Bin, 2006) y las especies de la familia Brassicaceae (en el caso de los
metales pesados), no hay grupos taxonémicos especialmente prometedores.
Hay plantas que se han estudiado mucho, pero esto se debe mas a que
pueden cultivarse facilmente, que a sus capacidades sobresalientes. En la
enorme diversidad vegetal hay todavia muchas capacidades por descubrir”.

2.2.3. Perspectivas de desarrollo para el futuro de la fitorremediacion

La aplicaciéon de la fitorremediacion es cada vez mayor y sus resultados se estan
valorando como muy positivos, lo cual permite visualizar que la fitorremediacion
empieza a ser una tecnologia competitiva en la recuperacion de suelos y aguas
contaminados (L6pez, 2003).

Si bien es cierto, en contraste a la fitorremediacion existen limitantes tales como
condiciones que impiden un crecimiento normal de las plantas, concentraciones de
contaminantes que exceden del nivel de tolerancia de éstas, el tiempo para la
descontaminacidn (la fitorremediacion es lenta), etc. (Lopez, 2003). Ademas, para que
se extiendan todas las capacidades de degradacion o acumulacion de contaminantes de
las plantas que vayan a ser utilizadas como individuos fitorremediadores, es necesario
gue sean sometidas a un proceso sistematico de seleccion (Saad et al. 2009). Todas
estas limitantes sumadas a que el proceso de domesticacion y mejoramiento de una
planta silvestre por métodos convencionales puede llevar décadas, de alguna manera

retrasan el desarrollo de la técnica de fitorremediacion.
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Sin embargo, la aplicacién de la biotecnologia vegetal puede acelerar mucho el
proceso. Por ejemplo, se puede hacer seleccion de individuos sobreproductores de
enzimas activas por técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro. Ademas, los
estudios gendémicos y protedbmicos son una herramienta poderosa para comprender las
bases moleculares de los sistemas de biorremediacion. Una vez identificados los
elementos genéticos de los sistemas pueden utilizarse para realizar seleccion asistida
por marcadores moleculares o para conseguir plantas €elite por el empleo de ingenieria

genética (Eapen y D’Souza, 2005, citados en Saad et al. 2009).

En cualquier instancia, las nuevas fronteras de la fitorremediacion demuestran la
necesidad de abordar esta técnica desde la multidisciplinaridad. Es necesario incluir
expertos en botanica, bioquimica, ecologia, fisiologia vegetal, genética, microbiologia,
edafologia, geoquimica y expertos relacionados con las consecuencias de la

contaminacion para la salud de los ecosistemas y sus habitantes (L6pez, 2003).

2.2.4. Ventajas de la Fitorremediacion

- En comparacion con las tecnologias de remediacion tradicionales, la
fitorremediacion incluye la posibilidad de generar menos residuos secundarios,
menos perturbacion al ambiente y la capacidad de dejar los suelos en el mismo
lugar y en condiciones de uso después del tratamiento (Miller, 1996).

- La fitorremediaciéon frente a otras técnicas biotecnoldgicas por medio de las
plantas tiene la capacidad de transformar y mineralizar una amplia variedad de
complejos organicos (Saad et al. 2009).

- Mentaberry (2011), en su documento “Fitorremediacion y Agrobiotecnologia”,
manifiesta que las plantas pueden ser utilizadas como bombas extractoras de bajo
costo para depurar suelos y aguas contaminadas (costo 7-10 veces menor respecto
de los métodos tradicionales), en el Cuadro 1 se puede observar una comparacion
econdmica con respecto a otras técnicas de remediacion.

Ademas, Mentaberry (2011) menciona como ventajas que: las plantas emplean
energia solar, el tratamiento es in situ, algunos procesos degradativos ocurren en
forma maés rapida con plantas que con microorganismos, es un método apropiado

para descontaminar superficies grandes o para finalizar la descontaminacion de
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areas restringidas en plazos largos, es una metodologia con buena aceptacion

publica.

Cuadro 1. La fitorremediacion es econémicamente competitiva respecto de otras
alternativas de remediacion.

] Costo de Costo estimado usando
Contaminante ) o i
Fitorremediacion otras tecnologias
Metales U$ 87.5 por m U$ 250 por m
Petréleo U$ 70000 por sitio U$ 850.000
4 Ha de tierra contaminada )
U$ 500.000 U$ 12 millones

con plomo
Radionucledtidos en agua ]

o ) Us2aUs$6 No determinado
superficial (4.000 litros)
1 hectéarea a 15 cm de
profundidad (varios U$ 2500 a U$ 15000 | No determinado
contaminantes)

Fuente: Adaptado de Chappell, US Environmental Protection Agency. 1998 (citado en
Mentaberry, 2011).

- En fitorremediacion, las plantas denominadas hiperacumuladoras, pueden
movilizar los contaminantes hacia sus tallos y hojas, los que posteriormente son
cortados, quemados o vendidos para otros usos dependiendo de las plantas
utilizadas en esta técnica, siendo ésta una forma méas barata que los métodos
tradicionales de remediacion. Estimando que un sitio con 5000 toneladas de suelo
contaminado produciré sélo 20-30 toneladas de cenizas. Ademas, que al incinerar
la biomasa al final del proceso de fitorremediacion los contaminantes acumulados
en tales plantas no se transmiten a través de las redes alimentarias a otros

organismos (Ortiz, 2004).
2.2.5. Desventajas de la Fitorremediacion
Las principales barreras de entrada de esta tecnologia segun Saad et al. (2009) son:
- Laidentificacion de especies prometedoras,

- El establecimiento de procesos eficientes de cultivo para las especies vegetales

seleccionadas y
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- Un proceso de mejoramiento genético, que potencie las capacidades naturales de
las especies seleccionadas y llegue al desarrollo de poblaciones homogéneas y
estables con un alto contenido de enzimas activas.

Mientras que las limitaciones o desventajas de la fitorremediacién son:

- Largos periodos de tiempo necesario para el proceso (generalmente varias
temporadas de crecimiento) (L6pez, 2008).

- EIl proceso se limita a la profundidad de penetracion de las raices en tierra o en
aguas poco profundas (Mentaberry, 2011).

- Laposibilidad la entrada de los contaminantes en la cadena alimentaria a través del
consumo que los animales hacen del material vegetal (Lopez, 2008).

- La biodisponibilidad de los compuestos 0 metales es un factor limitante de la
captacion (Mentaberry, 2011).

- La fitotoxicidad es un limitante en areas fuertemente contaminadas (Lépez, 2008),
por lo que en el caso de algunas especies vegetales se utilizan para eliminar restos
de contaminantes atrapados en el suelo que quedan de la aplicacion con las
técnicas mecanicas de tratamiento (Miller, 1996).

- Deben considerarse contaminaciones potenciales de la cadena alimentaria y napas
de agua (Mentaberry, 2011).

Cunningham et al. (1997, citados por Lopez, 2008) recomiendan que para superar
estas limitaciones es necesario comprender tres puntos claves de la fitorremediacion:

e los mecanismos de la fitorremediacion,

e las fases que participan en la fitorremediacion y

e las interacciones planta-microorganismos.

2.2.6. Clasificacion general de la Fitorremediacion

La fitorremediacion se clasifica en dos grandes grupos: 1) La biorremediacion de
sustancias organicas recalcitrantes® o peligrosas, de los cuales los mas estudiados son
los contaminantes derivados del petréleo (hidrocarburos poliaromaticos) y los

explosivos peligrosos como el TNT; siendo el principal objetivo es degradar los

® Sustancias organicas recalcitrantes: son aquellas sustancias que contienen en su

estructura simultdneamente 4&tomos de hidrégeno y carbono, son de lenta degradacién, es decir de mayor
persistencia en la biosfera sin alterarse y de alta toxicidad.
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contaminantes hasta obtener un producto menos téxico, 2) La otra gran area de
investigacion es la remocion de sustancias toxicas elementales, grupo en el que estan
comprendidos los metales pesados y los elementos radioactivos (Weis et al. 2006,
citados en Saad et al. 2009).

Debido a que el tema central de esta investigacion es sobre hidrocarburos de petréleo,

se limitara en el mismo a la fitorremediacion de contaminantes organicos.

2.2.7. Caracteristicas principales de la Fitorremediacion

Miliarium (2004) resume de manera muy comprensible las principales caracteristicas

del proceso:

- La fitorremediacion es una técnica de limpieza pasiva, estéticamente agradable y
dependiente de la energia solar.

- Se emplea en zonas no muy extensas y donde la contaminacion no esta a mucha
profundidad.

- Es una técnica empleada para un amplio rango de contaminantes.

Ademas segln otros autores:

- La descontaminacion depende de la profundidad de las raices de la especie usada
(Ortiz, 2004).

- Existen plantas que tienen la capacidad de hiperacumular intrinsecamente en ellas,
pero también pueden obtenerse plantas con estas capacidades por medio de
técnicas de Ingenieria Genética (ArgenBio, 2007).

- Tanto en articulos como en patentes, el area mas intensamente estudiada dentro de
la fitorremediacidn es la de metales pesados (Saad et al. 2009).

- Depende de la tolerancia de las plantas a los contaminantes (Lopez, 2003).

2.2.8. Mecanismos de la Fitorremediacién

Ortiz (2004) menciona que una vez que los contaminantes se encuentran en contacto
con las plantas, estos pueden entrar a diversas rutas, dependiendo de la naturaleza del
contaminante y de la especie vegetal, es asi que estas rutas 0 mecanismos como lo
manifiesta Lopez et al. (2005) llevan a una detoxificacién de contaminantes a través

de al menos uno de los siguientes mecanismos (Figura 2):
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- Fitoextraccion: también conocida como fitoacumulacion, en este mecanismo se
usan las plantas para absorber y concentrar contaminantes en las partes cosechables o
aéreas (hojas, tallos y raices) (ArgenBio, 2007). Ldépez (2005), sefiala que éste
mecanismo ha sido ampliamente estudiado en plantas que acumulan metales (Jian et
al. 1997) y, mas recientemente, con materiales radioactivos (Dushenkov, 2003). El
proceso puede remediar metales como: cadmio, cobalto, cromo, niquel, mercurio,
plomo, selenio, zinc (ArgenBio, 2007), y otros toxicos inorganicos (Arsénico, etc.)
(Mentaberry, 2011); ademas, se ha utilizado para eliminar hidrocarburos de agua y
suelo con cultivos de alfalfa (Medicago sativa), alamos (Populus), enebro (Juniperus
communis) (Vazquez, 2003, citado por Ortega et al. 2009).

Las plantas preferentemente utilizadas para la aplicacion de éste tipo de técnicas son
las plantas hiperacumuladoras, éstas presentan acumulacién extrema de metales
(mediante absorcién selectiva) en sus tejidos aéreos. La gran mayoria de las especies
hiperacumuladoras conocidas pertenecen a comunidades vegetales caracteristicas de
suelos ricos en metales (u otro contaminante), donde estan perfectamente adaptadas a
las condiciones ambientales particulares de su habitat (Brooks, 1998; Reeves, 1992;

citados por Diez, s.f..)

- Rizofiltracion: Se basa en la absorcion o precipitacion, a través de las raices de
plantas, de contaminantes que estan en una solucion alrededor de la zona de raices. Es
similar a fitoextraccion pero a diferencia de ésta, la rizofiltracion se utiliza para tratar
medios liquidos y no edaficos (LOpez et al. 2005). Técnica relativamente cara de
implementar (Mentaberry, 2011), este Ultimo autor cita que es Gtil para cantidades
pequefias de aguas residuales conteniendo compuestos inorganicos peligrosos
(radionucle6tidos); la recreacion de los humedales artificiales se utilizan para una
amplia gama de contaminantes inorganicos (metales, percloratos, cianuro, nitratos y
fosfatos) y contaminantes organicos (explosivos y herbicidas); ademas ArgenBio
(2007) propone su aplicacién para cadmio, cobalto, cromo, niquel, mercurio, plomo,
selenio, zinc is6topos radioactivos y compuestos fendlicos. Por ejemplo, lenteja de
agua (Lemna minor), lirio acuético (Eichhornia crassipes) se utilizan en tratamientos

para la remocion de metales pesados de aguas contaminadas (NuUfiez et al. 2004.).
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- Fitoestimulacién o rizodegradacion: Las plantas generan exudados radiculares
que estimulan el crecimiento de microorganismos nativos de la rizésfera capaces de
degradar compuestos organicos xenobioticos (L6pez et al. 2005),

Remedia: Hidrocarburos derivados del petroleo y poliaromaticos, benceno, tolueno,
atrazina, etc. (ArgenBio, 2007).

Por ejemplo, Festuca alta (Festuca arundinacea) tiene capacidad de rizodegradacion
de hidrocarburos de petréleo con una tasa maxima de degradacion de 38 mg de
hidrocarburos/kg mes (Siciliano et al. 2003, Lopez, 2008).

- Fitoestabilizacion: mecanismo que estabiliza compuestos xenobidticos. Permite
reducir la biodisponibilidad y la movilidad de los contaminantes evitando el transporte
a capas subterraneas (capas de agua) o a la atmdsfera (Lopez et al. 2005), mediante la
adsorcion en la superficie de la raiz o mediante la precipitacion en la zona de la
rizosfera (ArgenBio, 2007). Se utiliza en los suelos donde la gran cantidad de
contaminantes imposibilita la fitoextraccion, y se basa en el uso de plantas tolerantes a
los contaminantes (Ortega et al. 2009).

Remedia: Lagunas de desecho de yacimientos mineros, fendlicos y compuestos
clorados (ArgenBio, 2007). Ademés, Mentaberry (2011) menciona que es usado para
remediar contaminantes organicos hidrofébicos que no pueden ser incorporados por la
planta pero que pueden ser degradados por microorganismos (PCBs, PAHs e
hidrocarburos derivados del petrdleo).

Entre las plantas que realizan este mecanismo estdn: Raphanus sp. absorbe
compuestos fendlicos (Dec y Bollag, 1994; citados por Lépez, 2008); Diez, (s.f.),
menciona que las plantas frecuentemente utilizadas para este proceso son herbaceas
metal-tolerantes de rapido crecimiento como las de la familia Poaceae, del género
Lolium, Festuca y Agrotis sp; ejemplos especificos de la efectividad de la
fitoestabilizacion son Chépica (Agrostis capillaris), el cual muestra un descenso
significativo de la solubilidad del cobre (Romkens et al. 1999) y las plantulas de pino

que reducen la solubilidad del plomo en un 93% (Turpeinen et al. 2000).
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Figura 2. Mecanismos de la fitorremediacion (se indica la zona de la planta en donde
ocurre el proceso).
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Fuente: ArgenBio. 2007. “Biorremediacion: organismos que limpian el ambiente”, El
Cuaderno de Por qué Biotecnologia No. 36.

- Fitovolatilizacion: proceso en el que las plantas captan y modifican metales
pesados 0 compuestos organicos a especies volatiles y los liberan a la atmdsfera con la
transpiracion (ArgenBio, 2007).

Remedia: Mercurio, selenio y solventes clorados (tetraclorometano y triclorometano)
(ArgenBio, 2007). Puede utilizarse también para compuestos organicos con formas
volatiles (TCE y MTBE) (Mentaberry, 2011).

Las raices de Alamo (Populus deltoides) fueron expuestas a una solucion de
tricloetileno (70 mg/L) durante 26 dias, observandose que el 90% del tricloroetileno

fue volatilizado a través de las hojas (Orchard et al. 2000; citados por Lopez, 2008).

- Fitodegradacion: Las plantas acuéticas y terrestres captan, almacenan y degradan
compuestos organicos para dar subproductos menos tdxicos o no toxicos. Esto ocurre
mediante la liberacion de enzimas y otros metabolitos que subsecuentemente
descomponen a los contaminantes (ArgenBio, 2007). En determinadas ocasiones, los
productos de la degradacion le sirven a la planta para acelerar su crecimiento; en otros

casos los contaminantes son solo biotransformados (Lépez et al. 2005).
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Remedia: Municiones (DNT, RDX, nitrobenceno, nitrotolueno), atrazina, solventes
clorados, DDT, pesticidas fosfatados, fenoles y nitrilos, etc. (ArgenBio, 2007). Y
Mentaberry (2011) indica que es atil para compuestos organicos que se movilizan
dentro de la planta, (herbicidas, TNT, MTBE y TCE).

Por ejemplo, el &lamo (Populus deltoides) transforma tanto metil terbutil éter (MTBE)
como tricloro etileno en acuiferos, que es una molécula mas sencilla (Marjories et al.
2001, Newman et al. 1999, y Kassel et al. 2002; citados por Lopez, 2008).

Segun Lépez et al. (2005) esta serie de biotransformaciones ocurre usualmente en la
naturaleza, denomindndose atenuacion natural; es asi, que se ha observado que los
niveles de contaminantes se reducen mas rapidamente en suelos con plantas que en

suelos sin plantas.

2.2.9. Interacciones planta-microorganismos

Segun Lopez (2008) la microfauna y la mesofauna (protozoos, nematodos, insectos y
acaros) presentes en la comunidad de la rizésfera, contribuyen significativamente en
los procesos de descomposicion con el catabolismo de sustancias nocivas en la
rizosfera. La rizGsfera provee un microambiente complejo y dinamico, donde las
bacterias y hongos (microbiota), en asociacién con las raices, forman comunidades
Unicas que responden a los exudados radiculares; los microorganismos pueden causar
un beneficio o una enfermedad a la planta y tienen un considerable potencial para la

detoxificacion.

2.2.10. Fases de Fitorremediacion en una Planta Fitorremediadora

Las plantas fitorremediadoras pueden realizar cualquiera de los mecanismos de
fitorremediacion mencionados en el item anterior siguiendo tres fases: absorcion,

excrecion y desintoxicacion de contaminantes (L6opez, 2008).

- La absorcion de contaminantes se realiza a través de las raices y las hojas mediante
los estomas y la cuticula de la epidermis. Esto ocurre en la rizodermis de las raices
jévenes, que absorben los compuestos por 6smosis dependiendo de factores extremos

como la temperatura y el pH del suelo. Otros factores importantes que inciden en la
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penetracion del contaminante son su peso molecular e hidrofobicidad que determinan
que estas moléculas atraviesen las membranas celulares de la planta. Después de
cruzar la membrana, los contaminantes son distribuidos a través de toda la planta
(Harvey et al. 2002).

- Los contaminantes absorbidos por las raices, se excretan via hojas
(fitovolatilizacion). Cuando las concentraciones de los contaminantes son elevadas,
solo pequefias fracciones (menos del 5%) se excretan sin cambios en su estructura

quimica (Kvesitadze et al. 2001, citados por Lopez, 2008).

- La desintoxicacion de los compuestos organicos se lleva a cabo por la via de la

mineralizacion hasta diéxido de carbono.

2.2.11. Plantas mas utilizadas en Fitorremediacion

La mayor parte de las plantas fitorremediadoras (hiperacumuladoras) estan
constituidas por pequefias plantas herbéaceas que se desarrollan en zonas metallrgicas
naturales o en depositos mineros antiguos (Baker, 1998, citado en L6pez, 2003).

Ortiz (2004) manifiesta que algunas plantas que se usan en fitorremediacion son
alfalfa, plantas de cafias, brasicaceas, euforbiaceas, asterdceas y tomate comun;
actualmente se conocen plantas acumuladoras de plomo, cadmio, cromo, niquel,
cobalto, cobre, zinc y selenio.

La Revista Latinoamericana de Microbiologia (2006, citada por Torres y Zuluaga,
2009) resume las plantas mas utilizadas en la fitorremediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos del petréleo: Zea mays, Panicum maximun, Paspalum virgatum,
Echinochloa polystachya, Sorghum vulgare, Phaseolus vulgaris, Phaseolus coccineus,
Chamaecrista nictitans, Brachiaria brizantha, Triticum aestivum, Hordeum vulgare,

entre otras.
Actualmente, se conocen alrededor de 400 especies de plantas con capacidad para

hiperacumular selectivamente alguna sustancia; en la mayoria de los casos, no se trata

de especies raras, sino de cultivos conocidos; un ejemplo de estas es el girasol
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(Helianthus annuus) que es capaz de absorber en grandes cantidades el uranio
depositado en el suelo (ArgenBio, 2007).

2.2.12. Fitorremediacion de contaminantes organicos

En el caso de los contaminantes organicos, la meta de la fitorremediacion es la

mineralizacion de las sustancias hasta componentes no toxicos (Saad et al. 2009).

Lépez (2003) manifiesta que son dos los mecanismos por los que las plantas pueden
incrementar su resistencia a los contaminantes organicos. EI primero consiste en la
transformacion de los elementos toxicos en la rizésfera; para ello la planta libera mas
del 20% de su fotosintato® dentro del suelo en forma de exudado radicular. El
fotosintato liberado estd constituido por una mezcla de azucares, alcoholes, fenoles,
acidos organicos y proteinas que rapidamente son utilizados por las comunidades
microbianas existentes en la rizosfera. Estas poblaciones pueden ser, de 100 a 10000
veces mayores que las poblaciones presentes en la matriz del suelo, y se caracterizan
por presentar enzimas especificas capaces de metabolizar los contaminantes organicos

hacia formas orgénicas menos toxicas.

El segundo mecanismo se produce una vez que los contaminantes han atravesado el
sistema radicular. En este caso, los elementos toxicos pueden seguir dos vias de
transformacion, por un lado se trasladan hacia brotes y hojas para, posteriormente,
volatilizarse, y por otro pueden sufrir procesos de metabolizacion hacia nuevas formas.
Estos nuevos compuestos pueden mineralizarse o pueden acumularse como nutrientes

0 COMO nuevos contaminantes.

Se han estudiado enzimas vegetales que pueden degradar anillos aromaticos, bifenilos
policlorados, fenoles y tricloroetileno. Las enzimas de interés particular en
fitorremediacion son: dehalogenasas, peroxidasas, nitroreductasas, nitrilasas vy
fosfatasas; la utilizacion efectiva de estos sistemas, puede requerir en algunos casos, la

sobre expresion de genes existentes (Saad et al. 2009).

* Carbohidratos y otros compuestos que se producen en la fotosintesis.
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La eficiencia de la degradacion depende también de la biodegradabilidad® del

contaminante, la cual a su vez depende de su estructura, concentracion y las

condiciones ambientales del sitio donde se encuentra. Ademas, de las enzimas ya

mencionadas, existen elementos que son liberados por plantas y microorganismos para

modificar la biodisponibilidad® del contaminante, haciéndolo mas facil de biodegradar

hacia formas menos toxicas (Mentaberry, 2011), éstos elementos se describen a

continuacion:

- Biosurfactantes (ramnolipidos): aumentan disponibilidad de compuestos
hidrofobicos.

- Exhudados vegetales: pueden promover la sintesis de biosurfactantes.

- Enzimas (vegetales y bacterianas): modifican las cadenas laterales de algunos
compuestos organicos aumentando su biodisponibilidad.

- Secrecion de H+ por parte las plantas que acidifican el suelo, creando un ambiente
propicio para la degradacion de los contaminantes.

Gianfreda y Rao (citados en Saad et al. 2009) clasifican a los contaminantes mas

comunes por su facilidad de biodegradabilidad en dos grupos:

- Las moléculas simples como hidrocarburos lineales de 1 a 15 carbonos, los
alcoholes, fenoles, aminas, acidos, esteres y amidas son facilmente biodegradables.

- En cambio, los bifenilos policlorados, los hidrocarburos aromaticos policiclicos y
los pesticidas son dificiles de biodegradar, estas sustancias recalcitrantes a la
biodegradacion que suelen acumularse en el ambiente son el objeto principal de la
ingenieria de biorremediacion.

En cuanto a la fitorremediacion de Hidrocarburos, Ferrera et al. (1995, citados en

Lumelli, 2002) exponen que se ha comprobado que el contacto con el petrdleo dafia y

mata el follaje y algunos tejidos lefiosos expuestos. No obstante, en otras especies, no

todos los tejidos perennes se dafian hasta el punto de morir y, en varias ocasiones, la

> Biodegradabilidad: es la parcial simplificacion o la completa destruccion de la estructura molecular de
los contaminantes medioambientales por reacciones bioquimicas complejas, genéticamente reguladas,
catalizadas por microorganismos y plantas
(http://personal.us.es/evpolo/pdf/trab_dirig/pinedorevilla_trigochorda.pdf).

® Biodisponibilidad: designa el estado de la fraccion de compuestos quimicos que esta disponible para la
eliminacién y/o transformacion por organismos vivos
(http://personal.us.es/evpolo/pdf/trab_dirig/pinedorevilla_trigochorda.pdf).
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adicion de nutrimentos a suelos contaminados puede favorecer el establecimiento de

plantas y aumentar las poblaciones rizosféricas.

Es muy importante ademas tener en cuenta que a medida que transcurre el tiempo
después de un derrame se va modificando la composicién del hidrocarburo por accion
de los agentes ambientales. En primera instancia se pierden los volatiles y después se
produce la eliminacién de parafinas, ya sea por evaporacion, por actividad fotoquimica
0 actividad bioldgica; luego se eliminan otros componentes. Como resultado de ello el
contaminante se enriquece en compuestos pesados, més dificiles de degradar; por lo
que la velocidad de reacciéon disminuye a medida que transcurre el tiempo (Buffle et
al. 1987; citados en Guzman et al. 2005).

2.2.13. Alternativas para la Obtencion de Especies Utiles para Fitorremediacion de
Derrames de Hidrocarburos

Segun Saad et al. (2009), existen dos alternativas para la obtencion de especies Utiles

en fitorremediacion:

1. Realizar una basqueda sistematica para localizar plantas que retnan los requisitos
necesarios para fitorremediar suelos contaminados, es decir, plantas con altas
capacidades de biotransformacién y/o hiperacumuladoras de contaminantes
organicos recalcitrantes (de lenta degradacion); ademas, por razones econémicas y
practicas, una especie adecuada tiene que contar con una serie de requisitos
adicionales: crecimiento rapido, alta biomasa, raices profundas, ser un vegetal
poco apetecible para los herbivoros, retener grandes concentraciones de metal en
las partes aéreas de la planta (Kirkham, 2006; citado en Saad et al. 2009) y contar
con capacidades ecoldgicas amplias, que le permitan adaptarse a la amplia gama de
condiciones ambientales de los suelos contaminados.

2. Elegir plantas cosmopolitas’, vigorosas y productivas, con capacidades
agronémicas® bien conocidas y adicionalmente si es posible las caracteristicas

bioquimicas necesarias para el empleo de ingenieria genética.

7 Cosmopolitas: aquellas que estan aclimatadas a todos los paises o que puede vivir en todos los climas.
® Capacidades agronémicas: propiedades que mejoran la calidad de los procesos de la produccion
agricola.
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Por otro lado US EPA (2000) y el ITRC (2001) en sus documentos abordando
Factores técnicos para los sistemas de fitorremediacion, manifiestan que la seleccion
de una planta con capacidades fitorremediadoras se puede determinar luego de conocer
las condiciones especificas del sitio contaminado, estas especies pueden seleccionarse
de las ya existentes en el sitio contaminado y evaluar su capacidad de
fitorremediacion, o de especies nativas de la region, de las especies reportadas en la
literatura como fitorremediadoras o0 a la vez segun investigaciones recientes de

hibridos o especies genéticamente manipuladas.

Una vez localizadas las plantas prometedoras, el siguiente reto es aprender a
cultivarlas, aungque la mayoria de los estudios de fitorremediacion realizados con
especies silvestres utilizan plantas colectadas en campo, no las cultivan; contar con un
sistema de reproduccidn eficiente es una condicion indispensable para utilizar estas

especies en campo ya cuando fuese necesario (Saad et al. 2009).

2.2.14. Eliminacion del Material Vegetal

Miller (1996) recomienda que concluido el proceso de fitorremediacion, la eliminacion
del material vegetal puede ser no necesaria en el caso que se degraden los
contaminantes a compuestos no toxicos; pero si la planta ha acumulado los
contaminantes, los brotes y las raices de estas plantas pueden ser cosechadas
(retiradas); sin embargo, los métodos de eliminacion o tratamientos posteriores
dependen de la toxicidad de los productos finales de la planta, los lugares de
almacenamiento y las concentraciones relativas de los contaminantes en los tejidos

vegetales.

El proceso méas comun de eliminacion de plantas hiperacumuladoras es la incineracion
controlada, siendo necesario desarrollar luego un método econémicamente viable de
recuperacion del contaminante de esta ceniza, reduciendo asi aln mas los impactos
ambientales de esta tecnologia; los métodos de eliminacién convencionales como el

relleno pueden ser utiles en algunos casos (Miller, 1996).
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2.3. DESCRIPCION BOTANICA DE LAS PLANTAS UTILIZADAS

Las cuatro especies que se describen a continuacién fueron identificadas en la Seccién
Botanica del Herbario Nacional del Ecuador el 20 de Octubre de 2010.

2.3.1. Mimosa polydactyla Humb & Boonpl. ex Will

Habito: Hierba terrestre. Origen: Nativa.’

Nombres comunes: Dormilona, sensitiva (castellano), kanumar (shuar chinchan)®,
amor dormido™.

Etnias que la conocen y usan: Cofén, Kichwa del Oriente, Wao, Shuar.*?

Cuadro 2. Taxonomia de Mimosa polydactyla.

Informacién Taxon6mica

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Mimosaceae™
Género Mimosa

Epiteto especifico | polydactyla

Nombre )
. Mimosa polydactyla
Cientifico

Autor del nombre | Humb. & Bonpl. ex Willd.

Fuente: adaptado de: Instituto de Biologia. 2009. Mimosa polydactyla Humb. &
Bonpl. ex Willd. UNIBIO. Colecciones Biolégicas.

% De La Torre L. et al. 2008. Enciclopedia de las plantas Gtiles del Ecuador, Herbario QCA de la
Escuela de Ciencias Biol6gicas de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador y Herbario AAU del
Bepartamento de Ciencias Biologicas de la Universidad de Aarhus. p. 353.

Idem
1 Ayala, F. 2003. Taxonomia vegetal, Gymnospermae y Angiospermae de la Amazonia Peruana,
Iquitos- Per. vol 1, p. 295.
Y De La Torre L, et al., Op. Cit. p 353
® The New York Botanical Garden. 1995. Taxonomy details. Consultado desde:
http:/:sweetgum.nybg.org/vh/taxon.php?irn=145892

29



Descripcion Botanica

Cerén (1995) describe a Mimosa polydactyla como un subarbusto de 1 m
aproximadamente de alto, por otro lado Martinez et al. (2008) mencionan que es una
planta rastrera o trepadora, con ramas jovenes y maduras estriadas, largamente
hispidas'®, con aguijones infraestipulares pareados, recurvados, dispuestos
irregularmente en los entrenudos. La vida de esta especie es corta: 4-5 afos

(Infojardin, s.f.).

Las hojas son bipinnadas® con foliélulos diminutos (Cerén, 1995), éstas segun
Martinez et al. (2008) tienen estipulas'®, estriadas, el margen largamente hispido; el
peciolo que las sostiene mide de 3.5-5.5 cm de largo; el raquis primario largamente
hispido y tomentuloso®’, inerme™®; las pinnas (foliolos) (2-) 3-4 (-5) pares digitados;
los folidlulos (20-) 22-30 (-40) pares por pinna, miden de 4-12 mm de largo,
oblicuamente lineares, glabros en ambas superficies, el envés con nervacion

prominente, el apice apiculado a mucronado™®.

Los capitulos?® (cabezuelas) de las inflorescencias miden de 1.0-1.2 cm de diametro,
constan de 120-150 flores, estas son axilares, las bracteas® pueden llegar a ser del
tamafio de la corola, son angostamente lanceoladas, glabras, el margen espaciado
(Martinez et al. 2008).

Las flores son pequefias van de blancas a violetas (Cerdén, 1995) y segin Martinez et
al. (2008) son bisexuales, sésiles; 4 estambres, los filamentos libres, de color lila;

ovario sésil y setoso?.

“ Hispida: cubiertas por pelos largos rigidos y gruesos.

' Pinnadas: subunidades o pinnas (foliolo) dispuestas a lo largo de un eje o raquis.

' Estipula: especie de hojas diminutas que se encuentran en el punto en donde la base del peciolo de la
hoja se une con la ramita.

' Tomentuloso: ligeramente tomentoso (con pelos finos, suaves, cortos y entrecruzados (terciopelo)).

' Inerme: No armado, sin espinas.

¥ Macranodo: Provisto de mucrén: punta corta, mas o menos aguda y aislada.

?® Capitulo: Inflorescencia formado por numerosas flores en el centro y rodeadas de otras flores en el
margen que suelen presentar diferente forma y color. El conjunto semeja una flor.

*! Bracteas: Hojas que nacen del pedinculo de las flores de ciertas plantas, y suele diferir de la hoja
verdadera por la forma, la consistencia y el color.

%2 Setoso (a): con setas (tricomas rigidos y punteagudos, como cerdas largas)
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Figura 3. Hoja de Mimosa polydactyla
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Fuente: Autora.

El fruto es una legumbre con pequefias espinas tiene de 3-4 semillas (Ceron, 1995); las
valvas® largamente setosas, sésiles a muy cortamente estipitadas®*; las semillas miden
de 3.0-3.5 mm de largo, 2.3-2.5 mm de ancho, 1.0-1.5 mm de grosor, lenticulares, la

testa ocre, porosa, la linea fisural de 90% de extension (Martinez et al. 2008).

Las raices, segun una descripcion generalizada de las leguminosas, presentan un
predominio del sistema primario (que proviene de la radicula del embrion). La raiz
primaria de muchas leguminosas, se convierte en sistema ligero y alargado, justamente
debajo de la superficie del suelo, lo cual beneficia a la planta durante las sequias muy
prolongadas (Machado, s.f..).

Ademés, Martinez et al. (2008) manifiestan que Mimosa polydactyla esta
estrechamente relacionada con M. pudica, por lo que se adapta a continuacién una
pequefia descripcion de una caracteristica comun de estas dos especies explicada por
Carmona et al. (2008) para M. pudica, donde dicen que pertenece al grupo de las
plantas sensitivas, es decir que cuando son rozadas sus hojas se pliegan y cuando
reciben un roce mas fuerte, se doblan totalmente hacia abajo, con la finalidad de
librarse de ser comidas por los rumiantes, pues al plegarse ensefian sus espinas, en

media hora vuelven a su estado inicial.

% Valva: cada una de las divisiones profundas de las capsulas propiamente dichas, de las legumbres, y
de otros frutos secos y dehiscentes.
>4 Estipitadas: con tallo que en su base tiene una especie de pie o soporte.
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Uso social: De La Torre et al. (2008) mencionan que la planta entera y/o las hojas se
usan para inducir el suefio, especialmente en nifios, quienes son “limpiados”
ritualmente con la planta en la cultura Shuar de Orellana. En las etnias Cofan de
Sucumbios y Wao de Napo utilizan la planta hirviéndola y para bafiar a los nifios

cuando lloran, entonces cesan de llorar y duermen tranquilos.

Distribucién: Meéxico, Centroamérica (Costa Rica y Panamd) y Sudamérica
(Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana Francesa, Guyana, Peru, Surinam y
Venezuela) (Martinez et al. 2008). En el Ecuador es nativa de las regiones Andina y
Amazébnica, su distribucion se ha observado en las provincias de Carchi, Morona
Santiago, Napo, Pastaza y Sucumbios, a alturas entre 0 a 2000 msnm (Jgrgensen y
Leon, 1999).

2.3.2. Ludwigia peruviana (L.) H. Hara
Habito: Hierba terrestre, subarbusto o arbusto. Origen: Nativa *°
Nombre comn: Escoba, escobilla?®

Cuadro 3. Taxonomia de Ludwigia peruviana.

Informacién Taxonémica

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales
Familia Onagraceae
Género Ludwigia

Epiteto especifico |peruviana

Nombre Cientifico | Ludwigia peruviana
Autor del nombre |(L.) Hara, 1953

Fuente: Instituto de Biologia. 2008. Ludwigia peruviana (L.) Hara. UNIBIO:
Colecciones Biologicas.

* De La Torre et al., Op. Cit. p. 475.
%% Seglin moradores de la comunidad de San Luis del sector Piedra Fina del cantén EI Chaco, Prov.
Napo-Ecuador.
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Descripcion Botanica

Stevens et al. (2001) indican que estas plantas son hierbas perennes o arbustos,
erectos, con tallos redondeados o angulosos; tiene un crecimiento rapido terrestre o
parcialmente sumergidos, miden generalmente hasta 4 m de altura. Hojas alternas,
lanceoladas, raramente ovadas o redondeadas, 2-15cm de largo y 2-4 cm de ancho,
vellosas; sésiles o con peciolo de hasta 1.5 cm de largo; pedicelos*’ 5-65 mm de largo;

sépalos 4 (-5), ovado-lanceolados, 10-23 mm de largo, vellosos o glabros.

Las flores solitarias son de color amarillo brillante, con 4-5 pétalos (Strathfield
Council, s.f.), de 2 a 4 cm de didmetro, muy vistosas y bisexuales (NBII et al. 2006),
con 8 (-10) estambres segun Stevens et al. (2001). Nacen de las axilas de las hojas en

el &pice de los tallos (Australian Weeds Committee, s.f.).

Las frutas tienen forma erguida en angulo recto contienen 4 capsulas con alrededor de
1000-3000 semillas pegajosas (Strathfield Council, s.f.); los frutos miden 1-2.5 cm de
largo, 0.6-1 cm de ancho; con apertura irregular en la madurez; las semillas estan
dispuestas en hileras longitudinales son pequefias como la arena (Australian Weeds

Committee, s.f.), de color marrén claro, subglobulares (NBII et al. 2006).

Los tallos son de color marrén verde, muy ramificado, y peludo cuando son jovenes
(NBII et al. 2006).

Las raices son fibrosas (raices delgadas sin distincion clara de una raiz principal, no
ramificada) y poco profundas (Australian Weeds Committee). El sistema radicular se

compone de una raiz lefiosa con laterales cerca de la superficie (NBII et al. 2006).

L. peruviana se ha introducido como ornamental por sus flores vistosas y llamativas,
sin embargo, una vez establecida tiende a formar bosques monotipicos; expandiéndose
también en el agua donde pueden formar islas flotantes de vegetacion, pudiendo llegar
a obstruir las vias navegables; sin embargo las pequefas islas flotantes pueden

proporcionar refugio para aves acuaticas (NBII et al. 2006). Se puede llegar a

*” pedicelos: cabillo o columna carnosa individual que sostiene una flor.
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considerarse a esta especie como a una maleza oportunista vigorosa (Strathfield
Council, s.f.), por lo que se debe tener precaucién, pues se podria diseminar y en un

caso extremo podria conducir a la pérdida de plantas nativas.

Dispersion de semillas: Probablemente propagada por las aves, pues sus semillas son
facilmente adheribles a las plumas; las semillas germinan en 4 dias en aguas poco
profundas o el lodo (Australian Weeds Committee, s.f.). La germinacién puede estar
limitada por la profundidad del suelo, pues como cita la NBII et al. (2006): "La
investigacion ha demostrado que las semillas no germinan por debajo de unos 5 cm de
arena"; ademas, menciona que se limita la germinacion de estas semillas en la sombra
en areas con arboles o arbustos grandes; sin embargo los tallos caidos puede producir

nuevos brotes, y echar raices.

Distribucién y cultivo: Originarios de Centro y Sur América. (Strathfield Council,
s.f.). Es comdn en areas humedas alteradas, y fue introducida en Asia, en Australia
(Stevens et al. 2001). En el Ecuador es nativa las regiones Costa y Andina, su
distribucion se ha observado en las provincias de Chimborazo, EI Oro, Guayas, Loja,
Pastaza, Zamora, en alturas entre 0 a 3000 msnm (Jgrgensen y Leon, 1999).

2.2.3. Tessaria integrifolia Ruiz & Pav.

|.28

Habito: Arbusto, arbolito o arbol. 2 Origen: Nativa. °

Nombres comunes: “Nanavi waska (kichwa-lengua no especificada), alamo, balsa,

5930

mangle, olivo, palo bobo (castellano)”*, p&jaro bobo.*

Etnias: Cofan.*? Nombre cientifico: Tessaria integrifolia Ruiz & Pav

%8 De La Torre L, Op. Cit. p. 237

2 |1dem

% Idem

*! Ayala, Franklin, Op. Cit. p. 696.
% De La Torre L, Op. Cit. p. 237
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Cuadro 4. Taxonomia de Tessaria integrifolia.

Informacién Taxondmica

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tessaria

Epiteto especifico [ integrifolia

Tessaria
Nombre Cientifico | L

integrifolia
Autor Epiteto .

Ruiz & Pav.

Especifico

Fuente: Instituto de Ciencias Naturales. 1989. Tessaria integrifolia Ruiz & Pav. —
Asteraceae.

Descripcién Botanica

Tessaria integrifolia Ruiz & Pavon, segin Pérez et al. (2007), es un arbusto o &rbol
perenne de 3-10 m de alto, tallos delgados, mas o menos cilindricos, verdes o verdo-
parduscos, lenticelados, poco ramificados, glabros o diminutamente puberulentos
cuando jovenes. Ademas, son perennifolios con troncos rectos; copa pequefia; corteza

grisacea, lisa a rugosa (Atlas de Buenos aires).

Hojas alternas, simples, pubescentes (Atlas de Buenos aires); oblongas o lanceoladas,
obtusas hasta agudas en el apice, atenuadas y pecioliformes en la base, enteras, de 3-8

cm de largo (Pérez et al. 2007).

Capitulos blancuzcos discoideos, pequefios (3-3.5mm de largo), numerosos,
subsésiles, dispuestos en densos corimbos®® (Pérez et al. 2007); se ubican en el
extremo de los tallos (Ibarra et al. 2003). Flores dimorfas, las marginales femeninas

numerosas, con corola filiforme glabra, las flores centrales tubulosas masculinas

** Corimbos: inflorescencias constituidas por un eje alargado del que parten los ejes secundarios, siendo
éstos mas largos cuanto mas abajo estan insertados de modo que las flores vienen a quedar casi a la
misma altura.
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(esterilidad del gineceo), glabra, (Ibarra et al. 2003); la corola mide unos 5 mm de

longitud; estambres exertos®* (Pérez et al. 2007).

El Fruto es un Aquenio, estos son gruesos, glabros, de 0.5-0.8 mm de longitud (Pérez
et al. 2007).

Sistema radical pivotante, con raices profundas, acompafiadas con raices gemiferas®>,

plagiétropas®® y cercanas a la superficie del suelo (adaptado de: Irazusta, 2009).

Usos segun De La Torre et al. (2008).

Uso alimenticio para vertebrados, como forraje de animales (Etnia no especificada-
Imbabura) y uso apicola (Etnia no especificada-Loja).

Uso como combustible, empleando el tallo (Etnia no especificada-Imbabura,
Tungurahua).

Uso como materiales, el tallo es maderable, se usa en la construccion de los techos
de las viviendas (Etnia no especificada-Imbabura, Tungurahua;, Cofan-
Sucumbios). Ademas, en el Atlas de Buenos aires manifiesta que la madera es apta
para pastas de papel y construcciones rusticas; sus cenizas sirven para elaborar
jabon. Y segun Vargas (2002, citado en Red Nacional de Jardines Botanicos de
Colombia, 2008) sirve para la elaboracién de pélvora.

Uso medioambiental, la planta ayuda a evitar la erosion (por lo general se
encuentra en barrancos) y estabiliza los bancos de rios (Cofan-Sucumbios; Etnia
no especificada-Esmeraldas, Guayas, Sucumbios); también se usa como cerca viva

(Etnia no especificada-Tungurahua).

Distribucion: es una especie nativa de Sudamérica calida, hasta el norte y centro de la

Argentina, en bordes de cursos de agua; es pionera en la consolidacion de islas, se

multiplica rapidamente por raices gemiferas (Atlas de Buenos aires). En Ecuador esta

especie es nativa de la region Andina y Amazonica, su distribucion se ha observado en

** Estambres exertos: disposicion de los estambres en el androceo, cuando los filamentos son mas largos
que la longitud de la corola y sobresale a esta.

** Raices gemiferas: productoras de raices o yemas de raices adventicias que permiten la propagacion
vegetativa de la planta (Ejemplos: Linaria vulgaris, Rumex acetosella, Populus sp).

*® Plagiotropicas, plagiotropismo: Que tiene el eje mayor no coincidente con el vertical; se aplica
a plantas que crecen en sentido transversal respecto al estimulo gravitatorio. Que presenta crecimiento
con direccion horizontal o en &ngulo.
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las provincias de Carchi, Chimborazo, Imbabura, Loja, Los Rios, Morona, Napo,
Pastaza, Pichincha, Sucumbios y Tungurahua, sobre alturas entre 0-3500 msnm segun

Jorgensen y Leon (1999).
2.3.4. Verbena litoralis Kunth

También citada como: Verbena brasiliansis.*’

Habito: Hierba terrestre o arbusto.*® Origen: Nativa, Cultivada.*

Nombres comunes: Verbena, verbena del campo, verbena fina, hierba de todos los
males, verbena blanca, yapo, wirwina, yerba de los hechizos, biribina (shipibo-
conibo), Tahua (Siona).** Bibina, berebena (tsafi'ki), warmi verbena (castellano-
kichwa), yapa (shuar chicham), hierba buena, hierba de faradn, hierba mora de costa,

moradilla macho, verbena azul.*

Etnias: Awa, Chachi, Tsa'chi, Kichwa de la Sierra, Secoya, Siona, Kichwa del
Oriente, Shuar, Mestiza. *?
Nombre cientifico: Verbena litoralis Kunth. **

Cuadro 5. Taxonomia de Verbena litoralis.

Informacién Taxondmica

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Verbena

Epiteto especifico | litoralis

Nombre Cientifico |Verbena litoralis
Autor Epiteto

Especifico Kunth

Fuente: Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autdnoma de México. Verbena
litoralis Kunth. UNIBIO: Colecciones Biolégicas. 2007.

*’De La Torre L, Op. Cit. p. 618.

** 1dem

*De La Torre L, Op. Cit. p. 618.

“0 Serkovic, Santos, “Verbena littoralis H.B.K. y V. officinalls H.B.K”
* De La Torre L, Op. Cit. p. 618.

* 1dem.

* 1dem.
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Descripcion Botanica

Hierba siempre verde, aromatica, lisa (Matthei, 1995); es perenne o semilefiosa, mide
hasta 1 metro de alto, puede ser cultivada en cualquier época del afio (Sarango, 2008).
Sus tallos erectos ramificados, cuadrangulares, glabros o escabrosos en los angulos
(Ibarra et al. 2003).

Hojas opuestas, enteras, oblongo-lanceoladas, base atenuada, margenes irregularmente
aserrados, de 4-11 cm de largo por 0.5-1.5 cm de ancho (Matthei, 1995). Ademas, son

subsésiles, agudas o0 acuminadas en el &pice (Ibarra et al. 2003).

Inflorescencia con espigas cilindricas, primero cortas y luego muy largas, de 1.5-10
cm de largo por 4 mm de didmetro, las flores son pequefias de 3-3.5 mm de longitud.
(Matthei, 1995), la corola gamopétala 5-lobada, azul o violacea, pubescente; los
estambres 4 didinamos; Ovario sUpero (Ibarra et al. 2003).

Fruto seco, protegido por el caliz, al madurar se disgregan 4 pequefias nueces lineales,
rojizo-obscuras, de 1,5 - 2 mm de longitud (Matthei, 1995).
Raiz pivotante (Zufiiga, A.y S. Ortiz. s.f.)

Usos que se le da segun De La Torre et al. (2008)

- Usos alimenticios, la infusion de las hojas se toma como una bebida refrescante
(Kichwa de la Sierra-Chimborazo; Shuar-Napo); se usa como forraje de animales,
especialmente de cuyes (Etnia no especificada-Bolivar, Azuay).

- Materiales, la decoccidn de las hojas estimula el crecimiento del cabello (Etnia no
especificada (Region Costa)); se utiliza como escoba (Etnia no especificada-
Zamora Chinchipe); combate la caspa (Etnia no especificada-Tungurahua).

- Uso social, la infusion de la planta se bebe para tratar el susto (Etnia no
especificada-Azuay). Corta tratamientos abortivos (Mestiza-Pichincha). Junto con
otras hierbas, se barre para echar los malos espiritus (Etnia no especificada-

Pichincha). Usada en limpias (Etnia no especificada-Otras (Region Costa)).

Distribucién: Crece en climas calidos y templados, invade campos de cultivo (Ibarra
et al., 2003). Segun Jagrgensen y Leon (1999), ésta especie es nativa de las regiones de

Galépagos, Costa, Andina y la Amazonia; su distribucion en Ecuador se ha observado
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en las provincias de Azuay, Cafar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, El Oro, Galapagos,
Guayas, Imbabura, Loja, Los Rios, Morona, Napo, Pastaza, Pichincha, Tungurahua y

Zamora, sobre alturas entre 0 - 4000msnm.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. AREA DE ESTUDIO Y SELECCION DE ESPECIES

Se seleccionaron cuatro especies vegetales nativas de la region andino-amazonica
(Anexos 1 y 2), procedentes del sector Baeza-El Chaco (Figura 4), que mostraron
tolerancia a derrames de petréleo, en vista de su presencia persistente en zonas con

estos eventos reportados.

Se instal6 un ambiente controlado de lluvia e insolacion excesiva, en la comunidad de
San Luis, Canton EI Chaco, con el objetivo de comprobar la tolerancia y potencial de
fitorremediacion a hidrocarburos en suelo por parte de las cuatro especies descritas en
el Capitulo 2. Se evaluo el crecimiento de las mismas a través de un monitoreo

periddico.

Figura 4. Mapa de la Hoya del Quijos y de la ubicacién de la comunidad de San Luis.
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A= Quito.

B= Comunidad de San Luis, Canton el Chaco, Provincia de Napo.
Distancia A-B = 153km aproximadamente.

Fuente: adaptado de http://maps.google.com/
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3.2. IMPLEMENTACION DE TRATAMIENTOS DE FITOREMEDICION EN EL
SITIO DE TRABAJO

El sitio de trabajo se implementd como un sistema con algunas condiciones
ambientales semi-controladas, con la finalidad de eliminar interferencias no deseadas
(excesos de agua por lluvias, exagerada insolacion, etc.) y de dificil interpretacion en
la investigacion. Se registraron los cambios 0 sucesos que se dieron en las plantas
como indicativo de que fue posible o no la fitorremediacion. En el Anexo 6 se

presentan las imagenes de la instalacion del sitio de trabajo.

3.2.1. Determinacion sistematica de posibles especies vegetales bio-rremediadoras
Cuatro especies fueron seleccionadas de entre las especies nativas observadas con
mayor poblacion (un indicio indirecto de tolerancia) en sitios contaminados con
petréleo (segun la metodologia recomendada por US EPA, 2000 e ITRC, 2001; citados
por Maqueda, 2003) a diferentes concentraciones (desde sitios en proceso de
remediacion hasta un estanque de petroleo crudo). Se realizaron tres salidas de campo
en mayo de 2010, a zonas con derrames de petroleo reportados en los Gltimos afios,
para determinar las especies mas prometedoras para la investigacion, se visitaron los
lugares de Papallacta (alrededores de la Laguna de Papallacta), Baeza (comunidad
Cuyuja), El Chaco (sector Piedra Fina). En este Gltimo se visitaron dos comunidades
del Sector de Piedra Fina, eligiéndose al final a la comunidad de San Luis como el
sitio para la instalaciéon del ambiente controlado de lluvia e insolacién, con
coordenadas UTM 18M 0209359, 9°985446, a 1296 msnm.

3.2.2. Caracteristicas del disefio experimental

a. Poblacion: en el Cuadro 6 se presenta la distribucion y las condiciones a las cuales
se sometid a los individuos de las especies vegetales para determinar su capacidad de
tolerancia y fitorremediacion.

b. Muestras: el nimero de plantas recolectado para aplicar los tratamientos fue de 24
por especie, de las cuales se designaron 4 para cada tratamiento en la mayoria de ellos.
El fundamento del tamafio minimo de la muestra elegida para este experimento, se

basa que, el tamafio de una muestra esta supeditado a dos factores:
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1) Precision estadistica de los resultados y conclusiones que se generan en el
experimento; bajo este argumento el tamafio de la muestra tenderia a ser

mucho mayor mientras mas precision se busque, y

2) Aquel definido por las condiciones logisticas disponibles para realizar el
experimento; en las que se incluye: costos y tiempo involucrados en los
procesos, Y la facilidad de obtencion de las plantas. Por cuanto las plantas son
comunes en las zonas de trabajo esta tercera caracteristica es despreciable si se
analizan logisticamente, primando los costos y el tiempo al desarrollar el
experimento.

Cuadro 6. Disefio experimental aplicado (a)
TRATAMIENTOS
No. Suelo sin Fertilizar Suelo con Fertilizante (b)
No. de Plantas en | Plantas en | No. de Plantas en | Plantas en
ESPECIE Plantas en suelo con |suelo con |Plantas en suelo con | suelo con
suelo sin 3% de 6% de suelo sin 3% de 6% de
contaminante | Petr6leo | Petrdleo | contaminante |Petrdleo | Petréleo
1 Ludwigia
peruviana 4 4 4 4 4 4
2 Mimosa
polydactyla 4 4 4 4 4 4
3 Tessaria
integrifolia 4 4 4 4 4 4
4 Verbena
litoralis 4 4 4 4 4 4
Sin especie
5 |vegetal
(Control) 0 2 2 0 2 2

(a) En cada celda se menciona el nimero de bolsas plasticas con suelo procedente de San Luis
y bajo las condiciones experimentales determinadas por las columnas y filas.
(b) El fertilizante usado fue organico liquido “Bioplus” (http://dspace.espoch.edu.ec).

3.2.3. Obtencidn del sustrato

Previo al uso del suelo se llevo a cabo un analisis de su grado de contaminacion por
hidrocarburos de petroleo (Anexo 4), con la finalidad de asegurar la eficacia del
proceso de fitorremediacién. Este suelo procedié de la comunidad San Luis del canton
El Chaco (20cm bajo la superficie). Se tamizo6 el suelo (450 kg aproximadamente)
sobre una malla de gallinero antes de ser utilizado para eliminar las gravillas y la
mayoria de restos de material vegetal, se homogeneizo todo el material, y se extrajeron
varias submuestras para caracterizarlo con pruebas fisico-quimicas (Anexo 3) de

acuerdo a lo recomendado por Luque (2009).
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3.2.4. Obtencidn del contaminante (petréleo)

La cantidad de crudo de petroleo utilizado como elemento contaminante del suelo fue
de aproximadamente 20 litros (repartidos en las bolsitas experimentales de acuerdo al
disefio experimental enunciado), el mismo que fue donado por la Empresa Petrolera
OCP.

3.2.5. Preparacion del sustrato

Se pesO 4 kg de suelo por cada tratamiento establecido en el disefio experimental
colocandolos en fundas negras adecuadas para cultivo (no perforadas), con 5 litros de
capacidad.

Para los tratamientos con contaminacion simulada de 3 y 6% se trasvaso los 4 kg de
suelo pesado a una bandeja, aqui se vertio 120 o 240 g de petréleo segun correspondia
a cada tratamiento, se mezcl6 manualmente hasta la homogeneidad (adaptado de
Meéndez et al. 2004), y finalmente se volvio a ubicar este suelo contaminado en las

fundas de cultivo.

Los desechos generados de este proceso se los incineraron para evitar contaminacion
en la basura comun. En el Anexo 5 se presentan las imagenes de la preparacion del

sustrato.

3.2.6. Recoleccion de especies vegetales seleccionadas como posibles individuos bio-
rremediadores

Individuos vegetales silvestres de Ludwigia peruviana, Mimosa polydactyla, Tessaria
integrifolia y Verbena litoralis fueron recolectados en el sector Piedra Fina y
alrededores, canton ElI Chaco, Provincia de Napo; se tomaron los especimenes
vegetales de las cuatro especies de sitios libres de contaminacion. Se realiz6 en una
salida de campo de 3 dias, en las fechas del 10 al 13 de agosto con la ayuda de: 2
colaboradores de la comunidad San Luis (lugar donde se instalé6 el ambiente
controlado de lluvia), y el Investigador Ecélogo Patricio Yanez. Las caracteristicas
tomadas en cuenta en las plantas recolectadas fueron: buen estado anatomico,
robustez, color natural y ausencia de plagas (en lo posible). En el Anexo 7 se observan

las imagenes de esta fase de la investigacion.
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3.2.7. Trasplante y adaptabilidad de individuos vegetales posibles bio-remediadores a
los Tratamientos de Fitorremediacion

Los individuos colectados en campo libre de contaminacion, se trasplantaron hacia
bolsas plasticas (no perforadas) de 5 litros que contenian el sustrato previamente
preparado (14 dias antes, segin lo recomendado por Saad et al. 2009) con el
contaminante a las concentraciones (0, 3 y 6%) establecidas en el disefio experimental.
Este proceso se llevo a cabo en agosto de 2010 una semana después de la recoleccion
de las plantas, pues se debia descartar la posibilidad de marchitamiento de las mismas
por estrés. Se agregd también el fertilizante liquido organico Bioplus** a los
tratamientos que correspondia segin el disefio experimental. Posteriormente, en el
transcurso y evolucion del cultivo se realizaron riegos periodicos moderados

(aproximadamente cada 3 dias) a fin de mantener una humedad constante.

En los dias posteriores al trasplante se tuvo especial atencion a todo el sitio de trabajo
recién establecido, teniendo en cuenta la adaptabilidad de las plantas a sus nuevas
condiciones, ademas se realiz6 un riego periddico a fin de mantener una humedad
constante eliminando el factor sequia. En el Anexo 8 se encuentran las imagenes de

trasplante y rotulacion de los tratamientos establecidos para el presente trabajo.

3.3. METODOS UTILIZADOS PARA VERIFICAR LA DINAMICA DE LA
FITOREMEDICION

3. 3.1. Monitoreo y control de individuos vegetales

La velocidad de crecimiento de una planta afecta directamente la velocidad de
remediacion, por lo que se podria decir que, los monitoreos periddicos miden el
progreso de la remediacién (US EPA, 2000 e ITRC, 2001; citados en Maqueda, 2003),
es asi que en esta fase se llevd un control y registro peridédico (1 vez por semana o
méaximo cada 15 dias) de la evolucién de las plantas en los tratamientos establecidos
en sitio de trabajo. Los datos registrados en cada observacion fueron: altura de las

plantas, dimension y numero de las hojas, eventos y dias de floracion-fructificacion,

* http://dspace.espoch.edu.ec
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estado general de las plantas y cambios morfoldgicos ocurridos. Debido al ataque de

insectos se aplico también un insecticida de alta intensidad “Monitor”*.

En el Anexo 9 Monitoreo y control de individuos vegetales bio-remediadores se

observan algunas imagenes de este proceso.

3.3.2. Cualificacion de la produccion y crecimiento de raices de las diferentes
especies sobre suelos con y sin presencia de HC

Previa a la preparacion de las muestras de suelos (en las cuales se realizaron los
andlisis fisico-quimicos, al finalizar el tiempo de la investigacion), se observé el
crecimiento de las raices dentro de los sustratos contaminados, pues al inicio de la
investigacion, el trasplante de las plantas recogidas en campo libre de contaminacion,
se lo hizo con una cantidad minima de su sustrato natural (suelo sin contaminacion en
el que crecian las plantas silvestremente), con la finalidad de no dafiar las raices. Es
decir, que al inicio del tratamiento las raices de las plantas no estaban sumergidas
directamente en el sustrato contaminado con petréleo.

Es asi, que al final del ensayo se quitdé cuidadosamente la bolsa de cada tratamiento
(bolsa con sustrato contaminado, con la planta) y se observo si las raices llegaban a la
base del suelo y la bolsa plastica. Las imagenes de esta observacion se presentan en el
Anexo 10.

3.3.3. Determinacion de caracteristicas fisico-quimicas del suelo al inicio y al final de
la investigacion

Las caracteristicas originales fisico-quimicas del suelo fueron determinadas de acuerdo
principalmente a metodologias sugeridas por Fernandez et al. (2006): humedad, pH,
materia organica, textura, nutrientes (N, P y K; establecen la fertilidad en del suelo) y
el contenido inicial y final (5 meses después: Anexo 11 y 12) de Hidrocarburos
Totales de Petr6leo (TPHS).

El resumen de la metodologia aplicada para los analisis efectuados se presentan en el
Cuadro 7; estos analisis fueron realizados en los laboratorios del Centro de

Investigacion y Valoracién de la Biodiversidad (CIVABI) de la Universidad

* http://www.proficol.com.co
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Politécnica Salesiana-Quito (las imagenes se pueden observar en los Anexos 3, 4, 10,
11y 12) y en los laboratorios AGROCALIDAD y CENTROCESAL. Los anélisis de
todas las muestras se realizaron por duplicado; se prepar6 el suelo segun la norma
INEN 688, previo a la aplicacion de los analisis (INEN, 1982).

Cuadro 7. Detalle de los métodos utilizados en la caracterizacion de los suelos.

Caracteristica
» ) . Muestra ) .
Edéfica Meétodo Referencia Formula referencial
. (9)
analizada
. Willard et al.(1974);
Potenciométrico .
pH . Bates (1983) (citados en 5
liquido ]
Fernandez et al. 2006)
Gravimétrico o | Fernandez et al. (2006); % Humedad del suelo =
% Humedad | de secado al INEN 690 (1982); 2-10 (Peso del agua / peso de
Horno Llorca et al. (2004) suelo seco)*100
o C = (Peso de la ceniza
Gravimétrico ]
) obtenida / peso de
% M.O. deducido de INEN 1 492 (1986) 1 o
] muestra original)*100;
cenizas
yMO=100-C
Gravimétrico . HTPs (mg kg-1 de s.s.)
L Fernandez et al.(2006);
TPHs disefiado para el ) 5 =(RB-RA) *(FC)/
Noriega (2011)
efecto (P * FH)
Textura Prueba de tacto | Plastes (2005) 3-5
Comparacion en
las tablas de Llorca y Bautista
Color 2
colores de (2004)
Munsell
Correlacién con
) LAB.
% N la materia
. AGROCALIDAD
organica
LAB.
P Olsen
AGROCALIDAD
K Fotométrico de LAB.
llama AGROCALIDAD

%MO= Porcentaje de Materia Orgénica; TPHs= Hidrocarburos Totales de Petroleo;
%N= Porcentaje de Nitrogeno; P= Fésforo; K= Potasio.

Se describe a continuacion en forma mas detallada solo las técnicas aplicadas

directamente por la tesista de la presente investigacion en los laboratorios del
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CIVABI, de los anélisis realizados en laboratorios externos a la Universidad Salesiana,

se describe solo el fundamento tedrico.

a) Determinacion de pH.

El pH es una propiedad quimica del suelo importante para el desarrollo de los seres
vivos; se refiere a la concentracion de iones hidrégeno activos (H+) que se da en la
interfase liquida del suelo, por la interaccion de los componentes solidos y liquido
(Willard et al. 1974; Bates, 1983; citados en Fernandez et al. 2006). Los agricultores
se encuentran normalmente con rangos del suelo oscilantes entre los valores de pH
5,0-8,0; su importancia sobre las plantas es que tiene efecto en la disponibilidad de los
nutrientes, ya que muchos elementos del suelo cambian de forma al producirse
reacciones (controladas por el pH) en el suelo, y las plantas pueden ser capaces 0 no
de usar elementos en sus formas cambiadas (Plastes, 2005).

Interferencias: Debido a que el pH del suelo es medido en una matriz acuosa, su valor
depende del grado de dilucién, asi que un aumento causard un incremento en el pH,
siendo necesario mantener la relacion constante y tan baja como sea posible
(Fernandez et al. 2006). Los suelos con alta cantidad de materia organica tienden a
formar una gruesa pasta seca, por lo que una relacion menor de muestra en agua puede
ser aceptable (1:5 0 1:10) (Karma, 1993; citado en Fernandez et al. 2006).

Procedimiento

El método utilizado fue el potenciométrico liquido (Willard et al. 1974; Bates, 1983,
citados en Fernandez et al. 2006). Se pes6 5 g de suelo con la ayuda de una balanza
analitica y una espéatula, sobre un vaso de precipitacion de 25 o 50ml (segun
disponibilidad de material), se agregd 10 ml de agua destilada, y se someti6 a
agitacion durante 30 minutos en un agitador magnético. Se dejé reposar 10 minutos y

con un potenciometro previamente calibrado en soluciones tampon de pH 10, 7 y 4.

Calibracion del pH-metro: se sumergio el electrodo en una disolucion tampén de pH
4, agitando suavemente la disolucidon hasta que se estabilizé la lectura. Se saco el
electrodo y se limpié con agua destilada dispuesta en una pizeta, se secd con papel

absorbente las paredes del electrodo y se sumergio en la disolucién tampon pH 10
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hasta que se estabilizo la lectura, se sacé limpid y seco nuevamente y se sumergio en
la disolucién de pH 7 hasta que se estabilizo la lectura (adaptado de Llorca et al.
2004).

Cuadro 8. Criterios de evaluacion de un suelo con respecto a su pH
(NOM-021-RECNAT-2000).

Categoria ValordepH
Fuertemente acido <5.0
Moderadamente acido 5.1-6.5
Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 7-4-8.5
Fuertemente alcalino 8.5

Fuente: Fernandez et al. 2006. Manual de técnicas de analisis de suelos
aplicadas a la remediacion de sitios contaminados.

Es importante mencionar que debido a que el potencidmetro del laboratorio del
CIVABI no se encontraba en buen estado, al inicio de la investigacion este analisis se

realizd con tirillas de deteccion de pH.

b) Determinacion de Humedad.

Fundamento: Ferndndez et al. (2006), menciona que el agua es esencial porque
participa en varias reacciones metabolicas celulares, actia como un solvente y
portador de nutrimentos desde el suelo hasta las plantas y dentro de ellas. Ademas,
ioniza los macro y micronutrientes que las plantas toman del suelo, y permite que la

materia organica sea facilmente biodegradable.

Procedimiento

El método utilizado fue el gravimétrico, para determinar Unicamente la cantidad de
agua de los suelos (Fernandez et al. 2006) o también denominado segun la INEN 690
1982-05 como Meétodo de secado al Horno. Se pesé 2, 5 o 10g de muestra
(dependiendo del tamario de la capsula) en una balanza analitica, sobre una capsula de
porcelana a peso constante, esta se colocé dentro de una estufa, con la ayuda de una
pinza, a 105°C de temperatura durante de 24 horas (Llorca et al. 2004). Transcurrido
este tiempo se saco la capsula de la estufa con la pinza y mucho cuidado, y se la dejé

enfriar en un desecador por un periodo de 30 minutos, posteriormente se pesé la
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capsula con la muestra seca y se volvio a colocar la capsula en la estufa a la misma
temperatura durante 2 horas, se dejé enfriar en las condiciones ya mencionadas y se
pesd nuevamente, para comprobar que la muestra estuviese a peso constante.
Finalmente se calculd los porcentajes de humedad en el suelo por la diferencia de

pesos, con la siguiente formula:

% Humedad del suelo = (Peso del agua / peso de suelo seco)*100

Lo que también segun la INEN 690, 1982-05 se puede expresar asi:
w =m2 —m3 *100
m3 - ml

donde:

w = contenido de agua, en %.

m1 = masa del recipiente, en g.

m2 = masa del recipiente, y el suelo himedo, en g.
m3 = masa del recipiente y el suelo seco, en g.

c) Determinacion de Materia organica.

La materia organica mejora las condiciones de todos los suelos, pues ayuda a los
suelos arenosos incrementando su capacidad de retencion de agua y nutrientes, a los
suelos arcillosos soltandolos y mejorando su laboreo; previene la erosion al mejorar la

infiltracion del agua (Plastes, 2005).

Procedimiento

El método utilizado fue el gravimétrico deducido de cenizas adaptado de la INEN 1
492 1986-11. Se tard el crisol (recipiente) en una mufla a 600°C durante 1 hora, se
sacO con la ayuda de una pinza y se dejé enfriar por 30 minutos en un desecador
provisto de silica gel activada, y se peso. A continuacion se peso 1 g de suelo sobre el
crisol tarado, en una balanza analitica, y se calenté en un mechero de bunsen hasta que
el contenido se inflamo. Se colocd los crisoles en la mufla a 600°C durante 2 horas. Se
retird de la mufla y se dejo enfriar a temperatura ambiente en el desecador durante 30

minutos. Se peso el crisol con las cenizas en frio. Finalmente se calculo los porcentajes
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de cenizas totales y de Materia Organica en el suelo por la diferencia de pesos, con las

siguientes formulas:

C = (Peso de la ceniza obtenida / peso de muestra original)*100

C= m3-m1*100

m2 - ml
C = % Cenizas del suelo
m1= crisol vacio
m2 = crisol con suelo
m3 = crisol con cenizas
y MO =100-C

MO= Materia Organica

d) Determinacion del grado de contaminacion del suelo por TPHs
(Hidrocarburos totales del petréleo)

Se aplicé el Método Gravimétrico (Cuadro 7): colocando a peso constante los vasos de
precipitados de 50 ml (alli se vertio el extracto organico obtenido al final del ensayo),
estos recipientes se conservaron en un desecador. Se peso 5 g de suelo en un matraz de
50 ml con tapa; dentro de una camara de flujo laminar se afiadieron 25 ml de
Diclorometano (disolvente) mas un iméan de agitacién; se coloco la tapa al matraz y se
agitd en un agitador magnético durante 45 minutos. A continuacion se filtré la mezcla
en un filtro al vacio, el extracto se trasvaso al recipiente de peso constante preparado al
inicio y se dejo evaporar en la cdmara de flujo laminar durante 24 horas, para asegurar
la evaporacion del solvente se coloco en una estufa a 40°C por 6 horas, se dejo enfriar

en un desecador y se peso.

Para el célculo de concentracion de hidrocarburos totales del petréleo provenientes de
las muestras, se considero la cantidad de suelo que se peso para la extraccion, asi como
la humedad de la muestra; finalmente se aplicé la siguiente formula propuesta para el

método “Soxhlet” por Fernandez et al. (2006):
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TPHs (mg kg-1 de s.s.) = (RB — RA) * (FC) / (P * FH).

Donde:

TPHs (mg kg-1 de s.s.) = hidrocarburos totales del petr6leo en mg/kg de suelo seco.
RA= peso (mg) del recipiente vacio a peso constante.

RB = peso (mg) del recipiente con el extracto organico concentrado.

P = cantidad de suelo extraido (g).

FH = factor de correccion de humedad (1-(%humedad/100)).

FC = factor de transformacién a kg de s.s. =1 000.

La perspectiva de la fitorremediacion de este ensayo se basa en que los resultados de
este analisis estén dentro de los limites permisibles de hidrocarburos en suelos, para lo
cual, se tomaron en cuenta las disposiciones establecidas en la legislacién ecuatoriana

como se cita en el siguiente cuadro:

Cuadro 9. Limites permisibles de hidrocarburos en suelos.

Parametro Expresado Unidad 1) | Uso agricola 2) | Uso industrial 3) Ecos_lstemas
en sensibles 4)

Hidrocarburos TPH mg/kg < 2500 < 400 <1000
totales
Hidrocarburos
aromgtl_cos c mg/kg <2 <5 <1
policiclicos
(HAPs)
Cadmio Cd mg/kg <2 <10 <1
Niquel Ni mg/kg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/kg <100 <500 <80

1) Expresado en base de sustancia seca (gravimétrico; 105°C, 24 horas).

2) Valores limites permisibles enfocados en la proteccion de suelos y cultivos.

3) Valores limites permisibles para sitios de uso industrial (construcciones, etc.).

4) Valores limites permisibles para la proteccion de ecosistemas sensibles tales como Patrimonio
Nacional de Aéreas Naturales y otros identificados en el correspondiente Estudio Ambiental.

Fuente: Ministerio de Energia y Minas, RAOHE, Decreto No. 1215, Instructivo para la
Calificacion y Registro de Consultores Ambientales Hidrocarburiferos, Tabla 6.

e) Determinacion de Textura

La textura del suelo es la proporcion relativa por tamafios de particulas de arena, limo
y arcilla; las cuales al combinarse permiten categorizar al suelo en una de las 12 clases
texturales (Fernandez et al. 2006). Los suelos normalmente estan formados por més de
una fraccién de suelo; las tres fracciones se encuentran todas en la mayoria de los

suelos: la textura determina la forma en la que el agua se comporta en el suelo, asi los
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suelos toscos estan probablemente mas necesitados de una frecuente irrigacion; siendo
de esta manera que, para la mayoria de los propdsitos, los agricultores consideran los

suelos medios como los ideales (Plastes, 2005).

Cuadro 10. Tamafio de las particulas y caracteristicas de las fracciones de arena, limo y arcilla
en la clasificacion del departamento de los Estados Unidos (U.S.D.A.).

Fraccion | Didmetro (mm) Caracteristicas de la fraccién

arena <25-0.05 Aspera al tacto. Ni pléstica ni pegajosa al
humedecerse.
Suave y sedoso al tacto como el polvo de talco

limo <0.05-0.002 mojado. Ni plastica ni pegajosa al
humedecerse.

arcilla <0.002 Suave al tacto. P_Iastlca y pegajosa cuando se
humedece. Propiedades coloidales.

Fuente: Plastes, 2005. La Ciencia del Suelo y su Manejo.

Interferencias: En suelos contaminados con hidrocarburos, la materia organica (que
incluye a los hidrocarburos), puede interferir con la determinacion (Fernandez et al.
2006).

Procedimiento

El método utilizado fue el mas sencillo denominado cinta o prueba de tacto (Plastes,
2005). Se obtuvo una muestra (3-5g) de suelo suficiente para formar una pelota, se
humedeci6 la muestra a nivel medio de humedad, con agua destilada dispensada de
una pizeta. Se molde6 la muestra en una pelota, a continuacién se apret6 ligeramente
para identificar la textura. Se formd una cinta entre el dedo indice y el pulgar
observando si esta se puede hacer larga antes de romperse. Finalmente se reunio las
observaciones obtenidas y se determind la textura segun los parametros explicados por
Plastes (2005) en su libro “La Ciencia del Suelo y su Manejo”. Pero en forma general
se puede decir que la arena tiene un tacto arenisco, el limo suave y la arcilla pegajoso
tacto (Plastes, 2005).

f) Determinacion de color

Este parametro se determind con la finalidad de utilizarlo como una guia y

confirmacion de la irrigacion y del contenido de Hidrocarburos.

52



Se determind por comparacién de una muestra de 2g en las tablas de colores de
Munsell, definiendo aqui el matiz, brillo y saturacion (Llora, 2004). Para una mejor

comprension se definen a continuacion estos terminos segun Llora (2004):

Matiz: esta determinado por la longitud de onda dominante de la luz visible reflejada;
los colores negro, blanco y gris se denominan acromaticos porque no tienen matiz.
Brillo: es una medida de la intensidad del color por unidad de superficie; y es igual a
la raiz cuadrada de del porcentaje de la luz visible que ha sido reflejada;
cualitativamente indica si un cuerpo tiene color claro u oscuro.

Saturacion: pureza relativa del color espectral dominante; cualitativamente indica si
un color es vivo o apagado. Los colores acromaticos ya mencionas no tienen

saturacion.

En las tablas de Munsell los colores se agrupan por matices, por lo que los colores que
aparecen en una misma hoja tienen el mismo matiz; el color del suelo determinado se

representa de la siguiente manera (Llorca, 2004):

| Matiz brillo /saturacién |

La determinacion de los siguientes parametros se realizo en el Laboratorio de suelos
de AGROCALIDAD como servicios contratados, motivo por el cual, de los métodos

utilizados para su determinacion, solo se menciona su fundamento.

g) Determinacion de Nitrogeno

Se realiz6 segun el método de Kjeldahl (Kjeldahl J. 1883), el cual se basa en la
digestion de la muestra en acido sulfurico concentrado a ebullicidn, con la adicion
de un catalizador. La muestra se digiere hasta disolucién y oxidacién de la misma.
El nitrégeno contenido en la muestra se convierte en Amonio Sulfato. Afiadiendo
un exceso de solucion de sodio hidroxido, el ion amonio es liberado en forma de
amoniaco, destilado y recogido sobre una solucion de acido bérico o sobre una
solucion valorada de &cido sulfarico. El amoniaco recogido es determinado con una

solucion valorada de acido o se valora por retroceso con solucion de sodio
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hidroxido de concentracion conocida, si se recogid sobre acido sulfirico. Los
resultados se pueden expresar en % N. (Panreac Quimica S.L.U.).

h) Determinacion de Fésforo asimilable

Fue determinado por el método Olsen, en el cual se forma un precipitado de color
amarillo, que se origina cuando una muestra de suelo que contiene fosforo es tratada
con molibdato de amonio, el precipitado es reducido con acido ascorbico a azul
molibdofosforico; la concentracion de fosforo se determina colorimétricamente, es
decir, midiendo la intensidad de color de la sustancia, de modo que esa intensidad de
color estara relacionada con la cantidad de sustancia (cuanto mas intenso mas fosforo).
La intensidad de color se mide mediante la absorbancia en el espectrofotdmetro

(Marquez, s.t.).

i) Determinacion de Potasio

Se determind por el método fotométrico de llama, en el cual la muestra es
atomizada, los 4tomos de potasio son excitados en la flama a un nivel de energia
mayor, al regresar a su estado fundamental emiten energia en forma de luz de una
longitud de onda de 768 nm que es especifica para el analisis de este elemento. La luz
pasa a través de un filtro o un monocromador, que selecciona la longitud de onda de la
luz emitida por los atomos del potasio. La luz pasa a un detector de tipo fototubo
integrado al sistema de lectura que puede ser digital o analdgico. La intensidad de la
luz emitida y la respuesta eléctrica del detector, son directamente proporcionales a la

concentracion del potasio (American Society for testing and Materials, 1994).

3.4. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS OBTENIDOS EN EL
LABORATORIO Y EN CAMPO.

Para los datos obtenidos en campo en el monitoreo de individuos vegetales se aplico la
Prueba No Paramétrica de Kolmogorov-Smirnov del Software (Siegel, 1978), para
evaluar los cambios de la altura de las plantas y nimero de hojas a lo largo del lapso
de monitoreo; y, para comparar los datos de concentracion de TPHs en los diferentes

suelos después del experimento se aplicd el Analisis de Varianza no Paramétrico de
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Kruskal-Wallis (Siegel, 1978) a las variables edéaficas en suelos contaminados a 3 y
6% con petréleo, con y sin individuos vegetales, y en presencia y ausencia de

fertilizante. La hipotesis se acepto o negd cuando P era menor o igual a 0.05.

A los datos obtenidos de los demés analisis edaficos: Humedad, pH, M.O., Textura,
Color, Nitrégeno, Fésforo y Potasio; no se les aplico ninguna prueba estadistica pues
como se puede observar en el Anexo 14, dichos datos son en su mayoria similares

entre tratamientos e incluso de entre los resultados al inicio del tratamiento y al final.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion y obtencion de individuos potencialmente bio-remediadores

En el Cuadro 11 se presentan las caracteristicas de las zonas de trabajo, algunas
especies vegetales locales y las especies de las cuales se tomaron individuos para el
protocolo de investigacion.

Los individuos con potencial de fitorremediacion provinieron de zonas con derrames
de hasta 4 afios de antigtiedad (sector de Cuyuja-Baeza: 1 derrame; y, sector de Piedra
Fina-El Chaco: 2 derrames). No se consider6 el derrame de Papallacta por ser muy

antiguo.

De las especies vegetales observadas, se seleccionaron a las que presentaron mayor
abundancia de individuos en las zonas de los derrames: Ludwigia peruviana, Mimosa
polydactyla, Tessaria integrifolia y Verbena litoralis, ya que se sospechd tenian
mejores aptitudes como fitorremediadoras: un nivel apreciable de tolerancia (robustez
y vigorosidad aparente) y mayor produccion de biomasa (mayor tamafio) (segun la
bibliografia investigada US EPA (2000) y el ITRC (2001)).
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Cuadro 11. Sitios de trabajo inicial y especies vegetales potencialmente bio-

remediadoras

Lugares
identificados Coordenadas Anc_) del Especies Plantas
con P altimo : .
Geograficas . localizadas con| Nombre | seleccionadas
derrames ; derrame | Observaciones S
. UTM vy altitud mayor comun para el
(ocurridos (msnm) de abundancia experimento
entre 2006- petréleo P
2010)
17M 0812828, fuera del limite
Papallacta | 9'959649; 3644 | ogp7 | temporal no aplica no aplica NO
msnm. recomendado
_Desmodlum Amor seco NO
intortum
Mimosa :
Ecosistema en | polydactyla Dormidera S|
proceso de : -
17M 0833678, recuperacion, Zﬂé’:ttm nff' Eisupeg NO
Baeza 9'952985; 2292 2009 apoyado por - . y
msnm. remediacion de | 1essaria Arbol de NO
empresas mtegrlfolla Olivo
locales Pennisetun Pasto NO
purpureum Elefante
\_/erber_1a Verbena Si
litoralis
Calopogonlum Calopo NO
mucunoides
Mimosa Dormidera Si
polydactyla
. - Escobilla
. Estabilizado y | Ludwigia ’
El Chaco: 18M 0203610, controlado con | peruviana Rosa de Sl
Zona con , ] 2009- agua
etréleo 97982261, 2010 geomembrana, Pennisetun Pasto
egtancado 1285msnm. peroala rpureum Elefante NO
' intemperie purpureu =
. Arboles y
Tessaria .
integrifolia plantqlas Sl
de Olivo
\_/erber_1a Verbena Si
litoralis
pesmodlun Amor seco NO
intortum
Mimosa Dormidera
SI
polydactyla
En proceso de | Ludwigia Escobilla o
El Chaco: |18M 0207384, rerFr)le diacion eruvigna Rosa de Si
Sector Piedra | 97984542; 1225 2008 P agua
Fina msnm por parte de T i Plantul
' Petroecuador |, c>5ar1a antulas Si
integrifolia de olivo
Verbena Verbena S|
litoralis
Pennisetun Pasto
NO
purpureum Elefante
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4.2. Instalacion del Sitio de trabajo

- Lugar: Comunidad San Luis, Sector Piedra Fina, Canton EI Chaco, Provincia de
Napo.

- Sustrato: 416 kg de suelo local.

- Contaminante utilizado: 12,96 kg de petrdleo.

- Bolsas preparadas con sustrato contaminado y no contaminado: 72 bolsitas con
sustrato correspondientes a 24 tratamientos (segun el disefio experimental

aplicado).

Luego, al trasplantar los individuos de las cuatro especies, se observaron los cambios
ocurridos en ellos, tanto en sustratos sin contaminacion y con contaminacion, para
discriminar si habia efectos producidos por el stress del trasplante o por efecto del

petrdleo en el sustrato (Cuadro 12).

Cuadro 12. Reporte de adaptabilidad al trasplante de los individuos vegetales en los
tratamientos establecidos en el disefio experimental.

Supervivencia de
Especies Recolectadas | N° Plantas | los individuos
trasplantados (a)

Ludwigia peruviana 24 90%
Mimosa polydactyla 24 80%
Tessaria integrifolia 24 80%
Verbena litoralis 24 5%

(a) Proceso mediante el cual las plantas se acomodaron exitosamente y en forma
relativamente rapida a las nuevas condiciones dadas.

A pesar de que el nivel de adaptacion de las plantas fue ligeramente diferente entre
ellas, al final del primer mes de trasplantadas, ningun individuo en ninguna especie
murid. Al inicio se observo un ligero marchitamiento temporal sobre todo en Verbena
litoralis y Mimosa polydactyla. En cambio, Ludwigia peruviana resaltd por su
capacidad pronta de adaptacion, posiblemente por su condicion de planta oportunista
(Strathfield Council, 2010).

El riego se realiz6 con intervalos de cuatro dias al inicio de la investigacion; y al notar

sintomas por falta de agua (pérdida ligera de la turgencia de las hojas de algunas
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plantas, sobre todo en Verbena litoralis), el riego se realiz6 cada dos dias (imitando lo
que en la realidad sucede en este tipo de ambientes amazonicos).

4.3. Dinamica de Fitorremediacion

A lo largo del presente trabajo como ya se explico en el Capitulo 3, se llevo un registro
de monitoreo y control del crecimiento (altura) y desarrollo (biomasa aérea) de los
individuos vegetales potenciales bio-remediadores, los resultados (datos numéricos) de
este proceso se exponen en el Anexo 13, el mismo se utilizé para la aplicacion de las
Pruebas estadisticas determinadas, cuyos resultados se exponen para cada especie mas

adelante.

En lo referente a los analisis de determinacion de caracteristicas fisico-quimicas del
suelo al inicio y al final de la investigacion en el Cuadro 13 se presentan los resultados
de los analisis iniciales; y en el Anexo 14 debido a su extenso tamafio, se exponen los
resultados de los analisis aplicados a los 5 meses de efectuados los tratamientos

definidos en el disefio experimental.

Cuadro 13. Resultados de los analisis en el suelo utilizado (a)

Suelo sin Contaminacion (al inicio del
experimento)
Parédmetro Resultado
pH 6.02
% Humedad 18.80
% Materia Organica 3.26
% Nitrdgeno 0.16
Faésforo (ppm) 1.00
Potasio (cmol/kg) 0.25
g TPH en 4kg Suelo Seco 0.0001
(a) Una sola muestra compuesta de aprox. 500 mg procedentes de la zona del sitio de
trabajo.

cmol= centimoles;
TPH= Hidrocarburos Totales de Petroleo.

A continuacion se presentan, interpretan y discuten los resultados de la presente

investigacion, para cada especie estudiada:
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Ludwigia peruviana

Se detectaron crecimientos (altura, cm) similares de las plantas en casi todos los
tratamientos (Prueba de Kolmogorov-Smirnov) (Cuadro 14), lo cual quiere decir que
no existio efecto alguno por parte del petrdleo ni del fertilizante sobre las plantas;
estos resultados coinciden con trabajos como el de Pérez et al. (2006), quienes
determinan que existen plantas como la de tabaco que puede desarrollarse en suelos

contaminados, y no mostrar sintomas visibles de afectacion a su crecimiento en altura.

Cuadro 14. Resultados del Andlisis de Kolmogorov-Smirnov para la comparacion
entre los vectores de crecimiento (altura de la planta, cm) de Ludwigia peruviana en
los diferentes tratamientos.

. - - Ludwigia |Ludwigia |Ludwigia
Vect_orgs de L_udW|g|a Ludwigia | Ludwigia sincont. 3% cont. |6% cont.
crecimiento |sin cont. | 3% cont. | 6% cont.
Fert. Fert. Fert.
Ludwigia sin
cont.
>
Ludwigia 3% NS
cont.
Ludwigia 6% NS NS
cont.
Ludwigia sin NS NS NS N
cont. y Fert.
S (crece
0 :
Ludwigia 3% NS NS NS mejor Iq .
cont. Fert. planta sin
cont. Fert.)
Ludwigia 6%\ NS NS NS NS
cont. Fert.

NS= No existen diferencias significativas entre los vectores comparados (p> 0.05).
S= Si existe diferencias significativas entre los dos vectores (p< 0.05).
o= 0.05

Nota: los datos utilizados para la aplicacion de las pruebas estadisticas se presentan en
el Anexo 13.

En el desarrollo de biomasa aérea (No. de hojas) hubo diferencias significativas entre
casi todas las comparaciones efectuadas (Cuadro 15). La biomasa aérea fue mayor en
los tratamientos sin contaminante con o sin fertilizante; un ejemplo fue los resultados
de la comparacion entre los tratamientos de 3% de HC frente a 3% de HC fertilizado,
en el cual las plantas con mejor desarrollo foliar fueron las del tratamiento fertilizado.

Un caso interesante fue la comparacién de los tratamientos de 3% de HC frente al de
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6% de HC fertilizado, este ultimo tuvo mejor desarrollo, lo cual significa que la
fertilizacion en el suelo tuvo una buena influencia sobre las plantas, ya que pudiera
haber disminuido el efecto supresor del HC, permitiendo el aumento de la produccién
de biomasa aérea. Lo que permite inferir que una misma especie puede tolerar
diferentes niveles de HC segln tenga o no una adecuada disponibilidad de nutrientes
(Luque, 2009).

Cuadro 15. Resultados del Analisis de Kolmogorov-Smirnov para la comparacion
entre los vectores de desarrollo de la biomasa aérea (No. de hojas) de Ludwigia
peruviana en los diferentes tratamientos.

Vectores L udwidia Ludwigia Ludwigia Ludwigia |Ludwigia |Ludwigia
de sin cor?t 3% 6% sincont. |3% 6% cont.
desarrollo ' cont. cont. Fert. cont. Fert. | Fert.
Ludwigia
sin cont.
Ludwigia |S (Ludwigia
3% cont. |sincont.)*
Ludwigia |S (Ludwigia |S (Ludwigia .
6% cont. |sin cont.) 3% cont.)
Ludwigia |S (Ludwigia |S (Ludwigia | S (Ludwigia
sincont. | sin cont. sin cont. sin cont. -
Fert. Fert.) Fert.) Fert.)
.. - .. 1S
Ludwigia S (Ludwigia | S (Ludwigia -
3% cont. NS [3%cont. |3%cont |Ludwigia
sin cont.
Fert. Fert.) Fert.) Fert
Ludwigia S (Ludwigia | S (Ludwigia S S
6% cont. S. (Ludwigia 6% cont. 6% cont. (I__udW|g|a (Ludwigia ---
sin cont.) sin cont. 3% cont.
Fert. Fert.) Fert.) Fert) Fert)

NS= No existen diferencias significativas entre los vectores comparados (p> 0.05).

o=0.05

S= Si existe diferencias significativas entre los dos vectores (p< 0.05).

* Los tratamientos mencionados entre paréntesis en las celdas, indican a las plantas que
tuvieron mejor desarrollo foliar en la comparacion.

Por otra parte, al observar la comparacion de 3% de HC frente al de 6% de HC en
ausencia de fertilizante las plantas con mejor desarrollo foliar fueron las de 3%,
sugiriendo un mayor efecto supresor de desarrollo foliar ejercido por una mayor

concentracion de petréleo en el suelo.

Entre los signos y sintomas relevantes luego de dos semanas del trasplante, tanto en
plantas en sustratos con HC y sin HC, se registraron algunas hojas con amarillamiento

(clorosis), en algunas enrollamiento foliar, puntas quemadas y algunas hojas y varias
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ramas secas. Sintomas causados primariamente por el efecto del trasplante y
secundariamente por la contaminacion segun lo propuesto por Fojta et al. (2006) y
Evangelou et al. (2006) (citados por Pérez et al. 2006). Cabe mencionar, que pese a
estos signos y sintomas ningun individuo murid, siendo ésta la especie que sobresalié
de las demaés, pues siempre mantuvo hojas verdes con retofios continuos; mostrando
mayor tolerancia visible a la contaminacion.

No hubo diferencia a nivel radicular entre los tratamientos.

En cuanto al andlisis del contenido de Hidrocarburos totales de petroleo (TPHs) los
resultados obtenidos en las dos pruebas de Kruskal-Wallis (una entre los tratamientos
al 3% de petréleo y otra entre los de 6%) (Figura 5) denotaron que en ningin

tratamiento hubo actividad fitorremediadora (absorcion efectiva de HC).

Figura 5. Medianas de concentracion de Hidrocarburos Totales de Petrdleo (TPHSs) al
final del experimento en suelos contaminados y no contaminados, tratados con
Ludwigia peruviana.
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g HC/4kg SS
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w1
o
1

1 1

3% 3%, Fert. 3% Sin 3% Sin 6% 6%, Fert. 6% Sin 6% Sin SinHC  Sin HC,
Planta  Planta, Fert Planta Planta, Fert. Fert.

Tratamientos

3%, 6%= suelo contaminado al 3% y 6% con Hidrocarburos de petréleo, respectivamente.
3% Fert., 6% Fert.= suelo contaminado al 3% y 6% con Hidrocarburos de petrdleo, respectivamente y
ademas fertilizados.
Sin HC= suelo sin contaminacién de Hidrocarburos de petrdleo.
Sin HC, Fert.= idem, pero fertilizado.
El tamafio de la muestra se observa sobre cada columna.

Se puede concluir finalmente, que la presencia de fertilizante tuvo un efecto notorio en
el desarrollo de biomasa aérea (No. de hojas) de las plantas, pero no fue asi en su

crecimiento (altura de las plantas) y la degradacion de Hidrocarburos de petroleo.
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Con respecto a los resultados de determinacion de una latente aunque débil actividad
fitorremediadora pudiera ser necesario un mayor tiempo de observacion de los
tratamientos, pues como lo explica Lopez (2008) una desventaja de la fitorremediacion

suele ser los largos periodos de tiempo para obtener resultados significativos.

Mimosa polydactyla

Sus individuos tuvieron crecimientos (altura, cm) similares en todos los tratamientos,
tanto en suelos contaminados como en suelos no contaminados, sin diferencias
significativas; al igual que en L. peruviana esta planta demostré que también puede
crecer en un suelo contaminado por petréleo y no mostrar sintomas visibles de
afectacion, lo cual indicaria una medida de la tolerancia de esta especie a tal

condicion.

En cuanto al desarrollo de su biomasa aérea (No. de hojas) presenté diferencias en casi
todas las comparaciones efectuadas en los tratamientos (Cuadro 16), destacAndose con
un mejor crecimiento los tratamientos: (1) con menor concentracion de HC frente a los
de mayor concentracion y (2) los sin contaminacion de HC frente a los contaminados.
Por otro lado, en el caso del tratamiento sin contaminacion frente al tratamiento sin
contaminacion pero fertilizado, se desarrollaron mejor las plantas sin fertilizacion; lo
que estaria demostrando que el fertilizante utilizado no tuvo influencia sobre el
desarrollo foliar (biomasa aérea o No. de hojas) de las plantas, quiz& debido a una
reaccion metabdlica de esta especie, pues como lo explica Gonzélez (2007) la
intensidad de la captura de nutrientes va a depender de las necesidades de la planta
(hambre metabodlica) que se condiciona mediante la regulacion bioquimica de los
sistemas de captura, transferencia y asimilacion de nutrientes en cada momento

fisioldgico de la misma.
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Cuadro 16. Resultados del Analisis de Kolmogorov-Smirnov para la comparacion

entre los vectores de desarrollo de la biomasa aérea (No. de hojas) de Mimosa
polydactyla en los diferentes tratamientos.

Vectores . . . . . | Mimosa Mimosa
Mimosa Mimosa Mimosa Mimosa sin

de . 3% cont. |6%b cont.
sin cont. 3% cont. |[6% cont. |cont. Fert.

desarrollo Fert. Fert.

Mimosa

sin cont.

Mimosa [S (Mimosa

3% cont. |sincont.)*

Mimosa [S (Mimosa |S (Mimosa

6% cont. |sincont.) |3% cont.)

Mlmosa S (Mimosa S_ (Mimosa S_(I\/Ilmosa

sin cont. sin cont.) sin cont. sin cont.

Fert. ' Fert.) Fert.)

Mimosa S (Mimosa | S (Mimosa | S (Mimosa

3% cont. NS 3% cont. 3% cont. sin cont.

Fert. Fert.) Fert.) Fert.)

Mimosa S (Mimosa |S (Mimosa | S (Mimosa S_(Mlmosa S (Mimosa

69%0 cont. sin cont.) 3% cont) | 6% cont.) sin cont. 3% cont. ---

Fert. ' ' 7 | Fert) Fert.)

NS= No existen diferencias significativas entre los vectores comparados (p> 0.05).
S= Si existe diferencias significativas entre los dos vectores (p< 0.05).

o= 0.05

* Los tratamientos mencionados entre paréntesis en las celdas, indican a las plantas que
tuvieron mejor desarrollo foliar en la comparacion.
Los datos utilizados para la aplicacion de las pruebas estadisticas se
presentan en el Anexo 13.

Los signos y sintomas negativos que presentaron las plantas en todos los tratamientos
(ligeramente acentuados en los tratamientos contaminados con petroleo) fueron: hojas
con ligero amarillamiento, muchas secas y varias cayeron; varias ramas secas, 10
plantas murieron de las cuales 7 tenian contaminante y fertilizante y 1 en sustrato sin
contaminante. Este efecto corrobora lo explicado anteriormente, evento también
sugerido por Gonzalez (2007), respecto al fertilizante en las plantas, pues expone que
las cantidades en exceso (para esta especie por su particular metabolismo) de un
nutriente puede convertir tal “exceso” en un toxico, sumado a ello el efecto del
contaminante habria actuado sinérgicamente llevando a las plantas a un prematuro
deceso.

No hubo diferencias visibles a nivel radicular entre los tratamientos.

64



Las dos pruebas de Kruskal-Wallis corridas (entre los tratamientos sometidos al 3 %
de contaminacion y entre los tratamientos de 6%) permiten inferir que estas plantas no

mostraron actividad fitorremediadora (Figura 6).

Figura 6. Medianas de concentracion de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPHSs) al
final del experimento en suelos contaminados y no contaminados, tratados con
Mimosa polydactyla.
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3% 3%, Fert. 3% Sin 3% Sin 6% 6%, Fert. 6% Sin 6% Sin Sin HC Sin HC,
Planta  Planta, Fert Planta  Planta, Fert. Fert.

Tratamientos

0,00

3%, 6%= suelo contaminado al 3% y 6% con petrdleo, respectivamente.
3% Fert., 6% Fert.= suelo contaminado al 3% y 6% con petroleo, respectivamente y fertilizados.
Sin HC= suelo sin contaminacién de Hidrocarburos de petréleo.
Sin HC, Fert.= idem, pero fertilizado.
El tamafio de la muestra sobre cada columna.

Se debe, por tanto, mencionar que el fertilizante no tuvo un efecto importante para el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Esta especie mostré poca tolerancia al
contaminante (evidenciada en las plantas que murieron), ya otros investigadores como
Lugue (2009) enuncian que el petrdleo suele ser en algunas especies el responsable de
este suceso. Por tanto esta especie queda descartada para posibles futuras
investigaciones de fitorremediacion, pues no cumple con lo sugerido por estudiosos
del tema tal como Salt et al. (1998), USEPA, (2000), Harvey et al. (2001), y Davis et
al. (2002) (citados por Pefa et al. 2006), quienes enuncian como condicion primordial

para el éxito de una especie fitorremediadora que tal especie debe ser tolerante y poder
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desarrollarse en un ambiente contaminado con TPH. El resultado obtenido para la
presente especie es similar a lo obtenido por otros investigadores como en el estudio
realizado por Rivera et al. (2005) con leguminosas, las plantas de las especies de
dormilona (Mimosa sp.) y zarza (Mimosa pigra) no lograron sobrevivir al efecto de la

concentracion experimental de petréleo (150000 mg-kg-1 HTP).

Tessaria integrifolia

El crecimiento (altura, cm) de estas plantas fue en general similar en suelos
contaminados y suelos no contaminados (Cuadro 17). Lo que permite inferir que al
parecer el petréleo no participd o no inhibi6 algunas reacciones fisiologicas basicas (y
tampoco provocod sintomas visibles de afectacion) de los individuos (Pérez et al.
2006), puesto que no existen diferencias de altura de las plantas entre los tratamientos
sin contaminacidn frente a los tratamientos con mayor concentracion de petréleo (6%);

ni entre las plantas de los tratamientos sin contaminacién con y sin fertilizante.

Sin embargo, existieron como excepcion 2 comparaciones entre tratamientos (Cuadro
17): (1) sin contaminacion y sin fertilizante versus el de 3% de HC vy fertilizado, y (2)
sin contaminacion y sin fertilizante versus el tratamiento con 6% de HC y fertilizado;
en los cuales los tratamientos sin contaminacion tuvieron un mejor crecimiento
(altura), tales excepciones indicarian que posiblemente la accion del fertilizante fue
aplacado por efecto del petréleo en el sustrato, como también lo menciona Luque
(2009) quien afirma que la presencia de HC puede reducir significativamente el
aprovechamiento de los nutrientes, afectando mas mientras mayor contaminacion se

tenga.

66



Cuadro 17. Resultados del Analisis de Kolmogorov-Smirnov para la comparacion
entre los vectores de crecimiento (altura de las plantas, cm) de Tessaria integrifolia en
los diferentes tratamientos.

Tessaria Tessaria
3% cont. 69%0 cont.
Fert. Fert.

Vectores de | Tessaria |Tessaria |Tessaria | Tessariasin
crecimiento [sincont. |3% cont. [6% cont. |cont. Fert.

Tessaria sin
cont.
Tessaria 3%
cont.
Tessaria 6%
cont.
Tessaria sin
cont. Fert.

NS

NS NS ---

NS NS NS m--

S (crece
Tessaria 3% | mejor la
cont. Fert. |plantasin
cont.)
S (crece
Tessaria 6% | mejor la
cont. Fert. |plantasin
cont.)
NS= No existen diferencias significativas entre los vectores comparados (p> 0.05).
S= Si existe diferencias significativas entre los dos vectores (p< 0.05).
o= 0.05

Los datos utilizados para la aplicacion de las pruebas estadisticas se

presentan en el Anexo 13.

NS NS NS m--

NS NS NS NS -—-

En cuanto a la biomasa aérea (No. de hojas), todos los tratamientos presentaron un
desarrollo diferente (Cuadro 18), se observa que los tratamientos sin contaminacion en
presencia y ausencia de fertilizante tuvieron un mejor crecimiento que los tratamientos
contaminados; por otra parte, en la comparacion entre tratamientos contaminados
tuvieron un mayor desarrollo aquellos en los que no se aplico fertilizante, lo cual
indicaria que de alguna manera el petr6leo o algin factor desencadenado por su
presencia pudiera estar contribuyendo en cierta manera al desarrollo de biomasa aérea,
aunque éste no haya funcionado de manera sinérgica con el fertilizante aplicado, sino
mas bien sin él; esto pudiera explicarse debido a que algunas especies vegetales
pueden tener respuestas complejas ante la presencia de un contaminante hidrofobo o

hidrofilo y pueden responder de diversas maneras a sus efectos (Pefia et al. 2006).
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Cuadro 18. Resultados del Analisis de Kolmogorov-Smirnov para la comparacion
entre los vectores de desarrollo de la biomasa aérea (No. de hojas) de Tessaria
integrifolia en los diferentes tratamientos.

Vectores L . . Tessaria | Tessaria | Tessaria
de Tessaria sin | Tessaria Tessaria sin cont 3% cont. | 6% cont

o o : . :
desarrollo cont. 3% cont 6% cont, Fert. Fert. Fert.
Tessaria
sin cont.
Tessaria | S (Tessaria
3% cont. |sincont.)*
Tessaria | S (Tessaria |[S (Tessaria .
6% cont. |sin cont.) 6% cont.)
Tessaria | S (Tessaria |S (Tessaria |S (Tessaria
sincont. |sin cont. sin cont. sin cont. -
Fert. Fertilizada) |Fert.) Fert.)
Tessaria 5

S (Tessaria |S (Tessaria |S (Tessaria |[(Tessaria
3% cont. . .
sin cont.) 3% cont.) 6% cont.) sin cont.
Fert.
Fert.)
Tessaria S S
6% cont S (Tessaria |S (Tessaria |S (Tessaria |(Tessaria |(Tessaria
2 " ] sincont.) 3% cont.) 6% cont.) sin cont. 6% cont.
Fert.
Fert) Fert.)
S= Si existe diferencias significativas entre los dos vectores (p< 0.05).
o=0.05

* Los tratamientos mencionados entre paréntesis en las celdas, indican a las plantas que
tuvieron mejor desarrollo foliar en la comparacion.

Los signos y sintomas que presentaron las plantas en todos los tratamientos
(ligeramente acentuados en los tratamientos contaminados con petroleo) fueron: hojas
con amarillamiento de ligero a severo, puntas quemadas, unas pocas secas, y otras
pocas amorfas, en algunas hubo perforaciones causadas por insectos. Finalmente, 5
plantas murieron, 4 de ellas en condiciones de fertilizacion, aunque es importante
aclarar que estos decesos fueron por causas accidentales en el sitio de trabajo (exceso
de humedad por rotura del plastico del sitio de trabajo). Ademas, fue visible que las
plantas en los tratamientos sin hidrocarburos tuvieron mejor desarrollo aparente que
las que se encontraban en sustratos contaminados, un claro indicio de ello fue el color
mas verde y brillante y mejor tamafio de las hojas.

Las dos pruebas de Kruskal-Wallis (una entre los tratamientos al 3% y otra entre los
de 6%; Figura 7; Cuadro 19) demostraron actividad fitorremediadora en esta especie a

bajas concentraciones de petrdleo (3%) y con aplicacion de fertilizante (Figura 7); con
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una tasa de degradacion establecida entre un rango de 14.4% — 21.3% (Figura 8), para

el tratamiento determinado como fitorremediador.

Figura 7. Medianas de concentracion de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPHSs) al
final del experimento en suelos contaminados y no contaminados, tratados con
Tessaria integrifolia.

300 -

250 -

200 -

g HC/4kg SS
z

100 -

3% 3%, Fert. 3% Sin 3% Sin 6% 6%, Fert. 6% Sin 6% Sin SinHC  Sin HC,
Planta  Planta, Fert Planta  Planta, Fert. Fert.

Tratamientos

3%, 6%-= suelo contaminado al 3% y 6% con petroleo, respectivamente.
3% Fert., 6% Fert.= suelo contaminado al 3% y 6% con petroleo, respectivamente y fertilizados.
Sin HC= suelo sin contaminacién de Hidrocarburos de petrdleo.
Sin HC, Fert.= idem, pero fertilizado.
El tamafio de la muestra sobre cada columna.
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Cuadro 19. Resultados de la Prueba de Kruskal-Wallis en la comparacion de los
valores de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPHs) en suelo tratado con Tessaria

integrifolia.

Tessaria integrifolia con contaminacion al 3%

Tratamientos

Con Con
planta, | planta,
N° de Sin sin _ con S _
planta | medio |medio H p Hipotesis Conclusiones
i\"“es' Fertili | Fertili
ra zado zado
Cantidad de TPH (g
TPHs /4kg suelo)
Existe al La cantidad de TPHs en el
menos un | grupo de Plantas con medio
tratamiento | Fertilizado fue
1 1483 |1225 1197 que muestra | significativamente menor al
diferencias | grupo de tratamientos Sin
6.49 | 0.039 | significativas | Planta.
en la cantidad
2 134.2 |134.9 |111.3 de TPHs. |Lacantidad de TPHsen el
grupo de Plantas sin
Fertilizante no fue diferente
3 1419 1228 |121.1 al tratamiento Sin Planta.
Tessaria integrifolia con contaminacion al 6%
1 264.3 | 256.4 | 230.9 No existe -
2 2679 | 2722 | 240.9 | 3.23 | 0.20 | “rferencia -
264.3 | 2133 | 236.0 tratamientos -

H= valor estadistico de la prueba de Kruskal-Wallis;
p= valor de probabilidad de tener un error en la prueba.

Figura 8. Tasas de degradacion (%) de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPHSs) al
final del experimento en suelos contaminados con y sin fertilizante de los tratamientos
identificados con potencial de fitorremedicacion, tratados con Tessaria integrifolia

25,00
S 1,31
< 20,00 s
e
S 15,00 15,40 -
g X, 13,41 X 1331
0 10,00
(5]
©
©
& 5,00 “%%,68
|_
0,00

....... * Muestras
con 3 % de
H.C.

—&— Muestras
con 3 % de
HC.y
fertilizada

H.C.= Hidrocarburos de petroleo
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Por tanto, cabe mencionar que el fertilizante no tuvo un aporte importante para el
crecimiento en altura, ni para el desarrollo foliar de las plantas, pudiendo haber
actuado de manera neutra y/o entorpecida por el petréleo, debido a lo propuesto por
Lugue (2009) quien menciona que los HC pueden reducir significativamente el
aprovechamiento de los nutrientes (el fertilizante). Sin embargo, esto no sucede en
cuanto a la degradacion de HC, puesto que en cuanto a este pardmetro, segun los
resultados de las pruebas aplicadas, el fertilizante fue util en la captura y degradacion
de HC por parte de las plantas, en especial cuando el contaminante se encontraba en
menores concentraciones. En estudios como el de Olguin et al. (2007) se explica que
la razén de las diferentes respuestas de las especies a los hidrocarburos no es clara y
pudiera deberse a diversos factores tales como a diferentes rutas bioguimicas de
degradacion de los hidrocarburos, asi como diferencias en la tolerancia a condiciones
anaerobicas de las raices cubiertas por las capas grasosas del petr6leo; también
menciona que la especie que méas altas concentraciones de hidrocarburos acumulo,
consecuentemente tuvo una inhibicion mayor del crecimiento en relacién a otras
especies. De esta manera, resulta necesario, en lo que se refiere a esta especie, ampliar
el tiempo de tratamiento para confirmar si Tessaria integrifolia es fitorremediadora a
mayores concentraciones que 3%, tal vez esta especie por encontrarse bien adaptada a
zonas hiimedas y a suelos arenosos de orillas de rios locales, podria desempefiarse de
una manera adecuada como planta atil para efectuar procesos de rizofiltracion de

acuerdo al esquema propuesto por Ldpez et al. (2005).

Verbena litoralis

Con respecto al crecimiento (altura de las plantas), ésta es la especie que mas
diferencias significativas tuvo, la caracteristica mas notoria fue en las comparaciones
de los tratamientos: (1) sin contaminacion fertilizado frente a sin contaminacién sin
fertilizante y (2) sin contaminacion fertilizado frente a tratamientos contaminados con
y sin fertilizante (Cuadro 20): los tratamientos sin contaminacion y fertilizados
crecieron mejor. Revelando que la fertilizacion fue una condicion que mejoré en esta

especie el crecimiento en altura de las plantas cuando éstas no tuvieron contaminante.
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Cuadro 20. Resultados del Analisis de Kolmogorov-Smirnov para la comparacion
entre los vectores de crecimiento (altura de las plantas, cm) de Verbena litoralis en los
diferentes tratamientos.

Vectores de |Verbena |[Verbena |Verbena V_erbena Verbena | Verbena
. . sin cont. 3% cont. | 6% cont.
crecimiento |sin cont. 3% cont. |6%o cont.
Fert. Fert. Fert.
Verbena sin
cont.
Verbena
3% cont. NS
Verbena
6% cont. NS NS
S S S
Verbena sin | (Verbena [ (Verbena |(Verbena -
cont. Fert. |sin cont. sin cont. sin cont.
Fert.) Fert.) Fert.)
S
Verbena
39% cont. NS NS ns | (Verbena
Fert sin cont.
' Fert.)
S
Verbena (Verbena
6% cont. NS NS NS . NS
Fert sin cont.
' Fert.)

NS= No existen diferencias significativas entre los vectores comparados (p> 0.05).
S= Si existe diferencias significativas entre los dos vectores (p< 0.05).
0=0.05
* Los tratamientos mencionados entre paréntesis en las celdas, indican a las plantas que
tuvieron mejor crecimiento (altura) en la comparacion.
Los datos utilizados para la aplicacion de las pruebas estadisticas se
presentan en el Anexo 13.

En cuanto a la evolucion de biomasa aérea (No. de hojas) se observa que los
tratamientos (Cuadro 21) sin contaminacion tuvieron un mejor desarrollo foliar frente
a los tratamientos con contaminacion. El contaminante en esta especie aparentemente
estd suprimiendo el desarrollo foliar e inhibe la accion del fertilizante aplicado, no

produjo un desarrollo significativo mayor de la biomasa aérea.

En lo referente a signos y sintomas generales, la mayoria de los individuos en todos
los tratamientos presentaron hojas con amarillamiento, perforaciones, puntas
guemadas, varias se secaron, algunas se tornaron de color violaceo; en algunas plantas
se secaron los tallos, aunque retofiaron nuevas ramitas y hojas, finalmente solo 2
plantas murieron (una con 3% de HC y otra con 6% de HC, las dos en medios sin

fertilizacion).
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Cuadro 21. Resultados del Analisis de Kolmogorov-Smirnov para la comparacion
entre los vectores de desarrollo de la biomasa aérea (No. de hojas) de Verbena litoralis
en los diferentes tratamientos.

Vectores de | Verbena |Verbena |Verbena [Verbenasin ;/;: t:;nni ?5/(;: bceonni
crecimiento |sincont. [3% cont. |6% cont. |cont. Fert. ' '
Fert. Fert.
Verbena sin
cont.
Verbena 5
39% cont (\_/erbena
' sin cont.)

S S

g/;:; t::%nni (\_/erbena (Verbena
' sin cont.) |3% cont.)
S
S S

Verbena sin (\_/erbena (Verbena | (Verbena

sin cont. . .
cont. Fert. Fertilizada sin cont. sin cont.

) Fert.) Fert.)
Verbena S S (Verbena
3% cont. (Verbena NS NS sin cont.
Fert. sin cont.) Fert.)
Verbena S S S (Verbena
6% cont. (Verbena | (Verbena NS sin cont. NS -
Fert. sin cont.) | 3% cont.) Fert.)

NS= No existen diferencias significativas entre los vectores comparados (p> 0.05).
S= Si existe diferencias significativas entre los dos vectores (p< 0.05).
o= 0.05
* Los tratamientos mencionados entre paréntesis en las celdas, indican a las plantas que
tuvieron mejor desarrollo foliar en la comparacion.

Esta especie aparentemente tuvo una menor tolerancia inicial a los contaminantes,
pues la mayoria de sus hojas se secaban mas rapidamente en suelos contaminados,
aunque con el tiempo rebrotaron hojuelas; esto concuerda con lo reportado por Olguin

et al. (2007), quienes encontraron comportamientos similares en plantas de manglares.

Mediante la aplicacion de la Prueba de Kruskal-Wallis se pudo concluir que Verbena

litoralis tiene una actividad fitorremediadora leve, a bajas concentraciones de petréleo

(3%) en tratamientos no fertilizados (Figura 9; Cuadro 22)); con una tasa de

degradacion establecida entre un rango de 13.2% — 17.4% (Figura 10).

El fertilizante tuvo un aporte importante para el crecimiento en cuanto a altura de las

plantas sin contaminacion, aunque éste fue inhibido por los HC en los tratamientos
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contaminados, al igual que el desarrollo foliar y la degradacion de HC, puesto que
como se puede observar (Cuadro 22; Figura 10), en tratamientos a bajas
concentraciones y sin fertilizante, si hubo actividad fitorremediadora; siendo necesario
para V. litoralis (al igual que en T. integrifolia) ampliar el tiempo de tratamiento para

confirmar si la especie es buena fitorremediadora a mayores concentraciones.

Figura 9. Medianas de concentracion de Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPHs) al
final del experimento en suelos contaminados y no contaminados, tratados con
Verbena litoralis.

300 -

250 -

200 -

SS
:
w
w

HC/4k

g =
o
o

1

(0]
o
1

1 1

3% 3%, Fert. 3% Sin 3% Sin 6% 6%, Fert. 6% Sin 6% Sin SinHC  Sin HC,
Planta  Planta, Fert Planta  Planta, Fert. Fert.

Tratamientos

3%, 6%-= suelo contaminado al 3% y 6% con petroleo, respectivamente.
3% Fert., 6% Fert.= suelo contaminado al 3% y 6% con petroleo, respectivamente y fertilizados.
Sin HC= suelo sin contaminacién de Hidrocarburos de petréleo.
Sin HC, Fert.= idem, pero fertilizado.
El tamafio de la muestra sobre cada columna.
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Cuadro 22. Resultados de la Prueba de Kruskal-Wallis en la comparacion de los valores de

TPHs en suelo tratado con Verbena litoralis.

Verbena litoralis con contaminacién al 3%

Tratamientos

Con Con
planta, | planta,
N° d Sin sin con
M € planta |medio |medio H P Hipotesis Conclusiones
tr:es' Fertili |Fertili
zado zado
Cantidad de TPH (g
TPHs /4kg suelo)
Existe al La cantidad de TPHs en el
menos un | grupo de Plantas sin medio
tratamiento | Fertilizado fue
1 148.3 |116.9 125.2 que muestra | significativamente menor al
diferencias | grupo de tratamientos Sin
significativas | Planta.
6.489 | 0.039 en la cantidad
2 134.3 |122.8 122.3 de TPHs. La cantidad de TPHs en el
grupo de Plantas con
Fertilizante no fue diferente
3 141.9 |119.9 1235 al tratamiento Sin Planta
Verbena litoralis con contaminacion al 6%
1 264.3 258.3 234.2 NO exist_e -
2 267.9 | 2642 | 240.7 | 4.66 | 0.097 d'feerf]frr;"'a -
3 264.3 269.6 259.7 tratamientos -

H= valor estadistico de la prueba de Kruskal-Wallis;
p= valor de probabilidad de tener un error en la prueba.

Figura 10. Tasas de degradacion (%) de Hidrocarburos Totales de Petrdleo (TPHs) al
final del experimento en suelos contaminados con y sin fertilizante de los tratamientos
identificados con potencial de fitorremedicacion, tratados con Verbena litoralis
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H.C.= Hidrocarburos de petroleo.
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Finalmente, los valores de contaminacion presentes luego de los tratamientos
aplicados con las especies determinadas como fitorremediadoras (a bajas
concentraciones) en esta investigacion, al promediar las muestras de los tratamientos
efectivos (Figuras 8 y 10) fueron:

Tessaria integrifolia: 29,35 g/kg

Verbena litoralis: 29,96 g/kg
Valores que no alcanzan los limites permisibles (< 2,5g/kg) de hidrocarburos en suelos
determinados por el Ministerio de Energia y Minas (Cuadro 10, citado en el Capitulo
3), siendo éste otro indicio de ampliar en investigaciones futuras el tiempo de los

tratamientos.

4.4. Consideraciones generales

En general en todos los tratamientos contaminados, al inicio del ensayo, las raices de
las plantas de todas las especies tuvieron contacto parcial con el sustrato con petroleo;
cinco meses después, al finalizar el ensayo, se observd que las raices de todas las
plantas se habian desarrollado incluso hasta la base del sustrato; sin embargo, las
raices que se destacaron en su crecimiento fueron las de Tessaria integrifolia y
Verbena litoralis (plantas que se determinaron con buenas caracteristicas
fitorremediadoras), aunque en su parte aérea tendieron a secarse algo mas que en
Ludwigia peruviana y Mimosa polydactyla (no fitorremediadoras), situacién también
reportada por investigadores como Olguin et al. (2007) quienes indican que las plantas
fitorremediadoras al absorber los Hidrocarburos de petréleo gracias a un mejor
desarrollo de sus raices, evidencian un efecto opuesto del contaminante debido al
deterioro de su parte aérea.

Mujica et al. (2006) mencionan que hay una tendencia general a disminuir los
caracteres relacionados con el crecimiento en la medida que aumenta la concentracion
de petroleo; sin embargo, consideran posible mediante la utilizacion de ciertos cultivos

la recuperacion de suelos contaminados con bajos niveles de petréleo.

Con respecto a lo sucedido con las plantas de las 4 especies en la presente

investigacion, se puede mencionar que la contaminacion por Hidrocarburos afecto el
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desarrollo de las plantas debido a diferentes efectos fisicos y bioguimicos; pues
peliculas de aceite pueden haber cubierto las raices modificando la absorcion normal
de agua y nutrientes; adicionalmente, si los Hidrocarburos logran penetrar el tejido de
las plantas podrian dafiar la membrana de las células causando pérdida de su
contenido, bloqueo de los espacios intercelulares y reduccion del transporte de
metabolitos, asi como de las tasas de respiracion y fotosintesis, segun lo reportado por
otros investigadores (Pezeshki, et al. 2000, citados por Mujica et al. 2006).
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El potencial de fitorremediacion de las especies estudiadas se confirmé solo en dos de
las cuatro analizadas (Tessaria integrifolia y Verbena litoralis), se recomienda en
futuros estudios realizar este ensayo o uno similar con otras especies locales pero con

mas repeticiones por tratamiento.

Tessaria integrifolia, especie arbdrea, mostré un potencial de fitorremediacion dado en
un rango entre 14.4% — 21.3% en tratamientos con adicion de fertilizante en el suelo y
a bajas concentraciones (3%) de petrdleo. Verbena litoralis, especie herbacea, mostro
un potencial de fitorremediacion dado en un rango entre 13.2% — 17.4% en
tratamientos sin adicion de fertilizante en el suelo y a bajas concentraciones (3%) de
petréleo. Estas dos especies degradaron el petrdleo en forma significativa respecto a

las demaés especies ensayadas y a las demas condiciones dadas.

La determinacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo (TPHs) a través del método
gravimétrico reflejé adecuadamente la degradacion de los Hidrocarburos en el sustrato
y en el desempefio de la fitorremediacién. Se recomienda en futuros estudios realizar
otras determinaciones que reflejen el comportamiento de los componentes
hidrocarburiferos durante el proceso degradativo, tales como la determinacion de
Hidrocarburos livianos (C6 a C40), fracciones determinadas por el método SARA,

PAH’s y la evolucion cromatografica de los n-alcanos a través del tiempo.

El comportamiento diferencial en los tratamientos fertilizados respecto a los no
fertilizados, evidenciada levemente mayor biodegradacion de los Hidrocarburos,
justificando la necesidad de aportar nutrientes al medio durante el proceso de
Fitorremediacion solo en el caso de utilizar Tessaria integrifolia como especie

fitorremediadora.

Se considera que el tratamiento realizado, resultdé un enfoque adecuado para la
descontaminacion de los suelos con concentraciones bajas de hidrocarburos de
petréleo, pero se requeriria necesariamente de un periodo mayor de aplicacion del

procedimiento, tal vez mas de 1 afio, para reducir la concentracion de los
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hidrocarburos a valores menores a los fijados por el Reglamento Ambiental para las

Operaciones Hidrocarburiferas en el Ecuador (Ministro de Energia y Minas, 2001).

En condiciones similares a los de este ensayo la implementacion de la
Fitorremediacion se considera como una tecnologia eficiente ya que a través del
crecimiento de plantas Tessaria integrifolia y Verbena litoralis sobre suelos
contaminados se permitiria la produccion de una biomasa suficiente para la

fitodegradacion gradual en un periodo de tiempo mas prolongado.

La respuesta mostrada por T. integrifolia y V. litoralis, las muestra como especies a ser
tenidas en cuenta para restaurar ambientes contaminados con petroleo en zonas
preferentemente amazonicas de Ecuador ubicados entre 0 a 3500msnm (alturas de
supervivencia de las especies determinadas), abriéndose también la posibilidad de
realizar ensayos de campo méas minuciosos en sitios con derrames relativamente
antiguos de petrdleo; o0 a su vez que estas especies sean utilizadas como

complementarias a las técnicas de remediacion quimicas y fisicas tradicionales.
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ANEXOS

Anexo 1. SALIDAS DE CAMPO

PAPALLACTA

El Tambo, coordenadas UTM 17M0812828; 9959649,
Sitio por donde bajo el petroleo producto del derrame

BAEZA, comunidad Cuyuja

Area directamente afectada Proceso de remediacion: Delimitacion
Coordenadas UTM: del lugar con prohibicion de acceso
17M 0833678; 9952985, a 2292msnm. y Zanjas de control de derrame.
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EL CHACO, Sector Piedra Fina

v, o
& v“h“'i""' ﬂ:a'

-

Estanque delimitado con Escobilla creciendo en suelo
geomembrana. muy contaminado.

Arbol y plantula de Olivo (Tessaria integrifolia)
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Sector Piedra Fina: Derrame en proceso de Remediacion

Especie reconocida como Ludwigia peruviana,
escobilla nombre comun en el sector de Piedra Fina.

Plantulas de olivo y escobilla.
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Anexo 2. PLANTAS MUESTREADAS EN LAS VISITAS DE CAMPO.

Plantas Posibles Fitorremediadoras de Hidrocarburos (de las cuales se selecciond
cuatro especies).

Calopogonium mucunoides Desv. Desmodium intortum (Mill.) Urb.

Ludwigia peruviana (L.) H. Hara. Verbena litoralis Kunth.

Mimosa polydactyla Hum & Pennisetun purpureum. Schumach.
Boonl. ex Will.
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Tessaria integrifoli Ruiz & Pav.

Anexo 3. DETEMINACION DE CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DEL
SUELO AL INCIO DE LA INVESTIGACION

Determinacion de Cenizas Totales (Materia Organica)

Crisoles en desecador luego de incineracién
en Mufla a 600°C

Determinacién de pH

Agitacion de las muestras Determinacion del pH mediante
de Suelo en agua. tirillas de medicién.
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Determinacion de Humedad

Capsulas con muestras secas enfridndose en desecador.

Anexo 4. ANALISIS DE HIDROCARBUROS MEDIANTE METODO DE
SOXHLET EN EL CIVABI-UPS Al INICIO DE LA INVESTIGACION

Desecacion de extracto obtenido,
en rotaevaporador.
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Anexo 5. PREPARACION DEL SUSTRATO CON LAS CONCENTRACIONES
DETERMINADAS DE PETROLEO.

Mezclado de petréleo pesado
con la tierra.

Disposicion en bolsas plasticas.

Anexo 6. INSTALACION DEL SITIO DE TRABAJO (AMBIENTE
CONTROLADO DE LLUVIA E INSOLACION EXCESIVA)

Ubicacion de las fundas con sustrato preparado a las concentraciones de
hidrocarburos determinadas en el disefio experimental.
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Anexo 7. RECOLECCION ESPECIES SELECCIONADAS COMO POSIBLES
FITORREMEDIADORAS.

Recoleccion de las plantas en las
cercanias de la comunidad de San Luis.

Anexo 8. TRASPLANTE Y ROTULACION DE PLANTAS A LOS
TRATAMIENTOS DE FITORREMEDIACION

N = A= |
Ubicacion de las plantas Trasplante de las plantas
recolectadas en el invenadero. recolectadas en campo.
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Anexo 9. MONITOREO Y CONTROL DE INDIVIDUOS VEGETALES BIO-
REMEDIADORES

. de hojas, etc.)

Disposicion final de las plantas
Recolectadas y trasplantadas, en el sitio de trabajo.
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Riego de las plantas Cambio de cubierta del sitio de trabajo para
control de exceso de lluvia e insolacion.

Cabezuelas de frutos

de Mimosa polydactyla.
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Ludwigia peruviana
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Anexo 10. PREPARACION DE MUESTRAS DE SUELOS PARAANALISIS
FISICO-QUIMICOS AL FINAL DE LA INVESTIGACION

Secado de Suelos de los Tratamientos de Fitorremediacion (5 meses después).

Secado de sustratos (tierra contaminada con petrdleo a concentraciones
determinadas) en periodicos a temperatura ambiente.

Observacion de la raices de cada una de las cuatro especies con posible potencial
fitorremediador

Raices de la especie Raices de la especie
Mimosa polydactyla. Ludwigia peruviana.
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Observacion de las raices de la especie Verbena litoralis

Tamizaje de los sustratos contaminados con petroleo pesado sometidos a
tratamientos de fitorremediacién durante 5 meses.
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Anexo 11. DETEMINACION DE CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL
SUELO AL FINAL DE LA INVESTIGACION

Almacenamiento de Muestras

Determinacion de color de las muestras de suelo obtenidas de los
tratamientos de fitorremediacion aplicados en la investigacion.

Comparacion de color de las muestras por especie de planta
mediante la cual se trat6 el sustrato y por tratamientos.
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Determinacion de Textura

Pasos para la determinacion de Textura mediante un método manual,
en muestras de suelo contaminados con petréleo.
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Determinacién de pH

Potenciémetro Determinacion de pH mediante el
potenciémetro luego de la agitacion.

Muestras de suelo en Agua luego de la agitacion.
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Determinacién de Cenizas Totales (Materia Organica)

Peso de 1g. de muestra de suelo Incineracion de las muestras de suelo
en un crisol tarado. en mecheros Bunsen para determinacion
de cenizas totales.

Incineracioén de las muestras de suelo en la mufla a 600°C.

Crisoles en reposo en desecador Pesaje de las muestras
luego de incineracion en Mufla. Incineradas.
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Determinacion de Humedad

Secado de las muestras en capsulas
previamente taradas en estufa a 105°C.

Reposo de las muestras en desecador, Pesaje de las muestras de suelo
luego del secado en estufa. para determinacion de Humedad.

Preparaciéon de muestras para ser enviadas a AGROCALIDAD para
analisis de Nitrogeno, Fésforo y Potasio.

Muestras empacadas en bolsas de zimploc y rotuladas para enviar a los respectivos
analisis.
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Anexo 12. ANALISIS DE HIDROCARBUROS MEDIANTE METODO DE
GRAVIMETRICO

Reactivo utilizado como solvente Material tarado en desecador utilizado
para determinacion de TPH. para la determinacién de TPH
(Hidrocarburos Totales de Petroleo).

T s—

T A N N I, [—

Pesaje de 5g de las muestras de Agitacion de las muestras de suelo con
suelo en matraces para agitacion. diclorometano (solvente), dentro de la
Sorbona para evitar contaminacion del
ambiente por evaporacion del solvente.

Filtrado de muestras de suelos contaminados con 3 y 6% de petrdleo
Tratados por fitorremediacion, luego de la agitacion.
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Filtrado de muestras de suelos sin contaminacion de petroleo tratados
por fitorremediacion, luego de la agitacion.

Aforado del extracto obtenido de Extractos de las muestras de suelos
la agitacion de las muestras contaminados con petroleo, colocados en
de suelos con Diclorometano. vasos de precipitacion previamente tarados

evaporacion y determinacion de PTH.
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Extractos de las muestras de suelos Extractos de las muestras de suelos
contaminados con petroleo. sin contaminacion de petrdleo.

Secado de los vasos de precipitacion Enfriamiento de los vasos de
con extracto evaporado de las muestras precipitacion con extracto evaporado
de suelos en estufa a 40°C para eliminar de las muestras de suelos, en
humedad del ambiente. desecador para su posterior

pesaje y determinacion de TPH.
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Anexo 13. DATOS REGISTRADOS DURANTE 5 MESES DEL ENSAYO DE
FITORREMEDIACION

Datos del crecimiento en altura (cm) de las cuatro especies estudiadas:

Ludwigia peruviana promedios de altura (cm)

Ludper | Ludper | Ludper
Tiempo Ludper | Ludper Ludper 3% de 6% de sin
. 3% de 6% de sin . . .
(dias) etréleo etréleo etréleo petroleo, | petroleo, | petroleo,
P P P Fert. Fert. Fert.

0 18.3 17.3 17.8 22.0 19.0 16.5
33 19.1 16.3 19.1 21.3 19.6 15.8
74 19.9 16.4 20.3 21.7 20.4 18.3
120 19.6 16.6 21.5 19.7 20.8 21.5
134 19.9 17.0 21.8 19.7 20.8 21.9
147 20.6 17.6 22.8 20.7 21.3 23.0

Mimosa polydactyla promedios de altura (cm)
. . Mimp 3% | Mimp 6% | , ,. .
0, 0,
Tiempo Mimp 3% | Mimp 6% Mimp sin de de Mlmp SN

. de de . . . petroleo,

(dias) etréleo etréleo petroleo | petroleo, | petrdleo, Fert
b b Fert. Fert. '

0 24.3 31.3 24.0 17.6 19.1 21.5
33 24.6 314 23.6 18.0 19.4 21.9
74 25.6 32.6 24.4 18.8 19.6 23.2
120 24.4 30.4 24.9 18.9 19.0 24.2
134 24.4 30.5 25.0 18.9 19.0 24.8
147 24.5 30.8 25.1 18.8 18.8 25.1

Tessaria integrifolia promedios de altura (cm)
. . Tesint Tesint A
Tiempo Tesint Tesint Tesintsin | 3% de 6% de Tesm,t sIn
. 3% de 6% de . , , petroleo,
(dias) etréleo otréleo petroleo | petroleo, | petrdleo, Fert
P P Fert. Fert. '

0 30.8 25.5 20.3 28.8 25.5 31.0
33 32.9 28.9 24.1 29.8 28.9 37.5
74 35.3 33.0 34.9 34.3 30.3 42.5
120 37.8 33.0 36.0 34.5 31.3 45.5
134 38.8 33.1 37.3 33.8 31.1 46.0
147 40.8 35.5 39.8 32.8 31.1 48.3
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Verbena litoralis promedios de altura (cm)

0 0
: Verb 3% | Verb 6% . Verb 3% | Verb 6% Verb sin
Tiempo Verb sin de de ,
. de de . . . petroleo,
(dias) etréleo etréleo petroleo | petroleo, | petrdleo, Fert
b P Fert. Fert. '

0 46.5 37.6 38.5 35.5 35.8 22.3
33 50.6 41.8 47.1 39.5 44.0 37.3
74 52.3 43.5 48.5 42.8 45.6 47.6
120 54.0 44.8 58.8 48.8 46.5 69.5
134 55.0 44.5 62.3 49.8 47.5 70.0
147 56.0 46.0 62.6 51.0 45.0 67.1

Datos del desarrollo de biomasa (No. de hojas) de las cuatro especies estudiadas:

Ludwigia peruviana promedios de N° de hojas

Tiempo Ludper | Ludper Ludper ég/‘j%eer Iélg/(:%eer I_uscillrl?er
. 3% de 6% de sin , , .
(dias) petréleo | petrdleo | petroleo petroleo, | petroleo, | petroleo,
Fert. Fert. Fert.
0 87.8 40.0 52.5 27.0 22.0 32.0
33 66.3 21.3 37.0 31.8 23.0 41.5
62 45.0 18.8 34.3 13.8 12.0 30.8
74 53.8 21.3 42.3 20.5 24.0 43.0
99 50.5 27.3 52.8 30.5 30.8 44.5
120 63.8 31.0 50.8 40.5 22.0 48.5
134 48.5 29.8 61.0 40.0 21.3 30.8
147 43.3 33.3 96.3 64.8 38.8 132.8
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Mimosa polydactyla promedios N° de hojas

i 0, i 0,
Tiempo Min;lpB% Mimp 6% Mimp sin Mm:iz3/o Mm:izG/o Mimpsin
. e de . . . petroleo,
(dias) petréleo | petroleo petroleo | petroleo, | petrdleo, Fert.
Fert. Fert.
0 18.0 23.3 17.0 9.2 17.5 17.0
33 13.5 14.0 16.8 6.2 12.3 9.3
62 2.5 5.0 17.8 4.5 7.8 12.8
74 5.3 6.8 17.6 4.2 6.0 13.0
90 4.3 4.8 13.2 4.8 6.0 8.0
99 2.8 4.8 10.0 7.2 6.3 11.5
120 5.3 7.5 7.4 4.5 3.3 11.3
134 7.0 8.3 12.8 3.3 3.8 10.5
147 13.3 11.3 17.2 5.2 2.0 17.5
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Tessaria integrifolia promedios de N° de hojas

: Tessar Tessar . Tessar Tessar Tessar sin
Tiempo Tessar sin| 3% de 6% de ]
. 3% de 6% de , , , petroleo,
(dias) petréleo | petroleo petroleo | petroleo, | petrdleo, Fert.
Fert. Fert.

0 30.5 23.8 15.8 17.3 18.0 13.5
33 35.5 38.3 27.5 11.3 12.0 35.3
74 20.0 16.0 60.8 5.0 13.5 55.8
90 14.3 10.8 49.5 3.5 6.8 17.5
99 9.8 10.8 32.0 2.3 10.5 38.5
120 12.0 10.3 31.3 6.0 12.0 30.0
134 8.8 14.3 30.3 6.3 8.0 26.0
147 15.5 25.3 70.8 10.8 12.5 64.3

Verbena litoralis promedios de N° de hojas
. Verlit 3% | Verlit 6% | ., . . | Verlit3% \Verlit6% |\, .
T|e,mpo de de Veth SN d’e d’e etroleo
p ,
(dias) petréleo | petroleo petroleo | petroleo, | petrdleo, Fert.
Fert. Fert.

0 49.8 34.0 48.8 51.3 25.3 25.3
33 28.5 11.0 47.5 23.8 5.0 29.0
74 16.8 7.5 44.8 21.5 15.0 33.5
90 4.3 13.3 12.8 12.3 4.8 18.3
99 11.8 8.8 20.5 11.0 8.5 19.5
120 12.5 8.0 12.0 11.3 6.5 18.3
134 8.0 7.0 17.0 15.0 5.8 17.3
147 11.3 5.0 19.0 15.5 7.0 21.8
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Anexo 14. RESULTADOS DE RESULTADOS DE ANALISIS EDAFICOS

FINALES
Especies y . % K g TPHen
tratamientos Metrica | pH 1% M.O. Humedad %N | P(ppm) (Cmol/kg) 4kg Suelo
Seco
X 6,41 9,49 482 0,24 2,00 0,15 2,39
sinHC D.E 0,58 0,07 0,07 0,00 0,00 of -
n 2 2 2 2 2 2 1
X 597 14,14 7,28/ 0,36 1,00 02| 116,26
< 3% de HC D.E 0,09 2,52 3,19| 0,16 0,00 3,399E-17 0,52
S n 3 3 3 3 3 3 3
‘= X 595 16,00 6,04/ 0,30 1,00 02| 236,39
2 | 6% deHC D.E 0,08 2,54 2,76| 0,14 0,00 3,399E-17| 21,41
L n 3 3 3 3 3 3 3
«© sin HC. X 6,05 12,38 6,82 0,34 5,00 0,20 4,06
2| enilizada D.E 0,58 0,33 0,01 0,00 0,00 0,00 -
_% n 2 2 2 2 2 2 1
S| 3%deHc X 594/ 18,03 11,86/ 0,59 1,00 0,15| 133,53
Fertilizada D.E 0,10 3,72 556/ 0,28 0,00 0,00[ 2512
n 3 3 3 3 3 3 3
X 583 18,01 981 049 1,00 0,15 23541
Z" n?ﬁzg;’ D.E 0,11 4,54 6,30/ 0,31 0,00 0,00 9,44
n 3 3 3 3 3 3 3
X 599 13,04 858 0,43 1,00 0,25 4,99
sin HC D.E 0,19 5,71 595/ 0,30 0,00 0,00 -
n 2 2 2 2 2 2 1
X 594/ 20,93 16,30 0,82 1,00 0,20 130,45
o 3% de HC D.E 0,10 3,79 586/ 0,29 0,00 3,399E-17 8,05
} n 3 3 3 3 3 3 3
= X 6,01| 24,34 17,96 0,90 1,00 0,15| 236,15
g 6% de HC D.E 0,13 0,24 1,10 0,05 0,00 0,00 13,28
%‘ n 3 3 3 3 3 3 3
o sinHC X 551 1148 941| 047 2,00 0,20 11,15
o Fo mliza(’ja D.E 0,60 0,70 3,66/ 0,18 0,00 0,00/ -
o n 2 2 2 2 2 2 1
k= 39 de HC X 594/ 19,96 15,38 0,77 1,00 0,20 119,04
= Fertilizaca D.E 0,08 6,94 981 049 0,00 3,399E-17| 13,81
n 3 3 3 3 3 3 3
X 6,04 17,94 8,40 0,42 1,00 0,15| 237,28
6F0g° n?ﬁzg';’ D.E 0,03 2,64 3,65 0,18 0,00 0,00 22,04
n 3 3 3 3 3 3 3

X = Promedio; D.E.= Desviacion Estandar; n= tamano de muestra
HC= Hidrocarburos
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Anexo 14. (continuacion)

Especies y _ o % o K g TPH en
tratamientos Meétrica PH 76 M.0. Humedad 6N | P (ppm) (Cmol/kg) 4kgescl;elo
X 534 19,49 945 047| 10,00 0,25 6,21
sin HC D.E 0,58 3,24 0,87| 0,04 0,00 0,00 -
n 2 2 2 2 2 2 1
X 6,01 24,10 20,94 1,05 1,00 0,20 126,72
< 3% de HC D.E 0,14 1,20 2,25 0,11 0,00{ 3,399E-17 7,05
% n 3 3 3 3 3 3 3
= X 6,05 19,05 10,98/ 0,55 1,00 0,20| 254,08
| -
o> | 6%deHC D.E 0,10 3,63 517| 0,26 0,00 0,00 30,44
g n 3 3 3 3 3 3 3
P sin HC X 537 22,32 16,94 0,85 1,00 0,20 8,14
= Fertilizada D.E 0,01 7,49 8,14 041 0,00 0,00 -
< n 2 2 2 2 2 2 1
7] X 598 24,72 2232 112 1,00 15,00 117,36
o 3F°f n?ﬁzg;‘ D.E 0,15 2,03 331 0,17 0,00 0,00 5,27
n 3 3 3 3 3 3 3
X 6,06 24,19 17,88] 0,89 1,00 0,20 236,94
?:of n‘?ﬁ;{; D.E 0,08 1,82 2,79 0,14 0,00{ 3,399E-17 4,98
n 3 3 3 3 3 3 3
X 6,17| 14,36 11,33| 0,57 2,00 0,15 4,23
sin HC D.E 0,30 4,40 579 0,29 0,00 0,00 -
n 2 2 2 2 2 2 1
X 589 20,24 15,72 0,79 1,00 0,20 119,83
3% de HC D.E 0,07 6,05 8,84 0,44 0,00{ 3,399E-17 2,93
N2 n 3 3 3 3 3 3 3
c_g X 6,01 2355 16,86] 0,84 1,00 0,15| 264,04
[ 6% de HC D.E 0,17 1,95 3,15/ 0,16 0,00 0,00 5,69
= n 3 3 3 3 3 3 3
< sin HC. X 6,00 18,09 15,46| 0,77 2,00 0,15 1,49
I Fertilizada D.E 0,32 4,11 540 0,27 0,00 0,00 -
= n 2 2 2 2 2 2 1
> | 30de HC, X 595 22,94 19,00/ 0,95 1,00 0,20 123,74
e rtilizada D.E 0,07 4,26 6,87 0,34 0,00{ 3,399E-17 2,00
n 3 3 3 3 3 3 3
X 596/ 2361 18,11 0,91 1,00 0,25 245,71
6F°f n?ﬁz':; D.E 0,21 2,16 2,84 0,14 0,00 0,00 13,24
n 3 3 3 3 3 3 3
X 586/ 16,68 10,13| 0,51 1,00 0,20 141,26
3% de HC D.E 0,01 0,46 0,83 0,04 0,00 0,00 9,94
n 2 2 2 2 2 2 2
- X 591 18,62 8,74 0,44 1,00 0,15| 265,53
= 6% de HC D.E 0,05 1,21 2,19 0,11 0,00 0,00 2,51
g n 2 2 2 2 2 2 2
= | swdeHc I;E _5,91 %5,98 : 9,40 _0,47 _1,00 : 0,25 1f11,91
(p] Fertilizada o 1 1 1 1 1 1 1
696 de HC, X 579 19,79 10,93| 0,55 1,00 0,20 264,31
Fertilizada D.E - - - - - - -
n 1 1 1 1 1 1 1

X = Promedio; D.E.= Desviacion Estandar; n= tamafio de muestra; HC= Hidrocarburos
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